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ABSTRAKT

Prace pojednava o technologicky a vyzivové zajimavych genetickych markerech,
genech ovliviiyjicich mléénou uzitkovost a kvantitativni parametry mléka.
Nejvyznamnéjsi genetické markery zahrnuji geny asociované s mnozstvim a kvalitou
mléénych proteini a mlécného tuku. Genetické markery mohou pomoci ve

Slechtitelskych programech pro zptesnéni selekce zadoucich zvirat.

Kli¢ova slova: skot, mléko, slozeni mléka, polymorfizmus, kasein, marker

ABSTRACT

The thesis deals with technologically and nutritionally interesting genetic markers,
genes affecting milk yield and milk quantity parameters, with the emphasis on genes
associated with the quantity and quality of milk proteins and milk fat. Genetic
markers can help in breeding programs for more accurate selection of desirable

animals.

Keywords: cattle, milk, composition of milk, polymorphism, casein, marker
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1. Uvod

Kravské mléko je sloZeno z biologickych slozek v rizném poméru a lisi se
mezi plemeny i vramci plemene odliSnymi nutricnimi a technologickymi
vlastnostmi. Je hlavnim zdrojem Zivin pro mlad’ata i pro vyzivu ¢lovéka. Vhodnost
mléka pro vyrobu rtiznych mléénych vyrobkl zavisi na jeho slozeni. Po mnoha
staleti bylo kravské mléko zpracovavano na mlécné vyrobky, jako jsou maslo, jogurt

a syr. Pro vyrobu syrt je dilezity vysoky podil kaseint.

Mnozstvi mléka a proteinit v mléce slouzi jako prioritni kritérium selekce
dojeného skotu. Identifikace gent kodujicich mlééné bilkoviny je velmi dulezita
predevsim v zemich a regionech, kde syrafsky primysl zaujima vyznamnou pozici
na trhu. Kvalita suroviny a jeji technologické vlastnosti vyrazné ovliviiuji jakost a

hodnotu vytéZznosti kone¢ného vyrobku i vysi ekonomického zisku.

V procesu Slechténi skotu je nezbytné se zaméfit na zlepSovani nejen
kvantitativnich, ale pfedevsim kvalitativnich parametri mléka, coz by mélo vést ke
snizovani nakladii na produkci kvalitni finalni suroviny. V soucasné dob¢ se ve
Slechténi stale vice vyuziva molekuldrné genetickych metod, predev§im pak analyzy
markert ovlivitujicich ukazatele mlécné produkce. VyuZiti téchto markert pozitivné
ovlivituje efektivitu a rentabilitu jak prvotni produkce mléka, tak i nasledného
syrarenského zpracovani. Soucasny trend védeckych studii zabyvajicich se mlé¢nou

uzitkovosti u skotu poukazuje na dulezitost analyzy QTL pro mlé¢nou uzitkovost.



2. Cil

Cilem prace je zpracovat literarni piehled zabyvajici se charakteristikou
nejvyznamnéjSich genetickych markertt majicich vztah k technologické a vyzivné
hodnot¢ mléka a jeho vhodnosti pro technologické zpracovani predevsim

v syrafstvi.



3. Literarni prehled

3.1 Genetické markery

Genetickym markerem se rozumi fenotypovy znak, protein, gen nebo
sekvence DNA (Vignal et al., 2002).

Genetické DNA markery jsou libovolné geny nebo polymorfizmy piesné
znamé lokalizace, s jejichz pomoci lze identifikovat pozici neznamého genu. Byly
nalezeny v ur¢itych mistech genomu a jsou pienaSeny z jedné generace na druhou
(Ruane and Sonnino, 2007). Odhalovani polymorfizmu na arovni DNA hraje

kli¢ovou roli v genetice zvifat (Vignal et al., 2002).

Pouziti polymorfnich geni jako genetickych markert se jevi jako slibna
nahrada za tradi¢né uplatiiované metody selekce. Efekt selekce zavisi na frekvenci
jednotlivych alel u riznych plemen skotu a na vlivu téchto polymorfizmii na

selektované vlastnosti a znaky (Lukac et al., 2013).

