JIHOCESKA U NIVERZITA
ZEMEDELSKA FAKULTA

CESKE BUDEJOVICE

Studijni program: N 4101 Zemé&dé&lské inZenyrstvi
Studijni obor: Zivo¢iiné biotechnologie

Katedra: Katedra genetiky, Slechténi a vyzivy
Vedouci katedry: prof. Ing. Jindfich Citek, CSc.

Diplomova prace

KONGENITALNI CHOROBY SKOTU

Vedouci diplomové prace: Autor:

Ing. Lenka Hanusova, Ph.D. Bc. Hana Kosobudova

2012



ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Iméne a pifjmeni: Hana Kosobudova
Studyni program:
Studijni obor: Zivoéisné biotechnologie

Nazev tématu: Eongemtalni cheroby skotu
Congenital disorders by cattle

Zisady pro vypracovani:
(v zasadach pro vipracovan: uvedte cil prce a metodicky pastip)

Cilem diplomové prace je provést ve vybraném panelu plemen analyzy, které budou
provedeny molekulimé-genetickymi metodanu. V zavém by mél byt zhodnocen wyskyi
wybramych choreb ve zkoumaném souboru zvifat, popf. navthnout vhodny metodicky postup
pro zabranéni dalitho Sifeni téchio chorob do nasledwjicich populaci.

Prace bude élenéna do kapitol:

1) avod

2} literamni piehled vysky kongenmitalnich chorob skotu a pnncipy molekulamé-genetickych
metod, vyuzivanych pii odhalovani téchto chorob — pievaimé z védeckych élankn

v anglickém jazyce

3) matenial a metodika — popis vybraného paneln zvifat, popis pouztych molekulameé-
genefickych metod

4) vysledky a diskuze — analyza zjisténych vysledki genotypizace u jednotlivych lokust a
porovnani ziskanych vysledkn s vysledky jinych autori

5) zavér — shrouti zjisténych vysledkn, formulace praktickych doporuéeni

Pii zpracovani diplomove prace budon dodrzena obvykla formalni pravidla.



Rozsah grafickych pract: 5 - 7 tabulek, 5 - 10 obrazka

Rozsah provedm zpravy: 50 stram texiu
Buitkamp J., Semmer J., Gotz KT (2011); Arachoomelia syndrome io Simamental caitls
iz cansed by a homozygous 1-bp deletion in the molybdenum cofacior synthesis step 1
gene (MOCS1). BMC Genstics, 11,112,
Buck B.C., Ulnich F_, Wohlke A.. Fuiper H., Baumzarmer W., Distl O (2000} Vertebral
nad multiple organ malformation io a black and white Gemman Holstein calf. Berlinar und
Munchener Tierarztliche Wechenschrift, 123 (5-8), 251-153.
Meydan H , Vildiz M A | Angzerhalm J.5. (2010 Scresning for bovins leukocyvte adhesion
deficisncy, deficency of undine menopbosphate synthase, complex verisbml
malformation, bovine cimallinasmia, and facter O deficiency in Holstein cows reared m
Turk=y. Acta Veterinaria Scandinavica, 32, 56.
Citek, T; Behout, V.; Hajkova, J.; Bivkova, T (2006): Monitoring of the penatic health of
cattle in the Czech republic. Veterinarm medicina, 51 (6), 333 -330.
Citek, T.; Behout, V.; Vecerek, L. Hajkova, T. (2007): Genotyping Glycogen STarage
Dizease Type I and Type V i Catle Feared in the Czech Republic. Joumal of Veterinary
Medicme Series 4 54 257 - 250,
Friss, B.; Fananski, A, (19997: The Genedcs of the Cafile. CABI Pablishing, 720 pp.,
I5BM: 97808531 092587.

Vedourl bakalarske prace Ing Lenka Hanusova, PaD.
Fonmltant:
Datam zadari bakalarske prace: 15.3.2011

Termm odevadan bakalarzke prace: 30.4.2012

LS.

prof. Ing. Miloslav Soch, CSc. prof. Ing. Tindfich Citek, CSc.
vedoict kansdy

V Ceskych Buddjovicich dne 1532011



Podékovani:

Na tomto misté¢ bych rada pod€kovala Ing. Lence Hanusové, Ph.D., za ochotu,
trpélivost a veSkerou pomoc pii zpracovani diplomové prace. D&kuji také celému
kolektivu katedry genetiky, Slechténi a vyzivy ZF JU za poskytnuti cennych rad.
Nakonec bych rada pod€kovala rodin€¢ a pratelim, kteti meé podporovali béhem

studia.



Tato prace byla financovana z finan¢nich prosttedkti z VZ MSM 6007665806.

Prohlasuji, ze svoji diplomovou praci jsem vypracovala samostatné na
zaklad¢ vlastnich zjiSténi a s pouzitim pramentl a literatury uvedenych v seznamu

citované literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvefejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené podobé (v Upraveé
vzniklé vypuSténim vyznafenych ¢asti archivovanych Zemédélskou fakultou JU)
elektronickou cestou ve vefejné pristupné casti databdze STAG provozované

Jihogeskou univerzitou v Ceskych Bud&jovicich na jejich internetovych strankach.

V Ceskych Budgjovicichdne ............................

Bc. Hana Kosobudova



ANOTACE

Vramci této  diplomové prace byla provedena  genotypizace
46 jedinct plemene eska Gervinka ze Skolniho zemédélského podniku JU v CB,
ktera sledovala vyskyt autozomalné recesivné dédicnych poruch, konkrétné bovinni
citrulinémie (BC) v exonu 5 a deficience krevniho koagula¢niho faktoru XI (FXI)

v exonu 9 al2.

Analyza BC probéhla pomoci PCR/RFLP a pro poruchu FXI v obou exonech
byly stanoveny genotypy na zaklad¢ rozdilné délky fragmentii pomoci PCR metody

a agar6zové horizontalni elektroforézy.

Piitomnost mutované alely se prokazala pouze v lokusu pro BC a to
u 7 heterozygotnich pifenaSect, kteti produkovali 3 fragmenty o délce
185 bp, 103 bp a 82 bp. Frekvence mutované alely a frekvence heterozygott
odpovida 7,6 % a 15,2 %.

Vysledky studie ukazuji, ze vyskyt nezadouci alely pro BC je Vv nami
testovaném panelu zvitat dosti vysoky. Do budoucna bude zapotiebi piijmout
opatieni, ktera povedou k eliminaci této alely, nebot' dalsi jeji Sifeni by mélo
negativni dopad na zdravotni stav populace a ptisobilo by komplikace pii regeneraci
Ceské Cervinky, ktera pati mezi nase genetické zdroje.

V literd&rnim piehledu je nastinéna problematika kongenitalnich poruch

a pojednano o vyznamu dédi¢nosti zdravi a precteni genomické informace skotu.

Klicova slova: Ceska Cervinka, bovinni citrulinémie, deficience krevniho
koagula¢niho faktoru, PCR/RFLP, elektroforéza, geneticky zdroj, kongenitalni

porucha, dédi¢nost zdravi, genomicka informace



ANNOTATION

In the framework of this thesis was performed genotyping of 46 specimens of
the breed Czech red cattle from the University farm in Czech Budejovice, which
monitored the incidence of autosomal recessive genetic disorders, specifically bovine
citrullinemia (BC) in exon 5 and deficiency of blood coagulation factor XI (FXI) in

exon 9 and 12.

Genotyping for BC was done using PCR/RFLP methods and for the disorder
FXI in both exons genotypes were determined on the basis of different length of
fragments using PCR technology and horizontal agarose electrophoresis.

The presence of mutant allele was detected only in the locus for BC and that
is in 7 heterozygous carriers, who produced three bands with a length of 185 bp
fragments, 103 bp and 82 bp. The frequency of mutant allele and the frequency of
heterozygous carriers to 7.6% and 15.2%.

Results of the study show that the presence of mutant allele for BC in our
tested panel of animals is relatively high. In the future it will be necessary to adopt
measures that will lead to the elimination of this allele. Otherwise, its further
dissemination would have a negative impact on the health of the population and there
might occur complications in the regeneration of Czech red cattle, which is one of

our farm animal genetic resources.

The literature review deals with the problems of congenital disorders and
discusses the importance of health heredity and understanding of the genomic

information of cattle.

Keywords: Czech red cattle, bovine citrullinemia, deficiency of blood
coagulation factor XI, PCR/RFLP, electrophoresis, genetic resource, congenital
disorder, health heredity, genomic information
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1. UVOD

Ptedpokladem uspésného chovu skotu je zdravé stado. Na zdravotnim
hledisku se podili pfedev§im podminky prostfedi, ve kterém se zvifata nachdzi.
Kvalitni vyziva, technologie ustijeni a péCe oSetfovatell jsou nezbytné.
Nezanedbatelnou roli vSak hraje i vlastni potencial jedince dany jeho genofondem.
Pravé nyni se zacina ve Slechténi vénovat vétsi pozornost tzv. druhotnym funkcénim

vlastnostem, kterymi jsou zdravi a dlouhovékost.

S rozvojem molekularné-genetickych metod jsme nyni jiz schopni €ist vlastni
genomickou informaci skotu. Tato oblast védy a vyzkumu je de facto stile jeste
Vv plenkéch, ale uZ dnes napomaha pii selekci zvifat. S vyuZitim genetickych markeri
lze zptesnit, zrychlit a zefektivnit vybér zvirat do dalsi plemenitby. V souc€asnosti jiz
dokazeme odhalit vyskyt nékterych nezadoucich kongenitalnich chorob, jako jsou
napiiklad CVM, BLAD, DUMPS aj.,, a tim napomoci v ozdravovani chovil.
Dalsi velké pozitivum tkvi v urychleni kontroly dédicnosti. Genomické testy
napomahaji zpfesiiovat plemennou hodnotu mladych zvifat, kterda mohou byt
zatazena do Slechténi mnohem dfive, nez tomu bylo doposud. Vyznam to ma
pfedev§im pro snizeni ndkladli na odchov a naslednou testaci u plemennych byk,

kdy je chovano mén¢ byki cekatelti.

Z pohledu genetické variability je populace skotu pomérné homogenni
skupinou zvitat. JednoduSe feceno, skoro vSechna zvifata jsou ve vice ¢i méné

ptibuzenském stavu.

Dédiéné poruchy zdravi skotu maji v naprosté vétSin€ piipadii recesivni
zpuisob dédicnosti. Jejich pfenos mezi generacemi muze byt proto skryty. Vyznam
jejich testovani a odhalovani novych pfi¢innych mutaci je proto nesporny.
Pro chovatele je i1 ztrata jediného zvifete nezddouci a plsobi na zvySovani

provoznich nékladl a sniZovani ziskovosti chovu.
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2. CIL PRACE

Cilem diplomové prace je provedeni analyzy vyskytu vybranych
kongenitalnich chorob u zkoumaného souboru zvifat pomoci molekularné-
genetickych metod. V zavéru budou shrnuty dosazené vysledky a piipadné

doporuceny ptislusné chovatelské opatieni.

Analyzovanym souborem zvitat budou jedinci plemene &eska cCervinka.
Genotypizace se provede pro vyskyt bovinni citrulinémie a deficience krevniho

koagulac¢niho faktoru XI (F11) v exonu 9 a 12.

11



3. LITERARNI PREHLED

3.1 KONGENITALNI PORUCHY

Slovo kongenitalni pochazi z latinského congenitalis, znamenajici vrozeny.
Kongenitalni poruchy jsou takové zmény struktury nebo funkce tkani a organt, které
si jedinec nese od narozeni (Blowey & Weaver, 2003). Zmény uz piekracuji
variabilitu béZnou v populaci a pro jedince jsou do ur¢ité miry patologické

(www.vrozene-vadyl.cz).

3.2 PRICINY, DELENI A VYSKYT KONGENITALNICH PORUCH SKOTU

Pfi¢iny vzniku kongenitalnich poruch jsou mnohdy neznamé. Zasadni roli
vétsinou hraje geneticky zaklad jedince, ovSem svij podil na jejich vzniku mize mit
1 vnéjsi prostiedi plisobici béhem biezosti. Byva velmi obtizné rozhodnout, co je
pfi¢inou vzniku, protoze oba vlivy mnohdy mivaji podobné projevy dopadu na
jedince. K identifikaci pfi¢in vzniku mohou napomoci veterinarni a chovatelské
zaznamy. HlaSeni vyskytu poruch by proto mélo byt v zajmu kazdého chovatele, aby

evidence byla co mozna nejpiesnéjsi (Citek, 2009, in verb).

Citlivost k ¢initelim, ktefi mohou ovlivnit vyvoj plodu, se méni v pribéhu
bfezosti. Obecné plati, Ze se zvySujicim se gestatnim vékem nachylnost klesa.
Prvnich 14 dnl bfezosti je embryo citlivé na genetické mutace a zmény
chromozomalniho poctu a struktury. Mezi 14. - 42. dnem, kdy dochazi k formovani
organovych soustav, je zvysSena citlivost vii¢i teratogentim. Po 42. dni se plod stava
K teratogeniim rezistentni. Vyjimku tvoti mozecek a urogenitalni systém, nebot’ se

vyviji v pozd¢jsim stadiu biezosti (Bademkiran et al., 2009)

Podle mechanismu vzniku délime vrozené vady do 4 skupin.

Mrwe

1. Malformace: zapfi¢inény abnormalnim vyvojem tkané ¢i organu, ke
kterému dochazi od Gplného pocatku.

2. Deformace: zpisobeny zasahem ciziho faktoru (naptiklad fyzikalniho
charakteru), jenz vede k poskozeni doposud zdravé tkané nebo organu.

3. Disrupce: zapfic¢inény patologickym procesem, ktery narusi vyvoj organu

¢i tkané€, jenz byl ptivodn€ normalni.
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4. Dysplasie: zplsobena abnormalnim uspofadanim bun¢k, které tvori

danou tkan ¢i organ (www.vrozene-vadyl.cz).