3.1.1 Rozdéleni genetickych DNA markert

Z pohledu lokust kvantitativnich znakt (QTL; Quantitative Trait Loci)
délime genetické DNA markery na 2 typy (Urban, 2008):
1. typ: Piimé markery - kodujici exprimované geny - vyznacuji se nizkou hladinou

polymorfizmu. VyuZivaji se v komparativnim mapovani.

2. typ: Nepiimé markery - jde o polymorfizmy, které nemaji vliv na projev znaku, ale

jsou ve vazbe s QTL. D¢li se na dvé skupiny:

a) vysoce variabilni sekvence DNA - patii sem kratké tandemové repetice
tzv. mikrosatelity (STR; Short Tandem Repeats) a minisatelity (VNTR; Variable
Number Tandem Repeats). Vyznacuji se vysokym stupném polymorfizmu. Hlavni
vyuZiti maji pfi populacnich studiich, ur€ovani rodicovstvi, identity a tvoii zaklad

pro vazbové mapovani gend, napt. QTL.



b)  jednonukleotidové  polymorfizmy (SNP; Single  Nucleotide
Polymorphism) - markery v koédujicich nebo castéji nekoddujicich sekvencich, ve

kterych byl odhalen polymorfizmus podminény zaménou jedné baze v DNA.
Podle metod analyzy délime DNA markery do dvou skupin (Urban, 2008):

1. Zalozené na hybridizaci - RFLP
2. Zalozené na polymerazové fetézové reakci (PCR), kterou amplifikujeme
nahodnou nebo specifickou sekvenci DNA (RAPD, AFLP, SSCP)

Nejcastéji pouzivané techniky pro DNA typizaci gent kodujicich mlécné
bilkoviny jsou polymorfizmus délky restrikénich fragmentid (RFLP; Restriction
Fragment Length Polymorphism) a polymorfizmus konformace jednofetézcové DNA
(SSCP; Single-Strand Conformation Polymorphism). Tyto techniky vyzaduji
vysokou kvalitu a kvantitu DNA, jestlize velikost amplikonu nepiekro¢i 200 bp
(Shalla et al., 2014).

RFLP je metoda zjistujici zmény v sekvenci DNA, které mohou byt
detekovany po Stépeni vzorkit DNA pomoci specifickych enzymi (restrikénich
endonukleaz). Vétsina RFLP  markert  je  kodominantnich (obé alely
U heterozygotnich jedincii jsou detekovany) a vysoce lokusové specifickych.
Fragmenty vzniklé Stépenim DNA se separuji elektroforézou v agarézovém gelu.
Jako RFLP sondy se nejcastéji pouziva fragment genomické DNA nebo cDNA
(komplementarni DNA) (Bruford et al., 2003; NCBI, 2015).

Nahodné amplifikovana polymorfni DNA (RAPD; Random Amplified
Polymorphic DNA) je zalozena na PCR amplifikaci genomové DNA za
pomoci oligonukleotidii S nahodnou sekvenci. RAPD nevyzaduje zvlastni znalosti
sekvence DNA cilového organismu na rozdil od tradi¢nich analyz PCR.
Desetinukleotidovy primer bud’ amplifikuje, nebo neamplifikuje segmenty DNA
podle toho, na kterych mistech je primer se sekvenci komplementarni. Rizné
amplifikované DNA useky tvoii na gelu odlisné vzory (Mbwana et al., 2006; NCBI,
2015).

Polymorfizmus délky amplifikovanych fragmentd (AFLP; Amplified
Fragment Length Polymorphism) je technika, diky které lze snadno provadét
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screening variaci celého genomu. Tato metoda mize byt velmi uzitena pii analyze

meziplemennych rozdili (Toro et al., 2009).

Nedavné pokroky v detekci SNP umoziuji rizné zplisoby genotypizace
polymorfizmii. Jedna z téchto technik je SNaPshot genotypizace, ktera byla
optimalizovana ke genotypovani SNP v bovinnich genech, mezi néz patii
asi-kasein (as1-CN), p-kasein (B-CN), x-kasein (k-CN), o-laktalboumin (a-LA) a
p-laktoglobulin (5-LG). SNaPshot genotypizace je nové optimalizovany, rychly a
efektivni screeningovy postup, ktery by mohl poskytnout piesnéjsi predikci

plemennych hodnot u zvitat ur¢enych k selekci (Shalla et al., 2014).