Frekvence vyskytu kongenitalnich poruch je velmi variabilni. Lisi se
v zavislosti na testovaném plemeni a prostiedi, ze kterého zvite pochazi (Citek et al.,
2009). U skotu bylo zjisténo vice nez 200 riznych genetickych vad. Nékteré z nich
se vyskytuji jen ve spojeni SurCitym plemenem. Obecné je frekvence vyskytu
kongenitalnich vad nizka, ale ne nezanedbatelna (Parish, 2010). V ramci prosperity

chovu a Slechtitelské prace proto existuje snaha je eliminovat.

CNS

svalstvo

anomalni dvojcata
systémové poruchy
télni dutina

21.6%

travici soustava
vylucovaci soustava
kosti

srdce

ktuze

ostatni

9.7% 13.7%
10.0%

OE0EEEEEOOMN

O

Graf 1- odhadovana frekvence kongenitalnich poruch skotu (1:100 - 1:500); (O’Toole, 2010)
Kongenitadlni vady nejCastéji souvisi s poruchami nervového systému
a pohybového aparatu. Na grafu 1 vySe je patrné, jaké procento podilu zaujimaji
poruchy jednotlivych soustav. Do vyseCe ,ostatni“ lze zahrnout naptiklad

metabolické poruchy, poruchy imunitniho systému aj. (O’Toole, 2010).

3.2.1 GENETICKE PRICINY VZNIKU KONGENITALNICH PORUCH

Zména genetické informace, nebo-li mutace, patii k hlavnim pfi¢inam vzniku
kongenitalnich poruch. Zéikladnim hlediskem, podle kterého muiZzeme mutace

rozdélit, je zda plisobi na urovni genomu, chromozomi nebo genti.

Genomovymi mutacemi nazyvame zmeény pusobici na Urovni poctu
chromozomadlnich sad. Jde o tzv. polyploidie, vedouci ke znédsobeni poctu

chromozomu v somatickych bunkach ¢i gametach a haploidie, které maji za dusledek
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Snizeni poctu chromozomi na polovinu. Pocet chromozomu je taxonomickym
znakem pro kazdy druh. Zmény na urovni genomu jsou neslucitelné se zivotem

(www.Ifhk.cuni.cz/kohler/).

Mutace piisobici na chromozomalni urovni oznacujeme jako chromozomalni
aberace. Vznikaji v disledku strukturni nebo numerické odchylky v karyotypu

(www.vrozene-vady2.cz; www.vrozene-vady3.cz). Do této kategorie patii napiiklad

robertsonovské translokace 1/21, vyskytujici se u holstynsko-friského plemene
(Miyake et al., 1991), nebo 14/20 a 13/2, rozsifené v chovech simentalského skotu
(Weber et al., 1992).

Mutace pusobici na genové urovni podmifiuji monogenné ¢i polygenné
zalozené poruchy. Vznik monogennich vad je podminén interakci jednoho paru alel,
nachazejicich se na stejném mist¢ chromozomu, tzv. lokusu. Defektni alela
zodpovidajici za vznik poruchy miize mit recesivni nebo dominantni charakter
(Kuklik, 2006). Z monogenné podminénych poruch se nejéastéji vyskytuji poruchy
s autozomalné recesivni dédinosti. Radi se sem napiiklad epitheliogenesis
imperfecta (Blowey & Weaver, 2003), rizné enzymopatie (Kovaé, 2001), BLAD,
CVM aj. Dalsimi typy jsou pak autozomalné¢ dominantni dédi¢nost nebo na
X- chromozom vazana recesivni ¢i dominantni dédi¢nost. U polygennich vad je
vysledny fenotyp ovlivnén vice geny, mezi nimiz plsobi rtizné slozité interakce
(www.vrozene-vady3.cz). Do této skupiny patii naptiklad atresia ani a atresia ilei
(Kovac, 2001).

Existujyi také tzv. multifaktorialni poruchy. Na jejich vzniku se podili

kombinace genetickych i negenetickych (exogennich) pfi¢in (Www.vrozene-

vady3.cz). Jejich charakteristickym znakem je zna¢na fenotypova variabilita. Do této
kategorie miizeme zafadit napiiklad cystickou degeneraci ovarii, agromegalické

plody nebo pacecky (Kovac, 2001).

14


http://www.lfhk.cuni.cz/kohler/
http://www.vrozene-vady2.cz/
http://www.vrozene-vady3.cz/
http://www.vrozene-vady3.cz/
http://www.vrozene-vady3.cz/
http://www.vrozene-vady3.cz/

3.2.2 NEGENETICKE (EXOGENNI) PRICINY VZNIKU KONGENITALNICH
PORUCH

Vlivy vngj$iho prostfedi, které maji za nésledek vznik a vyvoj anomalii
u plodd, obecné nazyvame teratogeny (Hanusova, 2010, in verb). Nejcastéji se déli

do 3 skupin.

1. Teratogeny fyzikalni povahy: mezi tyto teratogeny fadime zmény tlaku,
otfesy, teplo a chlad, RTG zafeni. Mechanické vlivy mohou byt pti¢inou
vzniku roz$tépu tkani, organt, popiipadé celého zarodku (Kudlaé et al.,

1977; www.vrozene-vady?2.cz).

2. Teratogeny chemické povahy: takovymi rozumime latky pouzivané
v prumyslu a zeméd¢€lstvi jako polychlorované bifenyly, tézké kovy,
organicka rozpoustédla aj.; farmaka jako cytostatika, antibiotika, latky
steroidni povahy apod.; intoxikace z krmiva nebo vody jako u lupiny,
bolehlavu skvrnitého, vikve, tabaku, popiipadé mykotoxiny, aflatoxiny,
dusi¢nany a dusitany a dal§i. Jejich vlivem dochazi casto
k abortiim, vyvinu deformit koncetin (arthrogryposis), defekti patefe
(skoliozy, kyfozy) a rozstépim patra (Keeler, 1974; Shupe et al., 1967;
Hovingh, 2009; Knight & Walter, 2004; www.vrozene-vady?2.cz).

3. Teratogeny biologické povahy: takto ozna¢ujeme infekéni nakazy, které
mohou byt zpisobeny rliznymi bakteriemi, viry, plisnémi aj., naptiklad
bruceloza, leptospirdza, listérie, BVD virus, IBR (infekéni bovinni
rinotracheitida), bluetongue virus, campylobacter, salmonela a dalsi.
Naékazy vedou nejCastéji ke vzniku aborti, poruch centralni nervové
soustavy a snizené Zivotaschopnosti telat (Hovingh, 2009; Kudla¢ et al.,
1977; Kovac, 2001).

PfedCasné ukonceni gravidity vétSinou kon¢i mumifikaci plodu, abortem
(zmetani, potrat) nebo €asnou embryondlni smrti. Z ekonomického pohledu tento
problém predstavuje vyznamné hospodaiské Skody. Nasledkem muize byt jak
naruseni reprodukce a plemenaiské prace, diky ztrat¢ mladat, zhorSeni kondice
a pripadné neplodnosti zmetalek, tak i snizeni laktace a zvyseni nakladi spojenych

s veterinarnim oSetfenim (Kudlac et al., 1977).
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3.3 DEDICNOST ZDRAVI{

Dnes jiz vime, ze u skotu se vyskytuje zna¢na rozmanitost v projevu reakce
na nemoci. Citlivost knemocem se méni hlavné v zavislosti na plemeni.
V soucasnosti se ¢im dal vice $lechti na odolnost zvifat k nemocem, jako jsou
mastitidy, ketdzy, respiratni onemocnéni, bruceléza, tuberkuléza, bovinni

spongiformni encefalopatie aj. (Morris, 2007).

Diilezitou roli hraje prostiedi, ve kterém se zvife nachazi. Plemena, ktera jsou
pro dany region pivodni, maji pfirozené¢ vyss$i odolnost vi¢i mistnim chorobam
a ndkazdm. Béhem evoluce se totiz prizplisobila mistnim podminkdm. Vyvinula se
u nich urcita tolerance az rezistence k béznym patogeniim vyskytujicim se v daném

prostiedi (Savi¢ et al., 1995).

Rezistence vic¢i chorobam Ize stanovit na zaklad¢ klinického vySetieni nebo
pomoci genetickych markertt (MAS — markery asistovana selekce). Ve vyzkumu pro
genetickou rezistenci k nemocem se vyuziva databaze FAO DAD-IS (Food
Agriculture Organization Domestic Animal Diversity Information System), ktera
obsahuje zdznamy o fenotypovych a genotypovych popisech a jinych zdravotnich

kritérii (Jovanovic et al., 2009).

Urcitou nadé¢ji dava i1 vyuZiti transgennich technologii. S jejich pomoci se
podatilo ziskat geneticky modifikovany skot se zvySenou odolnosti vii¢i BSE nebo
mastitidam (Petr, 2006).

OvSem svoji nezastupitelnou roli ma i1 nadéale kontrola dédi¢nosti zdravi
(KDZ) provadéna na zékladé hodnoceni zdravotniho stavu potomkil testovaného
plemenika. V Ceské republice se pouziva KDZ zalozena na tzv. slovenském modelu,

ktery je ¢lenén do tech etap (Kovag, 2001):

1. etapa: zahrnuje tfi obdobi - gravidita, porod, Zivotaschopnost do

1. mésice u 120 telat F1 generace.

2. etapa: posuzuje vyvojové vady pohlavnich organi - hodnoceno minimalné

u 15 synti a 50 dcer ve véku mezi 10. a 16. mésicem stari.

3. etapa: posuzuje zdravotni stav u 30 dcer plemenika po prvnim porodu

a zéroven hodnoti i zdravotni stav jejich potomku (F2 generace).
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U plemennych byku je také kontrolovano vlastni zdravi (KVZ). Sleduje se sedm
kritérii:

sexualni vyraz

nervovy typ

sexualni aktivita

pohlavni reflexy

onemocnéni a vyvojové anomalie pohlavniho ustroji

vady exteriéru ve vztahu k porucham zdravi

N o gk~ wDd e

utvaieni koncetin a mechanika pohybu

(www.cmsch-kdz-prehled.cz).

Kazdoro¢né€ na zékladé vysledkli z KDZ a KVZ jsou plemenni byci stojici na
inseminacénich stanicich zafazovani do zdravotnich tiid A, B a C. Ptidéluje se vzdy
horsi zdravotni tiida bez ohledu na to, zda se jedna o tfidu za vlastni zdravi nebo

kontrolu dédi¢nosti zdravi. Zdravotni tfidy délime na:

A tiida: vyuziti v plemenitbé bez omezeni
B trida: vyuZiti v plemenitbé s omezenim
C tiida: byk je z plemenitby vyfazen
(www.cmsch-kdz-prehled.cz).

3.4 GENOM SKOTU

Pojem genom vystihuje oznaceni pro kompletni genetickou informaci
vV konkrétni bunice nebo organismu. DéEli se na jaderny a mimojaderny

(mitochondrialni) (Urban, 2008c).

Genom skotu byl piecten pied tfemi lety v roce 2009. Vyzkum probéhl na
jedné kravé herefordského plemene, u které doSlo k precteni kompletni sekvence
genomu a naslednému srovnani se sekvencemi dalSich Sesti plemen. Odhaduje se, Ze
genom obsahuje pfiblizné¢ 22000 gentt a 2,8 miliardy nukleotidd (Anson, 2009).
Urcity pfinos poskytla i analyza genetické informace bizona S vyuzitim Bovine
SNP50 ¢ipu uréeného pro skot. Védcei z Australian Centre for Ancient DNA, ktefi na

tomto projektu spolupracovali, byli sami piekvapeni ze zjisténi, Ze 1ze pomoci tohoto
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¢ipu provést kvalitni profilaci genotypili i pro ty druhy, pro néz ptivodné nebyl ani

navrzen (Marcinkova & Beran, 2009).

Pieéteni genomu pomize pochopit vyvoj skotu a jeho adaptabilitu v ramci
Casu a prostfedi. V neposledni fad¢ poskytne srovnani s lidskym genomem. Zjistilo
se, ze ¢loveék ma se skotem shodnych piiblizné 80 % DNA. Fakt, ze dobytek je ndm
geneticky blize nez mysi, majici bézné vyuziti jako laboratorni zvife, mtize pomoci
k pochopeni vyvoje a zlepSeni 1écby mnoha nemoci ¢lovéka, zejména tykajici se
reprodukéni biologie a nékterych infekénich chorob (Anson, 2009; Beran, 2009).
Neustale panuji obavy z poklesu variability genofondu u skotu a s tim souvisejicim
nartistem zdravotnich problémt, ale ve skutecnosti se prokazalo, Ze geneticka
diverzita skotu je vétsi nez u ¢lovéka nebo psa (Bovine HAPMAP Consortium, 2009;
Anson, 2009).

Stejné jako u lidi, tak i u skotu sehraly duplicitni segmenty genomu ziejmy
dopad na ptestavbu chromozomi. Jejich vyznam ve vyvoji dobytka spociva zejména
Vtom, Ze ovliviiuji geny pro imunitu, laktaci, zazivani atd. Nepochybné nejvétsi
revoluci zpusobi tento objev ve zkoumani gent, majicich vliv na vlastnosti podstatné
pro produkci masa a mléka (Anson, 2009; Tellam et al., 2009). S timto bude souviset
I snaha 0 znovunalezeni genové variability hospodatskych druhl zvifat, coz muize

pfinést novy impuls Vv modernim zeméd¢lstvi (Marcinkova & Beran, 2009).

3.5 MARKERY ASISTOVANA SELEKCE (MAS)

Markery asistovand selekce je biotechnologickd metoda, zaloZena na
kombinaci poznatkl z tradicni genetiky a molekularni biologie. MAS ndm pomaha
pii selekci gent, které maji dopad na uzitkové vlastnosti jako barva srsti, kvalita

masa a mléka nebo odolnost k nemocem (www.biotech.iastate.edu/). Vétsina takto

studovanych gent jsou geny velkého ucinku, a nebo geny kvantitativnich vlastnosti
(QTG). Pokud nezname pfesné umisténi genu velkého G¢inku, tak jej nazyvame jako

lokus kvantitativnich vlastnosti (QTL) (Urban, 2008a).

vvvvvv

genomu. Nachézi se zde relativné malo genii, které maji velky dopad na pozadované
znaky, ale také hodné gent, které jiz maji mensi vliv (Thallman, 2009). Podstata

MAS spociva v hledani genetickych (zejména DNA) markert, které jsou bud’

18


http://www.biotech.iastate.edu/

soucasti genl, majicich vliv na pozadované vlastnosti, nebo jsou s nimi alespoii v CO
mozna nejuzsi vazbé. Podle prace autori Hulak et al. (2006) je existence DNA
markerti dana pfedpokladem existence polymorfismu na urovni DNA. Mezi

charakteristické vlastnosti téchto markeri se fadi nasledujici:

1. Jsou tvofeny sekvencemi bdzi na specifickém fyzickém misté¢ genomu
(lokusu), tyto sekvence jsou variabilni mezi jedinci.

2. Jsou exaktn¢ testovatelné a vykazuji kodominantni dédi¢nost, tj. Ize zjistit
1 heterozygotni genotyp, ktery se ve fenotypu neprojevi.

3. Mohou, ale nemusi byt ¢asti genu.

4. Lze je hodnotit na Urovni zarode¢ného vyvoje nebo 1 zarodecnych bunék
a neni tfeba ¢ekat na fenotypovy projev v dospélosti organismu.

5. Jsou vysoce informativni, lze je ziskat i z malého mnozstvi materidlu
a také v libovolné fazi ontogeneze jedince vcetné embryi a télesnych

poziistatk.

K ziskdni markerti musime nejprve znat mapu genti a QTL. Na jejich zdkladé
Ize poté identifikovat kandidatni geny majici vztah k uzitkové vlastnosti a provést
asociacni studie na experimentalnich a komerénich populacich. Hlavnim problémem
asociacnich studii je vazbova nerovnovaha a nezndmé genetické pozadi v populacich
(Hulék et al., 2006). V raznych populacich se mize vyskytovat jina vazbova faze.
Proto ma zasadni vyznam spravny vybér markert pro danou populaci (Urban,
2008Db).

Z pohledu QTL d¢lime genetické DNA markery na 2 typy (Urban, 2008b;
Hulak et al., 2006):

I. typ: pfimé markery — kodujici exprimované geny — vyznacuji se nizkou
hladinou polymorfismu. VyuZivaji se v komparativnim mapovani. Pro
studium diverzity rodin a populaci ¢i uréovani identity jsou méné vhodné.

Il. typ: nepfimé markery — jde o polymorfismy, které nemaji vliv na projev

znaku, ale jsou ve vazbé s QTL. Déli se na dvé skupiny:

a) vysoce variabilni sekvence DNA: patfi sem kratké tandemové repetice
tzv. mikrosatelity (STR — Short Tandem Repeats) a minisatelity (VNTR —
Variable Number Tandem Repeats). Vyznacuji se vysokym polymorfismem.
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Hlavni vyuziti maji pfi populacnich studiich, urovani rodiovstvi, identity,

a tvoti zéklad pro vazbové mapovani genti — napiiklad QTL.

b) jednonukleotidové polymorfismy - SNP (single nucleotide polymorphism) -
markery v kodujicich nebo ¢Castéji nekodujicich sekvencich, ve kterych byl
odhalen polymorfismus podminény zdménou jedné baze v DNA, viz. ndzorna

ukazka na obrazku 1. V genomu se vyskytuji ptiblizné kazdych 500 — 100 bp.

Obrazek 1 - SNP polymorfismus; (www.siriusgenomics.com)

Podle metod analyzy délime DNA markery do dvou skupin (Teturova, 2011):

1. markery zaloZené na hybridizaci (RFLP),

2. markery zalozené na polymerazové fetézové reakci (PCR), kterou
amplifikujeme nahodnou nebo specifickou sekvenci DNA (AFLP, RAPD,
SCAR, SSR, CAPS nebo-li PCR — RFLP, STS, SNP aj.).
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Varianty vyuziti DNA markerti jsou schématicky znadzornény na obrazku 2.

I, typ - hyperpahmorfnl

minlsatelity

l mikresatelity

Flbuznost OrvEfenl Vazbowé
plemen roditovstd mapy

Clstd plemena —p Optir]'lalni
Kifent Slechtitelske QTL identifikace

—* proegramy

T
MAS

Transgandaze

Identifikace gendl_, orola

Gmﬁgﬁ{ J Sﬁmb prosthed!

vady knemocem Prod ukce produked Raprod ukca

cennesion N [/ /,%///'
DNA Cipy «— |. typ - hypopolymorfrl

kandid Al geny
{xtrubturni

T IR

Obriazek 2 - vyuziti DNA markeri ve Slechténi hospodarskych zviiat; (Urban, 2008b)

Ze schématu vyse je patrné, ze vyuziti DNA markert je témét v jakékoliv
oblasti Slechténi a zahrnuje Sirokou oblast vyzkumu. Jejich aplikace v praxi
bezesporu pifinaSi nové poznatky, které umoZzni rychlejSi, systematicté;jsi

a efektivnéj$i rozvoj mnoha odvétvi moderniho zeméd¢lstvi.

Efekt pi1 vyuziti MAS se u jednotlivych kategorii uZitkovych vlastnosti lisi.

Eenennaam (2006) fadi vlastnosti sestupné od téch s nejvyssim efektem po ty

v

e genetické vady s jednoduchou dédicnosti,
e jateCna hodnota a senzorické vlastnosti,

e plodnost a reprodukéni vykonnost,

e vynos Z jateén¢ upraveného téla,

e produkce mléka a matetské vlastnosti,

e rUst, hmotnost pfi narozeni, snadnost telen.
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Vyuzitelnost markeru jako selekéniho kritéria zavisi na sile vazby a Cetnosti
moznych rekombinaci. Cim je vazba silngjsi, tim se zvySuje spolehlivost selekce
podle markeru. Celkova geneticka proménlivost (c.2) je ovlivnéna jak piisobenim
QTL (0., tak i ostatnimi polygeny (c.°). Obrazek 3 znazorfiuje schéma popisujici
jejich vzajemny vztah. Vyznam jednotlivych alel QTL je bud’ velky, nebo maly.
Na zékladé toho pak marker vysvétluje riizné velkou miru proménlivosti (c,%), coZ

preduréuje i vlastni G¢innost MAS (Rehout, 2012, in verb).

cstatnl
MARKER arL pohygeny
[ I
: v i
I 1
¥ Y
2 2 _ 2
Uv + lcl.!.lr =0 a

Obrazek 3 - schéma popisujici vlivy na celkovou genetickou proménlivost a vztah mezi markerem, QTL
a polygeny; (Urban, 2008d)

Jednotlivé kroky MAS miizeme shrnout do &tyi zakladnich bodii (Rehout , 2012, in

verb):

e vyhledani markera
e stanoveni mapy, z niZ vyplyva sila vazby mezi markerem a QTL
e stanoveni podilu proménlivosti QTL (0\,2 )

e identifikace nositelii poZadované alely a jejich vyuziti v plemenitb¢.
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3.5.1 GENOMICKA SELEKCE

Genomicka selekce (WGS - whole genome selection) je uréitou formou
MAS. Vychazi zmoznosti ur€it polymorfismus DNA na urovni jednotlivych
nukleotidii (SNP) a urcit jednotlivé markery, které maji spojitost s pozadovanymi
uzitkovymi vlastnostmi na zakladé referencni populace (Kucera, 2011). Od ptvodni
MAS se 1i8i v po¢tu vyuzivanych markerd, kterych je mnohonasobn¢ vice, viz obr. 4
a 5. Stejné jako MAS klade nejvétsi diiraz na regiony s prokazatelnym vlivem na
pozadované znaky, ale zaroven poc€itd i s témi, u kterych jejich vliv uz neni tak
jednoznacny. To umoziiuje WGS pocitat s vetsi ¢asti  genetické variability
(Thallman, 2009). Genomicka selekce se uz nezaméifuje pouze na jedince uvnitf
rodin, ale analyzuje zvitata nap#i¢ populaci. Svou zasluhu na jejim rozvoji nese
I pokrok v technologiich, kde se zvysila pfesnost a rychlost analyzy a zaroven se

snizila jeji cena (Gassaway, 2011; Jezkova, 2011).

? 1 2 3 45 6 782898111
1

Obrazek 4 - mapovani pfi vyuZiti tradiéni marker asistované selekce (MAS) — zaméiena jen na
regiony s prokazatelnym vlivem na poZadované znaky; (Thallman, 2009)

il me aL
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Obrazek 5 - mapovani pri vyuziti genomické selekce (WGS) — Cervené vyznacleny regiony s méné
jasnym vlivem na poZadované znaky; (Thallman, 2009)

K hlavnim pfinosiim genomické selekce patii zpfesnéni odhadu PH, zkraceni

generacniho intervalu, zkvalitnéni souboru testanti a zvySend kontrola nad
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genetickymi defekty (Markova, 2009; Gassaway, 2011). Diky hledani vynikajicich

zvifat v outcrossovych liniich mtize pomoci i v boji s inbridingem.

Jak uz bylo vyse zminéno, genomicka selekce spociva ve vyhledavani

polymorfismu DNA na urovni SNP. V soucasnosti jiz existuje n¢kolik typt tzv. SNP

¢ipu, které slouzi k jejich detekci. Ukazky nékterych z nich uvadi obrazky 6, 7 a 8.

Podstatu vyuzivani SNP ¢ipa Ize shrnout v nékolika krocich (Markova, 2009):

Vv ramci populace se vyberou nejlepsi a nejhorsi primérni jedinci
stanovi se jejich SNP-DNA profily

vytipuji se zadouci SNP statisticky vyznamné Kkorelované
s uzitkovosti

syntetizuji se oligonukleotidové Cipy pro vybrané SNP

specifickou vizualizaci vazby SNP ¢ipu se potvrdi pfitomnost nebo
absence pozadovaného SNP v DNA konkrétniho testovaného
jedince

pritomnost nebo absence pozadovaného SNP a jejich haplotypt se

pouzije jako kritérium pro odhad PH na zaklad¢ genomové selekce.

K nejzndméj$im vyvojafim téchto silikonovych Cipli patii spolecnost

[llumina. Nejprve byl vyvinut ¢ip BovineSNP50 o kapacité 50K, ktery dokaze precist

54 001 SNP markert a vyhodnotit az 12 vzorkl najednou. Dnes uz existuje i jeho

druha verze, ktera cte az 24 vzorkt. Byly vyvinuty i tzv. HD-high density Cipy, které

tiurmny

A

maji  velkou hustotu a vyuZzitelnou kapacitu az 600K.
Ovsem vbé&zné praxi chovu skotu zatim nemaji uplatnéni.
Novinkou roku 2011 se stal ¢ip BovineSNP3K, ktery je jednodussi
a cenov¢ dostupnéjsi. Precte 2900 markerd a vyhodnoti az
32 vzorki najednou. Jeho budoucnost se vidi pifedevS§im
V mapovani sami¢i populace. VSechny typy ¢ipi mohou mezi
sebou  komunikovat. Pro dekddovani  informaci  slouzi
specializovany software, ktery umozni pfevedeni dat na obrazkové

soubory a ty pak na genotypy (Gassaway, 2011; Jezkova, 2011).

Obriazek 6 - BovineHD BeadChip; (Gassaway, 2011)
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Obrazek 7 - BovineSNP50; (Gassaway, 2011) Obrazek 8 - ¢tefka vyuzivajici ultrafialového paprsku;
(Gassaway, 2011)

Vyuziti genomické selekce Vv praxi bylo uz suspéchem odstartovano
u mlécného skotu. Pravdépodobné tomu napomohlo castéj$i vyuzivani umélé

inseminace a také skutecnost, ze se tyka niz§iho poctu plemen na rozdil od masného

skotu (Thallman, 2009).

3.6 VYBRANE KONGENITALNI PORUCHY SKOTU

Mezi kongenitalni poruchy patii obrovské mnozstvi abnormalit, kterych dnes
je vramci skotu piiblizné na 400. Jakysi uceleny vypis lze najit na webovych
strankach Online Mendelian Inheritance in Animals (OMIA)

(http://omia.angis.org.au/results?search type=advanced&gb species id=9913).

Jejich pocet stale narGstd, coz ma souvislost i S pokroCilymi diagnostickymi
metodami zejména na molekularni trovni. V této praci se budu blize zabyvat bovinni
citrulinémii a deficienci krevniho koagula¢niho faktoru XI v populaci plemene ¢eska
Cervinka. Ani jedna ztéchto poruch nebyla doposud u tohoto pivodniho

sttedoevropského plemene studovana.

3.6.1 BOVINNI CITRULINEMIE (BC)

Citrulinémie je vrozena, autozomalné recesivni porucha metabolizmu moci
zapfi¢inénd  nedostatecnou  aktivitou  enzymu  mocovinového  cyklu,
tzv. argininosukcinatsyntézy (ASS) (Dennis et al., 1989; Padeeri et al., 1999). Tento

enzym se nachazi v jatrech a zptsobuje pfeménu citrulinu, aspartatu a ATP k ziskani
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argininosukcinatu, ktery je prekurzorem argininu (Husson et al., 2003; Ilie et al.,

2011).

vvvvv

Citrulinémii zapfi¢inuje bodovd mutace V genu kodujicim ASS na
chromozomu BTAL11l (Grupe et al., 1996). Zaména cytosinu thyminem v exonu 5
zpusobi, ze arginin-86 (CGA) se zméni na nesmyslny kodon (TGA), ¢imz dojde
k ukonceni translace. Vysledkem je zkraceny bilkovinovy produkt, ktery ma misto
412 aminokyselin pouhych 85 aminokyselin (Dennis et al., 1989; Li et al., 2011; llie
et al., 2011). Takto zkraceny produkt vede ke ztraté funkce enzymu ASS. Bodovou
mutaci lze diagnostikovat pomoci metody PCR/RFLP (Grupe et al., 1996).