Dale se jako genetické markery vyuzivaji alozymy, mitochondridlni DNA a
mikrosatelity. Alozymy, enzymy kodované riznymi alelami jednoho genu, byly
prvnimi markery vyuzivanymi pro vyzkumné analyzy u hospodaiskych zvirat (Liu
and Cordes, 2004).

Mitochondrialni DNA (mtDNA; mitochondrial DNA) markery jsou velmi
uzitecné k fylogenetickym analyzam. mtDNA se dédi maternalné bez rekombinaci, a
proto rozdily v poctu nukleotidi v mitochondridlnim genomu piimo odrazi
genetickou vzdalenost. Mutuje 5—10 krat ¢astéji nez jaderna DNA, proto lze studovat

divergenci mezi divokou a domaci populaci v prubéhu domestikace (Bruford et al.,

2003).

V poslednich letech je geneticka variabilita studovana pomoci mikrosatelitd.
Mikrosatelity jsou kratké opakujici se sekvence, které vykazuji vysokou miru
polymorfizmu a jsou proto vhodné pro studium variability v ramci i mezi plemeny
(Toro et al., 2009).

3.2 Genetika skotu

Poznéani genomu skotu byl slozity ukol, na kterém pracovalo vice nez 300
védci z 25 zemi svéta. Vroce 2009 bylo analyzovano celkem 22000 gend.
Zmapovani genomu skotu by mohlo vést k revoluci ve Slechténi. Nejvice

prekvapujici bylo zjisténi, ze domestikovany skot (Bos taurus) sdili zhruba 80 %
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svych genil s clovékem, ale také organizace lidskych chromozomi je blizsi jejich
usporddani u domestikovaného skotu nez u dalSich zvitat (Beran, 2009).

Skot ma 29 pard autozomd a jeden par pohlavnich chromozomi
(XaY) - (Obr. 1). Autozomy u skotu jsou akrocentrické a X- a Y- chromozomy jsou

metacentrické (Weller et al., 2003).

Obr.1 Normalni karyotyp skotu - byk (2n = 60, XY)
(http://www.ihh.kvl.dk/htm/kc/popgen/genetics/10/2.htm)

Bovinni DNA obsahuje 3x10° pari bazi (bp). SNP vyznamné asociovany se
slozenim mléénych proteinti nebo s procentickym obsahem proteinti byly nalezeny
na 31 genomovych oblastech dvaceti bovinnich autozomt (BTA, Bos taurus
autosome) - (BTA 1,5, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 28
a 29) (Schopen et al., 2011). SNP vysvétluji velky podil fenotypové variance pro
slozeni mléénych bilkovin a mohou byt velmi uzitecné pii selekci zvirat, kterd
produkuji mléko s pozadovanymi technologickymi vlastnostmi (Huang et al., 2012).

Bylo zjisténo, ze kazdy bovinni chromozom (BTA) ovliviiuje 1-4 znaky
mlécné produkce a pro kazdou vlastnost byly nalezeny QTL primérné na tiech BTA

(Weller et al., 2003). V genomu skotu jsou hlavni oblasti QTL spojované se slozenim

mlécnych proteinti umisténé na BTA 5, 6, 11 a 14 (Caroli et al., 2009).
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V QTL databazi skotu je celkem popsano 7091 QTL. Z toho 1298 QTL je
pro mléénou produkci, 200 QTL pro mnozstvi mléka, 279 QTL pro obsah mlééného
proteinu, 118 QTL pro produkci mléénych proteini a 116 QTL pro produkci
mlééného tuku (NAGRP, 2015). Cilem identifikace geni pomoci mapovani QTL
neni pouze objasnit ucinek téchto genti a pochopit podstatu QTL, ale také vyuzit

zjisténych informaci ve $lechtitelské praxi (Viitala et al., 2006).

3.2.1  Studium genu podminujicich mléénou uzitkovost

Pro studium gend podminiuyjicich mléénou uzitkovost se vyuziva metoda
Markery asistovana selekce (MAS; Marker Assisted Selection). Tato metoda
umoznuje identifikovat pocet markerli rozptylenych v genomu, které nds zajimaji a
pomoci nich lze detekovat jejich spojitost s dilezitymi vlastnostmi (Ruane and
Sonnino, 2007). MAS muze byt nejlépe vyuzitelna pro znaky s nizkou dédivosti
(Lukac et al., 2013).

Genomicka selekce (GS; Genomic Selection) vyuziva oproti MAS
mnohonasobné vice markerd. Tato metoda spociva ve vyhledavani polymorfizmu
DNA na urovni SNP. Nezamé&fuje se pouze na jedince, ale analyzuje zvitata naptic¢
populaci (Mukhopadhyay and Kumar, 2013). K hlavnim piinosim genomické
selekce patii zpfesnéni odhadu plemennych hodnot (PH; breeding value), zkraceni
generacniho intervalu a zvySena kontrola nad vyskytem genetickych defekta

(Goddard and Hayes, 2007; Gassaway, 2011).

Chovatelé mohou ovliviiovat uZitkovost hospodarskych zvifat a vlastnosti
zvySujici produkci ve stadech pomoci selekce jedinci na zdkladé PH, pficemz
nejvice vyuzivanou metodou je v soucasnosti odhad pomoci nejlepsi linearni
nevychylené piedpovédi (BLUP-AM; Best Linear Unbiased Prediction-Animal
model). Ackoliv se jedna o sofistikovanou selekéni metodu, zohlediujici vliv vétSiny
faktori, stale je tfeba brat v potaz, ze se jedna o odhad. Ten jakozto takovy nikdy
nemiize byt tak presny jako selekce na zaklad¢ skute¢ného genetického zalozeni
jedince. V soucasné dobé je tedy selekce na zakladé konvencénich Slechtitelskych
postupil dopliiovana analyzou polymorfizmii se vztahem ke kvantitativnim znakim

mlécné uzitkovosti (QTL) (Shahlla et al., 2014).
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3.3 Mlécna zlaza a slozeni kravského mléka

vvvvvv

mlad’ata zvitat i pro ¢lovéka (Kaminski et al., 2007). Obsahuje ziviny pottebné pro
rostouci organismus mlad’at i organismus Vv dospélosti. Mnozstvi hlavnich slozek
mléka se velmi lisi mezi dojnicemi riznych plemen. Vhodnost mléka pro vyrobu
mlécnych vyrobki, jako je maslo, jogurt a syr zévisi na jeho slozeni. Primérné

slozeni kravského mléka uvadi Tab. 1 (Bylund et al., 1995; Schopen et al., 2009).

Tab. 1 Pramérné slozeni kravského mléka (Bylund et al., 1995)

Slozka Obsah %
Voda 85,5-89,5
SuSina 10,5-14,5
Tuk 2,5-6,0
Bilkoviny 2,9-5,0
Laktoza 3,6-5,5
Mineralni latky 0,6-0,9

Kravské mléko je produkt mlééné Zzlazy samice tura domaciho (Bos
primigenius f. taurus) - Obr. 2. Uplatiovanim cilené selekce mohou dojnice
vyprodukovat az 14000 litrG za laktaci. Produkce mléka zacind obdobim prvniho

otelent, tj. ve véku jalovice 2-2,5 roku (Bylund et al., 1995, Srubafovéa and Dvoftak).

Obr. 1 Prifez vemenem kravy (Bylund et al.,, 1995): 1 - mlécna cisterna,
2 - strukovy kanalek, 3 - strukovy svérac a 4 — alveoly
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3.3.1 Mléény tuk

Slozeni mlécného tuku mulze u jednotlivych dojnic znacné kolisat
(Duchemin et al., 2013). Mléény tuk je vylu¢ovan jako tzv. kapicka mlééného tuku.
Mnozstvi a slozeni mlééného tuku zévisi na rtiznych faktorech: plemeni, laktacni
fazi, genetickém zalozeni jedince a slozeni krmné davky. Mlécny tuk se sklada
piiblizné z 98 % triacylglycerolt a 1 % fosfolipidi (Argov-Argaman et al., 2013).
Zékladni slozkou tuku jsou mono-, di- a triglyceridy, mastné kyseliny, steroly,
karotenoidy, vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E a K), stopové prvky a bioaktivni
lipidy (Duchemin et al., 2013). Membrana tukovych kuli¢ek se sklada z fosfolipidu,
lipoproteind, glyceridl, proteind, nukleovych kyselin, enzym, stopovych prvkl a

vazané vody (Poulsen et al., 2012).