Porucha mocovinového cyklu je charakteristickd vysokou urovni citrulinu
a amoniaku v krvi, plazmé a tkanich postizenych zvitat (Dennis et al., 1989; Padeeri
et al.,, 1999). Po prvnim nakrmeni se u jedinci za¢nou projevovat neurologické
symptomy (nejistd chiize, slepota, kiece aj.), které se Casem zhorSuji. K thynu
obvykle dochazi do jednoho tydne po porodu (Dennis et al., 1989; Harper et al.,
1989; Grupe et al., 1996; Lin et al., 2001). Na rozdil od normalnich zdravych zvifat
je primérna aktivita enzymu ASS u heterozygotnich jedinct nizsi (Dennis et al.,
1989; Healy, 1996). Pokles vsak neni tak kriticky, aby vedl k thynu jako

u homozygotn¢ recesivnich telat.

Nejprve byla porucha identifikovana u ¢lovéka a pst. Nasledné se odhalila
I U holstynsko-friskych telat (Harper et al., 1986; Uffo & Acosta, 2009). Citrulinémie
se vyskytuje pfedevsim u holstynského plemene (Li et al., 2011). Svou zasluhu na
tom mél americky holStynsky byk — Linmack Kriss King, pozdéji identifikovany
jako heterozygotni pienase¢ této poruchy. Patfil k nejvyuZivangj$im plemenikim ve
Slechtitelském programu holstynského skotu (Healy, 1996; Healy et al., 1991; Uffo
& Acosta, 2009; llie et al., 2011). Ttinact procent z plemenikd v jedné inseminacni
stanici (Al) v Australii bylo identifikovano jako heterozygoti pro tuto poruchu. Od
roku 1990 doslo na australskych Al k zahajeni screeningu potomstva po Linmack
Kriss King, coz napomohlo vyloucit heterozygotni prenaseée a eliminovat dalsi
Sifeni citrulinémie (Healy, 1996). V roce 1994 Schwerin et al., uvefejnil vysledky
své studie zamétené na detekci vyskytu mutace u plemene Schwarzbuntes Milchrind
(SMR) v Némecku. Zjistil pfitomnost poruchy u 17 % testovanych embryi, uréenych
jako heterozygotni pfenaseci. O dva roky pozd¢ji Grupe et al. (1996) jiz nepotvrdil

vyskyt mutace na uzemi Némecka. Frekvence mutované alely byla v USA
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zaznamenana na velmi nizké trovni (Robinson et al., 1993). V dalsich zemich,
napiiklad Turecko, Indie a Iran, neni vibec popsana (Patel et al., 2006; Meydan et
al., 2010; Oner et al., 2010; Nassiry et al., 2005 a Eydivandi et al., 2012). V Ciné
doslo k potvrzeni pfitomnosti mutace jen u jednoho zvifete, coz z testované
populace 615 ks zvifat hol§tynského plemene ¢ini pouhych 0,16 %. Lze konstatovat,
ze frekvence vyskytu citrulinémie je vSeobecné na velmi nizké arovni (Li et al.,

2011).

3.6.2 DEFICIENCE KREVNIHO KOAGULACNIHO FAKTORU XI (F11)

Deficience faktoru XI je dédi¢na porucha zplsobend nezddouci mutaci v genu
F11 kédujicim krevni koagulacni faktor XI. Tento faktor patfi do skupiny vice jak
deseti proteind, které se podili na srazlivosti krve (Gentry et al., 1998). V pocate¢ni
fazi tvorby krevni srazeniny je faktor Xl pfeveden z neaktivni formy na aktivni,
tzv. proteolyticky enzym, faktor Xla. Takto modifikovany aktivovany protein
zahajuje dal$i kroky v procesu srazlivosti vedouci ke tvorbé fibrinu (Brush et al.,
1987).

Deficience faktoru XI ma autozomalné recesivni dédi¢nost. Heterozygotni
jedinci prenaSejici defektni gen vypadaji navenek zcela normdlné, zatimco
u homozygotii se projevuje mirna hemofilie. Postizend zvifata maji méné nez 10 %
z normalni biologické aktivity FXI v plazmé, pticemz vétSina ma méné nez 1 %.
Pfenase¢i maji od 20 - 60 % normalni trovné aktivity (Gentry et al., 1998; Ghanem
et al., 2005; Kunieda et al., 2005). Na grafu 2 je nazorn¢ vystizen rozdil v distribuci
aktivity FXI u jednotlivych genotypti. Oznafeni -/- nalezi recesivnimu

homozygotovi, +/- patii heterozygotovi, +/+ zobrazuje dominantniho homozygota.
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Factor XI activity

A0

%) -/- +/- +/+

Genotype
Graf 2 - distribuce aktivity faktoru XI u riaznych genotypi; (Kunieda et al., 2005)

Postizeni jedinci mohou ptezivat i nckolik let bez zjevnych klinickych
projevli, miZe se jen projevit vyS$§i mortalita a morbidita ve stadé. Z patrnych
projevi lze zminit napiiklad nadmérné krvaceni z pupecni $idry, dlouhodobé
krvaceni po odrohovani a kastraci, snizeni reprodukéni schopnosti, zvySeni vyskytu
zapalu plic a mastitid. Postizené kravy maji ¢asto rizoveé zabarvené kolostrum

(Liptrap et al., 1995; Gentry et al., 1998; Ghanem et al., 2005; Kunieda et al., 2005).

Genotypizace jedinci ndm pomaha odlisit zdravd zvitata od postizenych
zvitat. Detekce deficience faktoru se zpocatku provadéla na zakladé analyzy
srazlivosti FXI v krevnim vzorku. Metoda byla vSak lehce ovlivnitelnd napiiklad
nekvalitnim odbérem krve (Gentry et al., 1998). Navic pfi stanoveni genotypt bylo
obtizné odlisit prenaSeCe (heterozygoty) od zdravych jedincli, nebot dochézi
k ptekryvu rozpéti aktivity faktoru XI, patrné i z grafu 2 (Kunieda et al., 2005).
Poskytované vysledky mély proto nizkou spolehlivost a navic byly ¢asové narocné.
Dnes maji vyuziti predevS§im DNA testy, které piinasi piesnéjsi a spolehlivejsi
informace (Gentry et al., 1998; Kunieda et al., 2005).
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Bovinni F11 gen je zmapovan na chromozomu 27. V soucasnosti zname dvé
varianty deficience FXI. U holstynského plemene jde o inzerci 76 bp segmentu
[AT(A)(28)TAAAG(A)(26)GGAAATAATAATTCA] v exonu 12. To vede ke vzniku
stop kodonu. Nasledkem této mutace schazi FXI proteinu funkéni proteazy kédované
exony 13, 14 a 15 (Marron et al., 2004). Druhou variantou je inzerce 15 bp v exonu 9
stejného genu objevend u japonského ¢erného skotu. V jejim disledku pak dochézi
k nahradé fenylalaninu (Phe) v kodonu 290 za Sest jinych aminokyselin, kterymi jsou
Leu, Tyr, Val, GIn, Asn, lle. V mist¢ inzerce 15 bp dochazi navic
k jednonukleotidové substituci C — A. Ob¢ varianty mutaci mohou mit odlisny
dopad na funkci faktoru XI. Dalsi srovnani fenotypu téchto deficienci faktoru XI
poskytne uzite¢né informace, tykajici se vztahu mezi genotypem a fenotypy na genu
F11 (Kunieda et al., 2005).

Zaznamy o vyskytu této poruchy jsou popsany nejen u skotu, ale i psa (Dodds
& Kull, 1971) a ¢loveka (Rosenthal et al., 1953). K odhaleni bovinni formy doslo
vroce 1969 v Ohiu u holstynského plemene (Kociba et al., 1969). Dalsi vyskyt
nasledoval u holstynsko-friského skotu v Kanadé, Australii, Anglii (Gentry et al.,
1998) a u japonského ¢erného skotu (Kunieda et al., 2005; Watanabe et al., 2006;
Ohba et al., 2008). Piitomnost nezadouci alely zaznamenali Citek et al. (2008)
a Gurgul et al. (2009) i v oblasti stfedni Evropy. V poslednich tfech letech probiha
rozsahly screening holStynské populace na uzemi Turecka (Meydan et al., 2009;
Meydan et al., 2010; Oner et al., 2010). Nejnove¢jsi vysledky z tohoto regionu piinasi
Karsli et al. (2011), ktery detekoval 2 heterozygotni kravy, tomu odpovida hodnota
prevalence pienaSect 0,4 %. Frekvence vyskytu mutované alely u americkych
holstynskych byku je 1,2 % (Marron et al., 2004) a u indickych Holstyni odpovida
0,6 % (Patel et al., 2007). Na zakladé téchto studii mizeme fici, Ze piitomnost

deficience krevniho koagula¢niho faktoru XI je relativné na nizké urovni.
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3.7 CESKA CERVINKA

Ceska &ervinka je ptivodnim krajovym plemenem v Geskych zemich. Patti do
skupiny cCerveného skotu stfedoevropského. Fylogeneticky pochéazi ztura

kratkorohého evropského (Bos taurus brachyceros europaneus) (www.cestr.cz/cc).

Podle oblasti jejich chovil vznikly urcité razy tohoto plemene jako naptiklad ceske,

rv

slezské, chebské, lisnanské cervinky apod. LiSily se zbarvenim a dojivosti

(www.genetickezdroje.cz).

Obriazek 9 - jalovi¢ky plemene ¢eska Cervinka; (www.genetickezdroje.cz)

Historie chovu ¢eskych ¢ervinek na nasem uzemi sah4 hluboko do minulosti.
Diive velmi rozsifené plemeno zacalo upadat v disledku dovozu plemen s vyssi
uzitkovosti, predeviim zoblasti Alp, Holandska, Bavorska, Svycarska aj.
Do poloviny 19. stoleti probihal chov ptevazné v Cistokrevné mife, postupné vSak
doslo k ptekiizeni piivodniho plemene S vykonng&jsimi plemeny. Do popiedi zajmu se
dostal holstynsky skot a esky strakaty skot. Ceska &ervinka se ocitla na pokraji
vyhynuti (Hanusova, 2012, in verb).

Prvni snahy o zachranu tohoto plemene sahaji do doby jiz pied 1. svétovou
valkou, kdy doSlo kumisténi nckolika zvifat na Skolni statek v Uhfinévsi.
Po 2. svétové valce se podobné snahy setkaly s nepochopenim. V 70. letech
existovala jiz pouze tii stdda s poétem cca 350 krav (St. statek Hajnice, BeneSov
a Netvotice). Po roce 1987 se ujala regenerace Cervinky Vysoka $kola zemédélska
v Praze a pozdéji i Jihogeska univerzita v Ceskych Budgjovicich. V roce 1992 byla

Ceskd cCervinka zafazena mezi genové rezervy. KrozSifeni pocetniho stavu
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napomohli byci piibuznych Cervenych plemen evropského horského typu (Polsko,
SRN). Populaci vsak negativné ovlivnila situace s vyskytem IBR a v duasledku

ozdravovaciho programu doslo znovu k poklesu stav (Www.genetickezdroje.cz).

V roce 2007 byl ve VUZV Uhtinéves zahajen projekt regenerace s vyuzitim
embryi uchovavanych od roku 1997. Z narozenych telat se odchovali plemenni byci,
kteti se umistili do chovi uc€astnikii Narodniho programu. DoSlo k zavedeni
samostatné plemenné knihy a v programu kryokonzervace se opét daii napliiovat
zasoby insemina¢nich davek od novych byku i embryi. V soucasnosti (leden 2012)
¢ita ziva populace okolo 230 kust ve dvaceti chovech. Projekt ochrany ceské
ervinky v ramci Narodniho programu zajistuje Ceska zemédélska univerzita v Praze
a Jihoteskd univerzita v Ceskych Bud&jovicich, Zeméd&lska fakulta

(www.genetickezdroje.cz).

‘ Rok
kategorie 1999 | 2001 | 2003 | 2006 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011
Plemenni byci | 2 3 2 3 2 14 9 9
Kravy 62 54 70 63 80 78 89 85
Jalovice 12 39 34 40 51 51 70 56
(nad 6 més.)
Jalovice 15 20 11 10 24 20 21 22
(do 6més.)
celkem 91 116 | 117 | 113 | 157 |163 | 189 | 172

Tabulka 1 - struktura populace; (www.genetickezdroje.cz)

Podrobny vypis struktury populace v letech 1999 — 2011 zobrazuje tabulka 1.
Nejedna se ovSem o totalni poéty vSech zvitat, ale jen téch, dale zafazenych do
plemenitby. Po roce 2008 je ziejmy skokovy nartst plemeniki, ktefi pochazi z vyse

zminéné regenerace s vyuzitim embryi.

3.7.1 PLEMENNE ZNAKY A CHOVNY CiL

Cervinka patii mezi pozdni plemena. Jde o plemeno kombinovaného mlééno-
masného uzitkového typu. Vyznauje se stifednim télesnym ramcem, plastovym
zlutoCervenym zbarvenim, kde i1 koncetiny vcetn¢€ paznehtii a mulce jsou zabarveny,

jemnou kostrou, klinovitou hlavou, krat§imi svétlymi rohy s tmavym zakoncenim

31


http://www.genetickezdroje.cz/
http://www.genetickezdroje.cz/
http://www.genetickezdroje.cz/

Spic¢ek. Vyska v kohoutku dosahuje u bykli maximaln¢ 142 cm a u krav az 135 cm.
Hmotnost se pohybuje v rozmezi 700 - 850 kg u byku a 470 - 530 kg u krav.
Charakteristické je svou konstituéni pevnosti, dlouhovékosti, Zivym temperamentem
(Suchanek, 2006) a barvou mléka, kterdA by méla byt naZloutla
(www.genetickezdroje.cz). Typické piedstavitele tohoto plemene zachycuji obrazky
9a 10.

Chovny cil se zaméfuje na zachovani a regeneraci Ceské Cervinky S jejimi
specifickymi vlastnostmi a to pifedev§im dlouhov¢kosti, plodnosti, snadnymi porody

a pastevni schopnosti (www.cestr.cz/slprogram/cc). Zakladni parametry chovného

cile pro mlé¢nou a masnou uzitkovost, vék a télesné rozméry popisuje tabulka 2.

Milécna uzitkovost kravy na I. laktaci 3500 kg
kravy na II. a dalsi laktaci 3500 — 4500 kg
obsah bilkovin 3,4 %
obsah tuku 4,0 %
produkéni vyuziti kravy 6 a vice laktaci

Masna uZitkovost denni prirtstek 800 -1000¢g
jatecnd vytéznost 56 % a vice

VEK pii prvnim zapuS$téni 18 — 20 mésicu

Vék pri prvnim oteleni 27 — 32 mésici

Télesné rozméry hmotnost jalovic ve véku 12 mésicti | 260 — 310 kg
hmotnost jalovic pfi 1. zapousténi 380 — 400kg
hmotnost krav v dospélosti 500 — 550 kg
hmotnost bykti v dospélosti 800 - 1000 kg
vyska v ktizi dospé€lych krav 130-135cm
vyska v kiizi dospélych byku 140 — 150 cm

Tabulka 2 - zakladni parametry chovného cile; (www.cestr.cz/slprogram/cc)
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Z tabulky 2 lze vyc¢ist, Ze nejen mlécna ale i masna uzitkovost je na relativné
nizké urovni. Mlécna uzitkovost v extenzivnim pastevnim chovu dosahuje 1835 kg
(2004), v intenzivnim stajovém chovu 3000 kg, pfi vySs$i tuCnosti az 4,6 %

(www.genetickezdroje.cz). Nevyhodou plemene je i pozdni dospivani. Uz z téchto

divodu nelze ocekavat, ze by nékdy v budoucnu mohlo dojit k jeho opétovnému
masivnimu rozsifeni jako ptred 200 lety. V dnesni dobé jde ptredevsim o snahu

uchovat ¢ervinky jako kulturné historickou pamatku a geneticky zdroj.

3.7.2 DEFINICE PLEMENE A KODOVE OZNACENI

Za jedince plemene ¢eska Cervinka se povazuji zvifata pavodniho ¢erveného
skotu a jeho kfizenci s fylogeneticky pfibuznymi plemeny cerveného skotu nebo
skotu ¢eského strakatého. Pro icely zapisu byku a krav do PK, poptipadé registrace
V plemenném registru, se zvifata zaclenuji do kategorii oznacovanych podle

genetického podilu plemene ¢eska cervinka, kodem:

e L 1-podil75% avice krve Ceské Cervinky
e L 2-podil 51-74 % krve ¢eské Cervinky
e L 3-podil 37 - 50 % krve Ceské Cervinky

(www.cestr.cz/rpk/cc).

Obrazek 10 - plemenny byk; (www.cestr.cz/clanky-byk-ceske-cervinky)
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3.8 ZAKLADNI METODY MOLEKULARNI GENETIKY VYUZIVANE
K DETEKOVANI KONGENITALNICH PORUCH

3.8.1 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Polymerazova tetézova reakce je relativné jednoduchd metoda amplifikace
(zmnozeni) ur€ité ¢asti DNA in vitro bez pouziti zivych organismu. PCR vyvinul
Kary Mullisem v roce 1983 a v roce 1993 za tento objev obdrzel Nobelovu cenu za
chemii (http://botanika.bf.jcu.cz/laboratory/pcr.html; Knoll, 2009).

V praxi je PCR pouzivana na amplifikaci specifické oblasti DNA, napf.
jednotlivych genti nebo jejich ¢asti ¢i nekodujicich oblasti. Délka amplifikovanych
fragmentid obvykle nepiesahuje 10 kb (V1askova & Treslova, 2008a).

Metoda PCR je zalozena na cyklickém stiidani teplot reakéni smési V pfistroji

zvaném termocykler. Pribéh reakce délime do tii kroka

(http://botanika.bf.jcu.cz/laboratory/pcr.html; Knoll, 2009). Cely princip PCR

schématicky znézorfiuje obrazek 11.

DM & pr1mers DM & nucleotides
CE1F ] polyrneraze [dTTF, dCTR, dATF, dGTF)

-- Teq hhc{ EI

step 1: DM A template strand
denaturing \
(95°c) 7
step 2:
anneallng

two DNA strands ts:it; 2%!;‘51[::‘19-2
(55 C) ¢ =

- I - 3 s

5 = 5 = =
LT
¥ 5 P W W a W “\&/* 5¢
—

new DM strands

5 & 5 ~ p Fa W Wa Ve
LT
=z 5 = 5
Taq

four DMA& strands

repeat cycle
(20-40 times)

(2. 2Z2) burzisayjuhs: ¢ da]s

E1 992 Encyclopaedia Britannica, Inc.
Obrazek 11 - schéma pribéhu PCR; (Anderson, 2010)

Prvnim krokem reakce je denaturace dvouvlaknové DNA, kdy dojde
Kk rozpleteni Sroubovice DNA, zahiatim na 92 - 95°C po dobu cca 30 sekund.

Nasledujici krok ptedstavuje tzv. annealing, pfi némz dojde k nasednuti
primert na komplementarni oblasti templatové DNA. Annealing probihd za teploty
cca 50 — 60 °C po dobu asi 30 sekund. Optimalni teplota této faze zavisi na délce

a slozeni bazi primert. Zpravidla by méla byt o 5 °C nizs$i neZz teplota tani
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(denaturace), tzv. melting temperature (Ty,) primerd. Pro primery do 25 bp se Tn,
vypocita podle rovnice: T, = 4(G+C) + 2(A+T). Ty by méla byt pro oba primery
piiblizn¢ stejna.

Tretim krokem je tzv. elongace (syntéza DNA), ktera probiha vétSinou pfi
teplot¢ 70 — 72 °C po dobu cca 1,5 minuty. K vytvofeni 1000 bazi je poticba
piiblizn¢ 1 minuta. Syntéza novych vlaken DNA probiha za pomoci

DNA-polymerazy od 5 konce ke 3 konci.

V nasledujicim cyklu se produkty z prvniho cyklu denaturuji a za pomoci
DNA-polymerazy replikuji. Pocet cykli se pohybuje od 25 do 40 opakovéani. Na
tomto principu dojde k exponencialnimu pomnozeni pozadovaného useku DNA.
Finalnim krokem je zchlazeni PCR reakce na teplotu 4 — 15 °C pro uchovani

amplikonu.

Reakéni smés PCR obsahuje nékolik slozek, jejichz pomér a mnozstvi se

rizng 1isi podle metodiky.

Zakladni PCR mix obsahuje:

o templatovou DNA — studovana ¢ast DNA, kterou chceme amplifikovat,

e DNA polymerazu — enzym, ktery replikuje novy fetézec DNA podle vzoru

e PCR pufr — udrzuje stabilni pH a obsahuje chemikalie pro optimalni aktivitu
a stabilitu DNA polymerazy,

e MgCl; — Mg* ionty slouZi jako kofaktor DNA polymerézy,

e nukleotidy (ANTP) — smés deoxynukleosidtrifosfata (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), zakladnich stavebnich jednotek DNA,

e primery — oligonukleotidy (kratké tseky jednofetézcové DNA), zpravidla
o délce 10 — 25 bazi, které se paruji se zacatecni a koncovou komplementarni
oblasti amplifikovaného tseku v templatové DNA. Maji funkci pocateéniho
mista replikace DNA, bez kterého by DNA polymerdaza nemohla zacit
syntézu nového fetézce. Primery by nemély byt ptili§ kratké a nemély by
obsahovat sekvenci, ktera se casto vyskytuje vtemplatové DNA.
Pii jejich navrhovani je zadouci se vyvarovat sekvenci, které tvofi smycky
nebo jsou navzijem komplementarni. Zastoupeni GC bazi v sekvenci, by

m¢elo byt 40 - 60 %.
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e demineralizovanou nebo deionizovanou vodu
(http://botanika.bf.jcu.cz/laboratory/pcr.html; Viaskova & Treslova, 2008a)

V ramci optimalizace PCR reakce 1ze do PCR mixu ptidat aditiva (DMSO,
formamid, betaine, glycerol, BSA, (NH,4),SO,), které napomahaji zvySovat stabilitu
polymerdazy a specificnost vazby primertd. DalSimi nejcastéji vyuzivanymi
moznostmi K optimalizaci prubéhu PCR reakce je uprava teploty annealingu, zména
koncentrace DNA a MgCl, nebo modifikace cyklu (prodlouzeni ¢i zkraceni doby
elongace, zvySeni poctu cykld, apod.) (http://botanika.bf.jcu.cz/laboratory/pcr.html).

Prednosti metody je jeji vysoka citlivost. Vyuziti naléza v Iékaiskych
a biologickych oborech, zejména pii diagnostice dédicnych a infekcnich
onemocnénich, urCovani otcovstvi, klonovani gent, indentifikaci oSob
V kriminalistice aj. Ur¢itd nevyhoda PCR metody spodivda ve vyuzivani
Tag-polymerazy. Ta totiz nema korektorskou aktivitu ve sméru 3' — 5'. Béhem
syntézy nového vldkna dochazi k chybam, které se pak fetézové hromadi. Dale
neumi efektivné syntetizovat fragmenty del$i nez cca 3 - 15 tisic bp. Jeji nevyhody
lze odstranit pouzitim termostabilnich polymeraz s korektorskou aktivitou. Ty jsou
ovSem méné vykonné, proto se vyuzivaji smési Tag-polymerdzy a termostabilni
polymerdzy s korektorskou aktivitou, které¢ se vzdjemné dopliuji (V1aSkova &

Treslova, 2008a). Vypis nékterych DNA polymeraz uvadi tabulka 3.

Taq (Thermus aquaticus) ano ne
Tfl (Thermus flavus) ano ne
Thr (Thermus brockianus) ano ne
Tth (Thermus thermophilus) | ano ne
Tli (Thermococcus litoralis) | ne ano
Pfu (Pyrococcus furiosus) ne ano
Pwo (Pyrococcus woesei) ne ano

Tabulka 3 - pfehled vyznamnych termostabilnich DNA polymeraz; (Prisa et al., 1998)

Vysledek PCR Ize detekovat na gelu pomoci elektroforézy. Pokud se na gelu
zobrazuje jeden pruh, prob&hla PCR uspésné. Je-li vysledkem vice pruhii, tak doslo
k nasednuti primerti na vice mistech se shodnym protismérnym orientovanim, coz
vede Kk namnozeni vice produktii o rizné délce. Nutnosti je pak optimalizovat
podminky reakce. Neni-li zobrazen zadny pruh, PCR neprobéhla (Vlaskova &
Treslova, 2008a).
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3.8.2 RFLP - DELKOVY POLYMORFISMUS RESTRIKCNICH FRAGMENTU

Metoda RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, polymorfismus
délky restrikénich fragmentl) je zaloZend na enzymatickém $tépeni molekul DNA ve
specifickém restrikénim misté pomoci tzv. restrikénich endonukleaz (RE) (Bartova,
2011a). V soucasnosti zname asi 1500 restrik¢nich endonukleaz (RE) (Prasa, 1997).
RE produkuji riizné druhy bakterii. SlouZi jako ochrana proti cizorodé DNA (Smarda
et al., 2005). Kazdy typ restrik¢ni endonukleazy rozpoznava ruzné kratké sekvence
nukleotidi — 4,6,8 a §tépi cilovou DNA v riznych mistech, v zavislosti na sekvenci
DNA. Obecné ty, které rozpoznavaji kratsi sekvenci, st€pi DNA castéji na mensi
useky a ty, které rozpoznavaji delsi sekvenci, Stépi méné Casto a vznikaji delsi
fragmenty. Délka fragmentu i jejich pocet je pro daného jedince specificka (Prusa,
1997). Inkubace reakéni smési obvykle probihd pii 37 °C po dobu 1 hodiny.
Separované fragmenty pomoci gelové elektroforézy srovnavame na zakladé jejich
velikosti a poctu. Ze ziskanych tudaju nasledné stanovime tzv. polymorfismy.
Polymorfismy délky restrikénich fragmentt zapficinuji piestavby, naptiklad delece,
inzerce a substituce bazi. Zmény v poradi bazi nukleotidii pak vedou ke zméné poctu

restrikénich mist (Bartova, 2011a).

3.8.3 GELOVA ELEKTROFOREZA

Gelova elektroforéza patfi k nejpouZivangj$im separacnim technikdm
vyuzivanym K analyze nukleovych kyselin a bilkovin. Princip metody spociva
v pohybu zaporné¢ nabitych molekul vV elektrickém poli smérem k anodé
(viz. obrazek 12). Hlavnim nositelem naboje jsou zaporné nabité fosfatové skupiny.

Separace molekul probihd na zakladé

@ [€05550500 e jejich rozdilnych rychlosti poh |
9o 9seece0letey o malé Jejich rozdilnych rychlosti pohybu v gelu.

2ale0 85600500 molekuly : . e

A |19=C809 0008000 Rychlost pohybu je nepfimo wmérna

Ué velikosti molekul (Bartova, 2011b).
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RozliSujeme dva typy elektroforézy:

e Horizontalni (nosné médium je agarézovy gel, nebo diive skrob)

e Vertikalni (nosné médium je polyakrylamidovy gel, tzv. PAGE)

Agarozova elektroforéza je pouzivana k detekovani produktii po PCR nebo
PCR/RFLP a jejich pfipadnou preparaci pro nasledné analyzy, napiiklad
sekvenovani. Produkty se dé€li podle své relativni molekulové hmotnosti a velikosti
naboje. V agar6zovém gelu lze separovat fragmenty o velikostech 50 bp — 20 000 bp.