Slozeni mlé¢ného tuku ma velky vliv na kvalitu mléénych vyrobki, protoze
ovliviluje trvanlivost a kvalitu zpracovaného mléka. V¢EtSi obsah nenasycenych
mastnych kyselin je vyhodny z nutricniho a zdravotniho hlediska. Cenény je
predev§im obsah kyseliny linolové a a-linolenové (Poulsen et al., 2012). Kratké a
sttedné dlouhé fetézce mastnych kyselin (C4:0 az C16:0), které jsou syntetizovany
v mlééné Zlaze de novo, maji vysoky koeficient heritability (Bouwman et al., 2011;
Duchemin et al., 2013), jsou tedy vice ovlivnény genetickymi faktory nez dlouhé
fetézce mastnych kyselin, které pochdzeji z krmné davky nebo z mobilizace télniho
tuku (Duchemin et al., 2013) a maji nizkou az stfedni dédivost (Bouwman et al.,
2011).

3.3.2  Mlécné bilkoviny

Mlécné bilkoviny hraji klicovou roli v nutri¢ni kvalité a technologickych
vlastnostech mléka (Gambra et al., 2013). Nutricni hodnota mlé¢ka je urCena
celkovym obsahem bilkovin, zatimco jeho technologickd hodnota zavisi na obsahu
zadouci frakce, zejména kaseinu, ktery predstavuje asi 75-85 % z celkového
mnozstvi mléénych bilkovin. Studie mlé¢nych bilkovin skotu mohou byt vyuzitelné
jak v chovatelské praxi, tak i pro primyslové zpracovani mléka. Mlécné bilkoviny
jsou ovlivnény alelami, jejichZ frekvence se u jednotlivych plemen skotu lisi, rozdily

jsou  zjistitelné 1 mezi stddy skotu vramci  jednoho  plemene
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(Czerniawska-Piatkowska et al., 2004). Obsah proteinti je jednim z parametri

zohlednovanych pfi vypoctu PH u dojeného skotu (Kaminski, 2004).

Molekula proteinu obsahuje okolo 100-200 aminokyselin. Proteiny se
obecné skladaji z ptiblizn¢ 20 aminokyselin, v mlé¢né bilkoviné se z nich vyskytuje
18 (Bylund et al., 1995). Kravské mléko ma nizky obsah glycinu a naopak vysoky
obsah kyseliny glutamové. Aminokyseliny se déli zriiznych hledisek. Podle
schopnosti syntézy aminokyselin v organismu byly rozdéleny na nepostradatelné
- esencialni Tab. 2, postradatelné - neesencialni Tab. 3 a polo-postradatelné
- semiesencialni (Sabahelkheir et al., 2012). Aminokyseliny se skladaji
z aminoskupiny (NH>) a karboxylové skupiny (COOH), které se vazi na stejny atom
uhliku, tj. a-uhlik (Kaminski et al., 2007). Koncentrace jednotlivych frakci mléénych
bilkovin zaviseji na polymorfnich formach daného proteinu, které jsou dany
zaménou jedné nebo vice aminokyselin. Tyto malé zmény v polypeptidovém fetézci
maji vyznamny vliv na chemické sloZeni a fyzikéln¢-chemické vlastnosti mléénych
bilkovin (Czerniawska-Piatkowska et al., 2004; Heck et al., 2009). Nutri¢ni hodnota
mléénych proteind je ovlivnéna skladbou aminokyselin a mnozstvim bioaktivnich

peptidi (Huang et al., 2012).