Mensi fragmenty se tfidi v polyakrylamidovém gelu. Koncentrace agardzy se voli

podle velikosti separovanych fragmenta (viz. tabulka 4) (Vlaskova & TreSlova,
2008b).

Velikost fragmenti Hustota agarézového gelu
0,4 - 0,8%
500 - 1000 bp 2%
100 - 500 bp 3%
50 - 100 bp 5%

Tabulka 4 - hustota agaréozového gelu v zavislosti na velikosti separovanych fragmentech;
(Vlaskova & Treslova, 2008b)

Pro pripravu gelu a jako elektrolyt v elektroforetické vané pouzivame pufry
(naptiklad TBE, TAE, SB), které zabezpeci stalé pH. Jejich funkci je neutralizace
iontd H" a OH" vznikajici hydrolyzou vody na elektrodach (Vlaskova & Treslova,
2008Db).

Pfed nanaSenim vzorkll na gel se smisi jednotlivé vzorky

i nukleovych kyselin s tzv. nanasecim pufrem (napf. bromfenolova

E modft, xylencyanol) (Vlaskova & TreSlova, 2008b), ktery ma

x tmavé zbarveni a pusobi jako zatizeni, aby nedoslo k difuzi vzorku

E do elektrolytu. Diky zabarveni zaroven umoznuje kontrolu pfi

*2  npanaSeni vzorkd a jeho migraci v gelu. Pro odhad velikosti

?z pozorovanych fragmentli se do jedné jamky gelu nanasi

tzv. velikostni marker (hmotnostni standard,

Obrizek 13 - velikostnf markers - p)\gA  Jadder = zebiik) o definované velikosti

(Bartova. 2011h)
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jednotlivych fragmentl (Bartova, 2011b). Ptiklad velikostniho markeru lze spatfit na
obrazku 13.

Po probéhnuti elektroforézy nasleduje vizualizace separovanych fragmenta
pomoci UV zafeni v pfistroji zvaném UV transluminator. Fragmenty po osviceni UV
vyzaruji jako prouzky. Jako znacici barvivo slouzi nejcastéji ethidium bromid nebo
SYBR Green. K detekci fragmentti Ize vyuzit i radioaktivniho znaceni, nebo
hybridizaci se znaCenou sondou (kratkym oligonukleotidem, ktery se

komplementarné vaze k hledané sekvenci) (Bartova, 2011b).

Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) je jednou z metod pro
separaci a charakterizaci zejména proteinu, ale i DNA. Polyakrylamidovy gel vznika
polymeraci smési akrylamidu a bisakrylamidu za pokojové teploty v pufru TAE.
Zdroj volnych radikalt obvykle poskytuje peroxosiran amonny (APS) zpisobujici
homolytické Stépeni vazeb O-O. Kurychleni reakce se pouziva volna zéasada
tetrametylendiamin (TEMED), ktera katalyzuje tvorbu volnych radikalti APS. Dalsi
vyuzivanym iniciatorem polymerace je riboflavin majici t¢innost i pti velmi nizkych
koncentracich 5 - 10 ng/l. Nizké pH a moznost piistupu O, vede K inhibici
polymerace. Koncentrace TEMED a APS v polymerizaénim roztoku by mély byt
0,05 %. Koncentrace akrylamidu se méni podle velikosti separovanych fragmentl
DNA. Gely s koncentraci akrylamidu od 3,5 % vyhovuji pro fragmenty 1 - 2 kbp
a 20% gely pro malé fragmenty 10 - 100 bp (Prdsa, 1997; Treslova & Vyletal,
2008).

PAGE muze probihat jako denaturacni nebo nativni. Pti denaturani PAGE je
obvykle vyuzivano piitomnosti mocoviny ¢i detergentu dodecylsiranu sodného
(SDS) a separace molekul probiha pouze na jejich molekulové hmotnosti. Pfi nativni
PAGE probiha separace molekul podle jejich tvaru, nadmolekularni struktury

(proteiny), molekulové hmotnosti a naboje (Prisa, 1997; Treslova & Vyletal, 2008).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 MATERIAL

Testovany panel zvifat zahrnoval 46 jedinci plemene ceska cervinka
pochézejicich ze Skolniho zemé&dé&lského podniku JU v CB véetné telat, dale
nezafazenych do chovu. Analyzovany byly vzorky krve téchto jedincti odebrané
v pribéhu let 2008 — 2010. Odbéry krve probéhly do roztoku EDTA (pH = 8) a pied
izolaci DNA byly uskladnény v -20°C.

4.2 METODIKA

4.2.1 IZOLACE DNA

Genomova DNA byla izolovana z krve metodou s vyuzitim lyzatt. V tomto

piipadé 1ze pouzit pouze krev neodebranou do heparinu.
Vlastni proces izolace DNA probihal nasledovné:

e K 50 pl krve rozpusténé v roztoku EDTA se piida 500 pl Tris-EDTA
pufru.

e Smés peclivé promichame a odstiedime na centrifuze pti 14 000 rpm
po dobu 3 minut.

e Supernatant odstranime a proces opakujeme 2-3 krat, dokud neni
peleta leukocytt Cista.

e V eppendorfce o0 objemu 1,5 ml ptevrstvime peletu leukocyti 100 pl
lyza¢niho pufru (50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI pH 8,3, 25 mM
MgCl,, 0,5% Tween 20) s proteinazou K (20 mg-I™).

e Vzorky inkubujeme pii 54 °C po dobu 12 hodin.

e Zkontrolujeme provedeni izolace pomoci elektroforézy na 1%

agar6zovém gelu.

V priibéhu studie byla genomova DNA uskladnéna pti 4 °C.
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4.2.2 GENOTYPIZACE PRO LOKUS BOVINNI CITRULINEMIE

Analyza vzorkd pro lokus bovinni citrulinémie probéhla pomoci metody
PCR/RFLP. Genotypizace byla provedena metodou dle Grupe et al. (1996),
S mirnymi Gpravami pro laboratorni podminky daného pracovisté. Sekvence primert
byla nésledujici:

Primer Citr F 5"...GGCCAGGGACCGTGTTCATTGAGGACATC...3’

Primer Citr R 5"...TTCCTGGGACCCCGTGAGACACATACTG...3’

4.2.2.1 PCR PRO LOKUS BOVINNI CITRULINEMIE

Pomoci PCR probéhlo namnoZeni pozadovaného useku DNA in vitro. Prvnim

krokem byla ptiprava reakéni smési, jejiz slozeni je uvedeno v tabulce 5.

Reakéni smés 1 vzorek (ul)

pufr 2
MgCl, 1,2
dNTP’s 2
Primer Citr F 1
Primer Citr R 1
DNA 1,3
Taqg-polymeraza™ 2
H,O 9,5
> 20

Tabulka 5 - sloZeni reakéni smési pro PCR lokusu bovinni citrulinémie

*Tag-polymeraza byla fedéna na hodnotu 1 U/ pl

Nejprve jsme si ptipravili mastermix smichany v pofadi H,O, pufr, MgCl,,
dNTP’s, primery. V dal§im kroku doslo k jeho rozpipetovani do nachystanych
a popsanych eppendorfek a k naslednému piidani ptislusné DNA daného vzorku.
Poté byly vzorky vlozeny do termocykleru a spustén program. Po pfiblizné dvou
minutach trvajici denaturaci pifi 95 °C se pridala nafedéna Tag-polymeraza
a pokracovalo se Vv programu. Tag-polymerdza neni pfidavana do vzorku ihned
z diivodu dosud aktivni proteinazy K, kterou je potfeba zahtatim inaktivovat. Cely

program trval pfiblizné 2,5 hodiny.
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Amplifikace byla zahajena pocatecni denaturace pti 95 °C po dobu 5 minut.

Poté navazovalo 35 cyklu, kde se opakovaly kroky v potadi:

e denaturace 95°C/50s,
e annealing 56 °C /50 s,
e extenze 72 °C /50 s.

ZavéreCna extenze prob¢hla pii 72 °C po dobu 5 min. Po dobé&hnuti
amplifikace byl termocykler nastaven na 15 °C na dobu neurcitou. Pro PCR bylo

vyuzivano pfistroje T3 Thermocycler firmy Biometra®.

Po skonc¢eni PCR nasledovala kontrola vysledného produktu pomoci
agardzové elektroforézy na 2,5% gelu barveném ethidium bromidem. Vzorky pied
nanesenim na hiebinky byly obarveny bromfenolovou modii v mnozstvi 5 ul na
1 vzorek. Jako elektrolyt do elektroforetické vany poslouzil u vSech analyz 1x TBE
pufr. Kontrola PCR produktu pro bovinni citrulinémii trvala po dobu 45 minut pfi
120 V. Pfi Gspésném provedeni PCR byl pfi vizualizaci fragmentl patrny prouzek

o délce 199 bp.

4.2.2.2 RFLP PRO LOKUS BOVINNI CITRULINEMIE

Po amplifikaci DNA navazovala metoda RFLP. Ke kazdému vzorku PCR
produktu o mnozstvi 15 ul se ptidalo 1,7 pl ¢erveného pufru R a 1 ul restrikéniho
enzymu Ava Il (Eco 471). Po smichani slozek byly vzorky vlozeny do termostatu

a inkubovany pii 37 °C pies noc.

Druhy den poté probéhla separace fragmentii pomoci horizontalni
elektroforézy. Vzorky se obarvily bromfenolovou modii a nanesly do hiebinkd na
3,5% agar6zovy gel znaceny ethidium bromidem. Prubé¢h elektroforézy byl nastaven
na 100 V po dobu 60 minut. Vizualizace fragmenti v podobé prouzki se provedla
pomoci UV zafeni. Na zakladé vysledki vizualizace byla provedena genotypizace.

Délky jednotlivych fragmentt, podle kterych se ur¢i genotyp jedince, uvadim nize.

e 185 bp recesivni homozygot (aa)
e 103 bp, 82 bp dominantni homozygot (AA)
e 185 bp, 103 bp, 82 bp heterozygot (Aa)
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4.2.3 GENOTYPIZACE PRO FXIV EXONU 9 A 12

Stanoveni genotypli pro obé mutace bylo uskutecnéno na zdklad¢ rozdilné
délky fragmenti pomoci PCR metody a agar6zové horizontalni elektroforézy.
Genotypizace vzorkid v exonu 9 byla provedena metodou dle Kunieda et al. (2005)
a pro exon 12 se vyuzilo metody dle Marron et al. (2004). U obou metodik doslo
K mirnym Gpravam pro laboratorni podminky daného pracovisté. Sekvence primeri

byly nasledujici:

Proexon9- Primer FEXIF 5°... TCACATCTCAATATGTGCTTCTGC...3’
Primer FXIR 5°... TCTACGATGTCGAGTTCTTCTCC...3’

Proexon 12 - Primer FXIF 5°...CCCACTGGCTAGGAATCGTT...3’
Primer FXIR 5°...CAAGGCAATGTCATATCCAC...3’

4.2.3.1 PCR PRO FXI

Cely prubéh metodiky genotypizace FXI se v podstat¢ shodoval pro
oba exony 9 a 12, jediny rozdil spocival v pfidani odlisnych primerd. Slozeni

reak¢ni smési PCR pro FXI popisuje tabulka 6.

Reakéni smés 1 vzorek (ul)

pufr 2,5
MgCl, 2,8
dNTP’s 0,8
Primer FXI F 2
Primer FXI R 2
DNA 1
Tag-polymeraza™ 3
H,O 6,9
) 21

Tabulka 6 - sloZeni reakéni smési PCR programu pro FXI

*Tag-polymeraza byla fedéna na hodnotu 1 U/ pl

PCR program probihal ptiblizn€¢ 3 hodiny. Amplifikaci zah4jila pocatecni
denaturace, ktera trvala 2 minuty pii 94 °C. Po této dobé byla ke vzorkiim ptidana

nafedénd Tag-polymeraza. Nasledovalo 35 cykld, kde se opakovaly tyto kroky:
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e denaturace 94 °C /1 min.
e annealing 60 °C /1 min.

e extenze 72 °C /1,5 min.

Nakonec probéhla zavérecna extenze pii 72 °C po dobu 4 minut.

Po dokonceni amplifikace byl termocykler nastaven na 15 °C na dobu neurc¢itou.

4.2.3.2 DETEKCE FRAGMENTU HORIZONTALNI ELEKTROFOREZOU

Po amplifikaci pozadovaného useku DNA nasledovalo roztiidéni fragmentt
pomoci horizontdlni elektroforézy na 3,5% agardézovém gelu barveném ethidium
bromidem. Nejprve se vzorky obarvily bromfenolovou modii v mnozstvi 5 pl /1
vzorek, a poté se nanesly do hiebinkti na gelu. Samoziejmé byl také nanesen jeden
hiebinek s velikostnim markerem. V nas$i studii se vyuzivalo pUC 19 DNA / Mspl
(Hpa I1) Marker. Elektroforéza se nastavila na 130 V po dobu 50 min. Vysledna
genotypizace byla provedena na zakladé rozdilné délky fragmenti zviditelnénych
pomoci UV zafeni. Délky jednotlivych fragmentd pro obé mutace, podle kterych se

ur¢i genotyp jedince, uvadim nize.

Exon 9: Exon 12:
110 bp recesivni homozygot (aa) 320 bp recesivni homozygot (aa)
95 bp dominantni homozygot (AA) 244 bp dominantni homozygot (AA)
110 bp, 95 bp heterozygot (Aa) 320 bp, 244 bp heterozygot (Aa)

4.3 STATISTICKE VYHODNOCENI

Na zaklad¢é zjisténych vysledki genotypizace testovaného souboru se
vypocetla frekvence vyskytu mutované alely a heterozygotnich pienaSect pro dany
lokus. Nakonec byla pomoci y? testu stanovena odchylka populace od rovnovazného
stavu podle Hardy—Weinbergova zéakona. K vypoctim bylo vyuzito nékolik
zakladnich vztaht, které tvofi podstatu populacni genetiky, viz. nize podle (Urban,
2008e).
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Hardy-Weinberguv zédkon vyjadiuje matematickym vztah mezi frekvencemi

genu (alel) a frekvencemi genotyp.

AA ~ p?
Aa ~ 2pq
Aa~ ¢

p aq jsou frekvence alel Aaa.
Plati vztah: p+q=1
p*+2pg+g=1
Uvazujme-li jeden lokus se dvéma alelami, A a a, pak plati:
p=1(A)
q="f(a)
relativni zastoupeni jednotlivych genotypt:
(d+h+r=1)
relativni genové (alelové) frekvence:
p=d+%h
q=r+%h
Rovnovazny geneticky stav v populaci nastava, pokud plati, Ze genovym
frekvencim odpovidaji pfislusné genotypové frekvence. Tato definice vychazi ze

zakladni rovnice genetické rovnovahy:

qu2 h\?
2,2 _ ~ — (=
pq_(z) dr (2)

Populace se nachazi v genetické rovnovaze, pokud P jako frekvence genotypi
pozorovanych (skuteénych) se statisticky nelisi od O jako frekvenci genotypi

(o¢ekavanych) za genetické rovnovahy. K vyhodnoceni se vyuziva Xz test:

2 (P - 0)2

N (pocet porovnavanych tfid dat)
p (pocet odhadovanych parametri).
Vypocitand hodnota XZ testu se porovnava s tabulkovou hodnotou pro

pfislusnou hladinu vyznamnosti a stupen volnosti (df).

df=n-p-1
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Hladina Stupné volnosti df

vyznamnosti [l 2 3
0,05 3,84 5,99 7,81 9,48 11,07
0,01 6,35 9,21 11,34 13,27 15,08

Tabulka 7 - tabulkové hodnoty %2 testu; (Urban, 2008¢)

V piipadé lokusu se dvéma genotypy a tfemi genotypy bude hodnota
df=3-1-1=1.

Populace je pro dany lokus v genetické rovnovaze, pokud plati ¥ wp. > % vyp.

Zjistime-li vSak prikazny rozdil mezi pozorovanymi a ocekavanymi cetnostmi,

v . < 1 wyp-» pak populace pro dany lokus neni v genetické rovnovéze.
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5. VYSLEDKY

5.1 IZOLACE DNA

U vsech 46 testovanych vzork( nebyly zjistény zadné vyrazné problémy
sizolaci genomové DNA zkrve od odebranych zvifat. To potvrdila i kontrola
provedena elektroforetickou metodou na 1% agar6zovém gelu. Po Gspé€Sném ovéteni

vyizolovani DNA byly vzorky uskladnény do chladu pii teploté 4 °C.

5.2 DETEKCE VYSKYTU MUTACI PRO BC A FXI

Monitoring vyskytu bovinni citrulinémie a deficience krevniho koagula¢niho
faktoru v exonu 9 a 12 prob&hl u plemene ¢eska Cervinka poprvé. Jednalo se tedy
o pilotni projekt, zacileny na proveéfeni moznosti potencialni piitomnosti téchto
nezadoucich alel. Vyskyt mutaci by mohl byt teoreticky ptfedpokladan nejen
Z pohledu, Ze se jedna o plivodni plemeno, ale v soucasnosti pfedev§im i z divodu

hrozby inbredni deprese v souvislosti s nizkym stavem populace.

Mutace genu ASS, ktery se nachazi na chromozomu 11, lokace 11928, ma za
nasledek poruchu oznaCovanou bovinni citrulinémie (BC). Metodou PCR/RFLP
probéhla analyza vzorkt a doslo k urCeni genotypi a detekci mutované alely, viz.

tabulka 8.

Mutace genu F11, ktery se nachazi na chromozomu 27, lokace 27q14, ma za
nasledek poruchu oznacovanou deficience krevniho koagula¢niho faktoru XI.
Doposud se povedlo identifikovat dvé pficinné mutace. Prvni objevenou byla mutace
v exonu 12, kde je spojitost vzniku vady s inzerci 76 bp (Marron et al., 2004). Poté
nasledovala mutace v exonu 9, ktera souvisi s inzerci 15 bp (Kunieda et al., 2005).
Jak uz bylo vy$e zminéno, genotypizace poruchy FXI probé&hla na zakladé rozdilné
délky fragmentd pomoci PCR metody a agardzové horizontalni elektroforézy. Diky
velkému rozsahu vloZené sekvence bazi lze jednoznacné identifikovat, je-li zvife
nositelem mutované nebo normdlni alely. K odhadu délky fragmentl poslouZzil
velikostni marker tzv. DNA ladder pUC 19 DNA / Mspl (Hpa Il) Marker, nanaseny

do jamky v gelu stejn¢ jako jednotlivé vzorky.
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Nas testovany soubor ¢ital 46 jedinci. U kazdého z nich byla provedena
detekce vyskytu mutace pro tfi vySe zminované lokusy. Vysledky analyzy

znazoriuje tabulka 8.

Pocet analyzovanych  Pocet nositeli mutované

Detekované lokusy

jedincii alely
Lokus pro BC 46 7
Lokus pro FXI v exonu 9 46 0
Lokus pro FXI v exonu 12 46 0

Tabulka 8 - detekované vysledky v testované populaci ¢eské ¢ervinky

Z tabulky 8 vyplyva, Ze v naSem analyzovaném panelu zvitat byli vSichni
jedinci v exonech 9 i 12 pro lokus FXI nositeli normalni alely, tudiz se jedna
o0 zdravé dominantni homozygoty. Na gelu po vizualizaci fragmenti UV zafenim byl
u vSech vzorkii vexonu 9 patrny 1 prouzek o délce 95 bp a vexonu 12 byl
zaznamenan 1 prouzek o délce 244 bp. Bohuzel vysledky u BC nejsou tak ptiznivé
ponévadz, analyza prokazala 7 heterozygoti ¢ili pfenasect nezadouci mutace, Viz.
obrazek 14. Ty se pfi vizualizaci fragmenti projevili tfemi prouzky o délce 185 bp,
103 bp a 82 bp. U zbylych 39 jedinci byl stanoven genotyp pro BC jako dominantni
homozygot, nebot’ u nich se vyskytovaly 2 prouzky o délce 103 bp a 82 bp.

M 12 3 456 7 8 9 10

185 bp
103 bp
82 bp

Obrazek 14 — ukazka vizualizace genotypiu bovinni citrulinémie (BC);

M — marker, 1 - 7 dominantni homozygoti, 8 - 10 heterozygoti
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5.3 STATISTICKE VYHODNOCENI VYSLEDKU

V testovaném souboru 46 jedincii plemene ceskd cCervinka byla zjiSténa

ptitomnost mutované alely pro lokus BC u 7 heterozygotnich pienasecu. Na zakladé

téchto vysledkil bylo stanoveno:

1) odhad frekvence heterozygotu h; (tzv. odhad miry heterozygotnosti populace)

46 jedinct = n (celkovy pocet jedinct v populaci)
7 jedinct = np; (pocet heterozygotl Aa)
hi=?

hi = 7/46
hi = 0,152173913 = 15,2 %

Pocet pfenasec¢ti mutované alely v populaci je 15,2 %.

2) odhad frekvence mutované alely q

Vychéazime ze vztahu g =r+ % h

r (relativni frekvence recesivnich homozygott v populaci)

h (relativni frekvence heterozygotti v populaci) = h;

q=0+'0,152173913
q=10,076086956 = 7,6 %

Frekvence mutované alely v populaci je 7,6 %.

3) testovani odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy

K vypoctu vyuzijeme x2 test:

2 _ Z (P - 0)2
Xn-p-1~= T

df=(-p-1)=3-1-1
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df=1

zvolena hladina vyznamnosti p < 0,01 Yab. = 6,35

Pozorované pocty genotypu (P)

AA 39 jedinct
Aa 7 jedinct

aa 0 jedincti

Odhad frekvence alel

prq=1  ——

q=0,076086956 —> p=1-q
p=1-0,076086956
p = 0,923913044

Odhad oéekavanych pocta genotypu (O)

AA  n-p?=46-0,923913044° = 39,26630439
Aa  n-2pg=46-2-0,923913044-0,076086956 = 6,467391264
aa  n-q°=46-0,076086956° = 0,266304344

Po dosazeni do vzorce:

2 _ z (P - 0)2
Xn-p-1~= T

(39 — 39,26630439)2 + (7 — 6,467391264)2 4 (0 — 0,266304344)2
39,26630439 6,467391264 0,266304344

X§—1—1 =
x?= 0,311972319
Xeyp. = 0,31
7 ab. 6,35 > 1* yp 0,31

Mezi pozorovanymi a ocekavanymi frekvencemi genotypt pii stupni volnosti
1 a hladin¢ vyznamnosti 0,01 je shoda, a tudiz testovana populace ceské Cervinky se

v daném lokusu nachazi v Hardy-Weinbergové rovnovaze.
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6. DISKUZE

Ve svété probiha screening BC i FXI pievazné u jedinct holStynského
plemene a jeho kfizenct, u kterych doslo i k jejich prvotnimu odhaleni vyskytu.
Detekce mutovanych alel obou poruch byla zaznamenana v mnoha zemich

v n¢kolika projektech.

e Bovinni citrulinémie

Prvni zdznam o bovinni citrulinémii popsal Harper et al. (1986) u australské
holstynské populace. Frekvence mutované alely zde dosahovala velmi vysoké
urovné. Healy et al. (1991) uvedl, ze 50 % australskych holstynsko — friskych stad
a 30 % bykd vyuzivanych v Al bylo potomstvem amerického holstynského
plemenika - Linmack Kriss Kinga, ktery mél nejvétsi podil na rozsifeni nezadouci

alely.

Robinson et al. (1993) prokazal pfitomnost jednoho heterozygotniho
holstynského plemenika v USA. Frekvence vyskytu mutace odpovida 0,3 %
z celkového souboru 367 kusl testovanych holStynt. Nastésti nepatfil k moc
vyuzivanym plemenikim, a z Al byl vyfazen diive, nez se zjistil jeho status
citrulinémie. Dale mezi 102 guernsey byky a 53 jersey byky nebyl zaznamenan
zadny pienaSe¢ BC.

Vroce 1994 Schwerin et al. provedl prvni studii detekce citrulinémie
vV Némecku. Testovany soubor zahrnoval 116 vyplachnutych embryi plemene
Schwarzbuntes Milchrind (SMR) z roku 1989, které pochazely od 9 plemenikt
a 24 krav. Ur¢il, ze 17 % analyzovanych embryi jsou ptfenaSec¢i poruchy. Nasledné
Grupe et al. (1996) uskutecnil screening 866 holstynskych byku, 91 kusit SMR byka
a 34 némeckych friskych plemeniki. Nezjistil Zddného pfenaSece mutované alely.
Na tomto prevratném vysledku maji zfejmé sviij podil zmény prodélané v ramci
sjednoceni Némecka v roce 1990, kdy doslo k porazeni témét jednoho milionu krav,

a na inseminacnich stanicich ptestali byt vyuzivani SMR plemenici (Schwerin et al.,

1994).

Vroce 2006 uvefejnil Citek et al. vysledky zprojektu zaméfeném na
monitoring genetického zdravi skotu v Ceské republice. Testovany soubor zahrnoval
rizna plemena jako napiiklad holstyn, cesky simental, charoleis, limousine,

masny simental, hereford a dalsi. Ani u jednoho zvifete nebyla potvrzena pritomnost

51



vyskytu bovinni citrulinémie. Shodné vysledky uvetejnili ve svych studiich,
zamétenych na vyskyt této poruchy u holStynského plemene a jeho ktizenct, i1 dalsi
autofi jako Patel et al. (2006) v Indii, Meydan et al. (2010) a Oner et al. (2010)
v Turecku nebo Nassiry et al. (2005) a Eydivandi et al. (2012) na uzemi Iranu.

V soucCasnosti nejnovejsi potvrzeny piipad vyskytu BC je zaznamenan
v Cing. Li et al. (2011) detekoval mutaci u jednoho prenasede v testované populaci
holstynského skotu, kterd zahrnovala 436 krav a 179 byki. Frekvence pienasect Cini

0,16 %.

Na zéklad¢ téchto informaci a vysledkii z predchozich projektti by mohlo byt
konstatovano, ze pfitomnost bovinni citrulinémie je ve svétovém méfitku na nizké
urovni. Doposud k nejmarkantnéjSimu odhaleni vyskytu mutace patii detekce
provedend na uzemi Austrélie. Screening populace skotu v ostatnich zemich ukazuje
vétSinou nulovou pfitomnost poruchy. Naopak vysledky nasi studie, kde cetnost
heterozygotnich pienasecti dosahuje 15,2 % a frekvence mutované alely odpovida
7,6 % pfinasi nepfijemné zjisténi, tykajici se plemene Ceskd Cervinka na naSem
uzemi. Mozna opatieni, kterd by mohla vést ke snizeni frekvence mutované alely
a zabranéni v jejim dal$im Sifeni napfti¢ populaci, uvadim v zavéru prace.

e Deficience krevniho koagula¢niho faktoru XI

Bovinni forma poruchy FXI byla poprvé popsana u holstynského skotu
v Ohiu koncem $edesatych let minulého stoleti (Kociba et al., 1969). Marron et al.
(2004) detekoval pficinou mutaci vzniku poruchy v exonu 12. Na zakladé toho byl
vyvinut diagnosticky DNA test. Ve své studii potvrdil pfitomnost prenasect
mutované alely u plemenikti amerického holstyna s frekvenci 1,2 %. Néasledujici rok
Kunieda et al. (2005) odhalil mutaci faktoru XI, v exonu 9 u japonského cerného
skotu. V roce 2008 provedl Ohba et al. genotypovani 123 zvifat tohoto plemene.
Soubor zahrnoval 42 bykti a 81 krav z oblasti Gifu a Hyogo na Uzemi Japonska.
Frekvence mutace byla 26,4 %. Po pfepocteni hodnoty pouze na byky €inil vysledek
az 33,3 %. V ndvaznosti na tak alarmujici vysledky doslo k vypracovani rodokmene
plemeniki a na jeho zaklad¢ se zjistilo, ze vyskyt nezadouci alely je nejméné po Sest

a vice generact otctl.
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Klinické ptiznaky poruchy u japonského cerného skotu v porovnani
S holstynskym plemenem maji mirnéjsi projev srovnatelny S FXI deficienci
u Cloveéka. Ziidka dochazi ke spontalni krvacivosti, kterou predstavuje naptiklad

vznik hematomu nebo vnitini krvaceni v kloubech (Kunieda et al., 2005).

V poslednich letech probihd rozsahly screening holStynského plemene na
uzemi Turecka. Naptiklad Meydan et al. (2009) odhalil 4 ptenasece (heterozygoty)
z celkového testovaného souboru 225 krav. Frekvence mutované alely odpovidala
0,9 %. Po pfepocteni hodnota prevalence prenasecii ¢inila 1,8 %. V roce 2010 Oner
et al. uskutecnil analyzu 170 krav zregionu Bursa. Zaznamenal 2 ptenasece.
Frekvence mutované alely byla 0,06 a prevalence pienasect 1,17 %. Ve stejném roce
Meydan et al. (2010) odhalil pfi screeningu vybranych recesivné dédiénych poruch
(BLAD, DUMPS, CVM, BC, EXI) ¢tyti pienasece FXI v souboru 350 holstynek.
Frekvence mutované alely cinila 0,006 a prevalence pienasect byla 1,2 %.
Nejnovéjsi vysledky z regionu Antalya piinasi Karsli et al. (2011). Zjistil pfitomnost
mutace u dvou pienaSeCek zcelkového panelu 504 kust holstynskych krav,
tj. prevalence prenasecu 0,4 %. Tyto studie prokazuji velmi nizky vyskyt FXI

V ramci celého Turecka.

Deficience krevniho koagula¢niho faktoru byla jiz zaznamendna i ve stfedni
Evropé. O tom svédéi vysledky studie pod vedenim Citka et al.(2008), ktery
analyzoval soubor 309 jedinci holstynského skotu a jeho kiizenci s Eeskym
simentalem chovanych v CR a SRN. Vyzkum potvrdil vyskyt mutace v exonu 12
u 1 némecké holstynské kravy, detekované jako heterozygotni prenaSeCka poruchy.
V nasledujicim roce V sousednim Polsku uvetejnil Gurgul et al. (2009) pozitivni

zachyt tiech heterozygotnich pfibuznych krav holstynsko - friského plemene.

Nejucinngj$i prevenci pfed Sifenim poruchy je testovani plemenikli na
inseminacénich stanicich. Jako zainy piiklad 1ze uvést projekt vedeny Patelem et al.
(2007), do kterého bylo zahrnuto 1001 byki indickych mlécnych plemen jako
Bos taurus (holstynsko - frisky skot, jersey), Bos indicus, kiizenci Bos taurus
a Bos indicus, ¢i Bubalus bubalis (vodni buvol). V souboru detekoval 2 holstynské
byky jako heterozygotni pienasece. Frekvence nezadouci alely u indického

holstynského skotu tedy odpovida 0,6 %.
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Jedna z nejnovéjsich analyz potvrzuje ptitomnost poruchy i v Ciné. Zhang et
al. (2010) detekoval mezi 576 kravami plemene holstyn z provincie Henan
2 ptenasece a 1 postizeného jedince. Frekvence mutované alely ¢ini 0,3 %, frekvence

prenasecu 0,3 % a prevalence prenasecu 0,2 %.

Pfiznivé vysledky pfinesla studie Eydivandi et al. (2011) ktery testoval
100 jedincii iranského holstynského plemene a 230 kust domorodého skotu

v provincii Khuzestan v Iranu. VSechna zvitata byla prosta nezadouci mutace.

Vyse zminéné projekty ukazuji, Ze deficience krevniho koagulacniho faktoru
FXI je porucha rozsifend témét po celém svété. V nékterych zemich se vyskytuje
vice, V jinych zas mén¢, coz ma pfi¢inu predevSim ve vyuzivani plemenikt
(heterozygott pro FXI) v umélé inseminaci (Al). Jedna se o autozomalné recesivné

dédi¢nou poruchu, a tudiz Sifeni mutované alely miize probihat skryté.

Nezadouci mutace ma negativni dopad na zdravotni stav populace a s tim
souvisi 1 ztraty zisku a prosperity chovi. Projevy poruchy mohou byt
asymptomatické a V populaci se projevi jen zvySenou mortalitou a morbiditou
(Meydan et al., 2009) nebo naopak zictelnéj$§i a upozorni na sebe nékolika
symptomy, jako naptiklad nadmérnou krvacivosti, anémif, nizsi prezitelnosti plodi
a telat (Liptrap et al., 1995), ¢i snizeni rezistence k pneumonii, mastitidam,
metritidim aj. infek¢énim nemocem (Gentry et al., 1996). Z pohledu fyziologie
reprodukéni Cinnosti se pifitomnost mutace FXI nepfiznivé odrazi na velikosti
v plasmé v dob& ovulace (Ghanem et al., 2005). Estralni cyklus postizenych krav se
vyznacuje snizenym vyvojem folikulti a pomalym procesem luteolyzy (Liptrap et al.,

1995). Tyto studie predikuji potencialni vliv na plodnost.

Eliminace nezadouci recesivni alely a preventivni screening populace jsou
kroky, které mohou vést ke snizeni rizika ztrat a problému spojenych s pritomnosti
poruchy FXI. Nase testovana populace Ceské Cervinky byla zjisténa jako prosta
vyskytu poruchy FXI, a proto neni zapotiebi pfijimat Zadné zvlastni chovatelska

opatrenti.
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7. ZAVER

Kongenitalni poruchy se vyskytuji u vSech druhti a plemen hospodaiskych
zvitat. Jejich pfitomnost v populaci sebou piindsi neblahy dopad na zdravotni stav
a ekonomiku produkce stada. Poruchy wvzniklé diky pusobeni nevhodnych
exogennich vlivii je relativné snaz$i eliminovat naptiklad Gpravou managementu
stada a dodrzovanim zakladnich zootechnickych opatfeni, oproti porucham jejichz
pfiCina vzniku ma spojitost se zménou genetické informace ¢ili mutaci. Vzhledem
K tomu, Ze mutace se vyskytuji v kazdé generaci, je tedy nemozné uplné¢ vymytit
veskeré genetické vady. Nicméné pomoci modernich molekuldrné¢ — genetickych
metod a technologii, které nam poskytuji potifebny nastroj pro eradikaci specifickych
genetickych vad, lze podstatné urychlit proces jejich identifikace a nasledné

eliminace.

Cilem této diplomové prace bylo provedeni genotypizace pro lokusy bovinni
citrulinémie a deficience krevniho koagula¢niho faktoru v exonu 9 a 12 u populace
plemene ¢eska &ervinka ze Skolniho zemédélského podniku JU v CB. Analyza
prokazala pritomnost mutované alely pouze v lokusu pro bovinni citrulinémii.
Porucha FXI nebyla viibec zaznamenana a v porovnani s vysledky z ptedchozich

studii jinych autori 1ze souhlasit se stanoviskem jejiho vSeobecné nizkého vyskytu.

Doslo k odhaleni celkem 7 heterozygotnich ptenasect bovinni citrulinémie,
¢emuz odpovida frekvence vyskytu mutované alely 7,6 %. V porovnani s vysledky
jinych autort je Cetnost této nezadouci alely v nasem testovaném souboru zvifat dosti
znaéna. Jako nejsnazsi doporuceni K jeji eliminaci bych navrhovala vylouéeni vSech
detekovanych jedinct z plemenitby. To by nebylo tak obtizné provést u plemene jako
holstyn aj., které disponuji dostatecné velkou populaci zvifat, ovS§em pro Ceskou
ervinku, kde je stav populace v celé Ceské republice na urovni do 250 jedinct, by

tento krok mél zna¢né zdrcujici dopad.

Ceska &ervinka patfi mezi nase genové rezervy a v sou¢asnosti se u ni provadi
postupna revitalizace. AvSak tento proces probiha zna¢né¢ pomalu. Skot ma sam
o sobé dosti dlouhou dobu bfezosti a navic ¢eskéd Cervinka z pohledu chovatelské
dospélosti patii K pozdngjsim plementim. Nejvétsi problém ovSem piinasi vysoka
hrozba inbredni deprese. Velmi nizky stav populace a zejména nizky pocet

plemeniki vede k nedostatené moznosti vybéru variabilnich rodiovskych pari.

55



Je tieba proto hledat a ¢init Setrné kroky, které povedou k eliminaci nezadoucich alel,

ale zaroven nezpisobi netinosné snizovani stavu populace.

Jako vychodisko bych vidéla vyuziti embryotransferu, ktery se dnes provadi
bez velkych problémia, kde nevyhodou je snad jen vysSi financni néakladnost
a pracovni naro¢nost. Vlastnimu pfenosu embryi do piijemkyn by ptedchazela jejich
genotypizace. Vyuzita by byla jen embrya detekovana jako dominantni homozygoti
tedy prosta vyskytu poruchy bovinni citrulinémie. Timto zptisobem by mohla byt
zachovana reprodukce i heterozygotnich rodi¢ovskych part. Ty jsou totiz schopni
1 pfes pritomnost nezddouci mutované alely produkovat 25 % potomkd s normalnim
genotypem. Pokud by byl jen jeden z rodici pfenasec¢em a druhy zcela zdravy, tak az
50 % jejich potomstva muze mit normalni genotyp. Ve shaze co mozna nejvice

vvvvv

tento zptisob mohl ptinést pozadovany efekt.

Do budoucna by bylo vhodné provést dalsi monitoring populace ceské
¢ervinky i na vyskyt jinych recesivné dédi¢nych poruch, které se mohou sitit bez
zjevnych klinickych projevi. Preventivni genotypizace by méla byt uskutecnéna
zejména u plemenikt, ktefi oproti sami¢i populaci maji ¢astéjsi vyuziti v plemenitbé,

a nesou tak hlavni podil na rozsifovani téchto poruch.
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8. SEZNAM ZKRATEK

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism, délkovy polymorfismus
amplifikovanych fragmentt

Al - artificial insemination, umé¢la inseminace

APS - peroxosiran amonny

ASS - Argininosuccinate synthase, argininosukcinatsyntéza

ATP - Adenosine TriPhosphate, adenosintrifosfat

BC - bovine citrulinemia, bovinni citrulinémie

BLAD - Bovine Leucocyte Adhesion Deficiency, deficience adheze leukocyti
u skotu

BSA - albumin bovinniho séra

BSE - Bovine Spongiform Encephalopathy, Bovinni spongiformni encefalopatie
BTAL1 - Bovine Chromosome 11, bovinni 11. chromozom

BVD virus - Bovine viral diarrhea virus, Bovinni virova diarea

CAPS - Cleaved Amplified Polymorphic Sequences, délkovy polymorfismus
restrikéné Stépené amplifikované DNA

CNS - centralni nervova soustava

CVM - Complex Vertebral Malformation, complex vertebralnich malformaci
DMSO - dimethyl sulfoxide

DNA - Deoxyribonucleic Acid, deoxyribonukleotidova kyselina

dNTP - Deoxyribonucleotide triphosphate, deoxyribonukleotidtrifosfat
DUMPS - Deficiency of uridine monophosphate synthase, deficience uridin-5'-
monofosfatsyntazy

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctova
FAO DAD - IS - Food Agriculture Organization Domestic Animal Diversity
Information System

FXI; F11 - factor XI, krevni koagulaéni factor, zkratka i pro jeho dédi¢nou poruchu
IBR - Infectious Bovine Rhinotracheitis, infek¢ni bovinni rinotracheitida
KDZ - kontrola dédi¢nosti zdravi

KVZ - kontrola vlastniho zdravi

MAS - Marker-Assisted Selection, marker asistovana selekce

OMIA - Online Mendelian Inheritance in Animals

PAGE - Polyacrylamide Gel Electrophoresis, polyakrylamidova elektroforéza
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PCR - Polymerase Chain Reaction, polymerazova retézova reakce

PH - plemenna hodnota

PK - plemenna kniha

QTG - Quantitative Trait Gene, gen kvantitativnich vlastnosti

QTL - Quantitative Trait Loci, lokus kvantitativnich vlastnosti

RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA, polymorfismus ndhodné
amplifikované DNA

RE - Restriction Enzyme, restrikéni enzym

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism, polymorfismus délky
restrikénich fragmentti

RTG - rentgenové zafeni

SB - sodium borate buffer, sodnoboratovy pufr

SCAR - Sequence Characterized Amplified Region, sekvence vyznacujici
amplifikovanou oblast

SDS - dodecylsiran sodny

SMR - Schwarzbuntes Milchrind (25 % German Friesians, 25 % Jersey, 50 %
Holsteins)

SNP - Single Nucleotide Polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
SRN - Spolkova republika Némecko

SSR - Simple Sequence Repeats, tandemova opakovani kratkych motiva
STR - Short Tandem Repeats, tandemova opakovani kratkych motivi

STS - Sequence-Tagged Site, sekvence cilového mista

TAE - buffer (Tris/acetate/EDTA), Tris-acetatovy pufr

TBE - buffer (Tris/Borate/EDTA), Tris-boratovy pufr

TEMED - Tetramethylethylenediamine, tetrametylendiamin

VNTR - Variable Number Tandem Repeats, variabilita v po¢tu tandemovych
opakovani

VUZV - Vyzkumny ustav Zivo¢isné vyroby

WGS - Whole Genome Selection, genomicka selekce
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