Tab. 2 Esencialni aminokyseliny v kravském mléce (Sabahelkheir et al., 2012)

Esencialni aminokyseliny mg aminokyseliny.v 1g cel_kového mnoZstvi
aminokyselin

Lysin 20,8
Methionin 9,6
Fenylalanin 71,9
Threonin 81,7
Tryptofan -
Histidin 38,8
Asparagin -
Leucin 130,1
Isoleucin 78,8
Valin 93,7
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Tab. 3 Neesencialni aminokyseliny v kravském mléce (Sabahelkheir et al., 2012)

Neesencilni aminokyseliny mg aminokyseliny_v lg cel_kového mnozstvi
aminokyselin

Kyselina asparagova 80

Serin 49,7
Alanin 60,6
Cystein 14,3
Tyrosin 43,3
Arginin 15,7
Kyselina glutamova 186,8

MIécné proteiny kravského mléka jsou smési dvou hlavnich typt proteind, a
to kaseind, které tvoii zhruba 80 % z celkovych mléénych proteinti a syrovatkovych
bilkovin, které tvoii cca 20 % ze vSech bilkovin mléka (Velisek, 2002, Kaminski et

al., 2007). Slozeni mlé¢nych proteint uvadi Tab. 4.

Tab. 4 Slozeni proteinti kravského mléka (Velisek, 2002

Proteiny Podil v % Obsahv g dm™

Kaseiny celkem 80 25,6
as-kasein 42 13,4
[S-kasein 25 8

y-kasein 4 1,3
k-kasein 9 2,09
Proteiny syrovatky celkem 20 6,4
a-laktalbumin 4 1,3
serovy albumin 1 0,3
p-laktoglobulin 9 2,9
imunoglobuliny 2 0,6
polypeptidy 4 1,3

Mlécné bilkoviny jsou rozdéleny na dvé skupiny v zavislosti na jejich
rozpustnosti pii pH 4,6: na kaseiny a syrovatkové proteiny. Jejich rozdilné vlastnosti
ukazuje Tab. 5. Nerozpustna frakce je tvofena Ctyfmi kaseiny (osi-, Oso-,
B- a x-kasein). Rozpustnou frakci jsou syrovatkové proteiny, hlavnimi jsou
o-laktalbumin a p-laktoglobulin (Ulutas et al., 2009, Srubafova and Dvorak). Kasein
tvoti 78-82 % bilkovin v kravském mléce a jeho mnozstvi predstavuje 2,5 %
z celkového sloZeni mléka. Kasein je velmi daleZitym mléénym proteinem pro
syraisky pramysl (Czerniawska-Piatkowska et al., 2004; Azevedo et al., 2008).
Kaseinova frakce se vypocita jako soucet asi-, asz2-, B-, y- a k-kasein (Bonfatti et al.,
2010a; Schopen et al., 2011).
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Tab.5 Porovnani vybranych vlastnosti kaseinu a syrovatkovych bilkovin
(Srubatové and Dvotak)

Vlastnost Kasein Syrovatkové bilkoviny
rovnovaha mezi
Obsah hydrofobnich obsahuje prevazné hydrofobni hydrofilnimi a
a hydrofilnich oblasti oblasti hydrofobnimi zbytky
Obsah cysteinu a obsahuje malo cysteinu obsahuji cystein a cystin
cystinu
v sekundarnim uspotadani globularni struktura,
Struktura ptrevazuje nadhodna spiralovita prevazné helikalniho
struktura usporadani
Teplotni stabilita je teplotné stabilni snadnd tepelné denaturace
Vliv kyseljch stabilni za mirn¢ kyselych
podminek nestabilni za kyselych podminek podminek

3.4  Technologické zpracovani mléka

SloZzeni mléénych bilkovin v kravském mléce je dulezitym faktorem pro
technologické zpracovani mléka v mlékarenském primyslu (Huang et al., 2012).
Zlepseni koagulacnich vlastnosti mléka je dulezitym aspektem v genetice skotu, a to
predev§im z diivodu celosvétoveé se zvysujici vyroby syri (Bonfatti et al., 2010a).
Miéko s vy$Sim obsahem kaseinti podminuje vyssi vytézek syra (Schopen et al.,
2011). Mezi faktory ovliviiujici koagulaci mléka u jednotlivych dojnic patii jejich
zdravotni stav, faze laktace, vyZiva, obsah a vzajemny pomér kaseinii (asi-, os2-, - @
k-kasein) a syrovatkovych bilkovin v mléce. Koagulace je ale piedev§im urCena
genetickymi faktory (Caroli et al., 2009; Poulsen et al., 2013). Zhor$ena koagulace je
spojena s nizkou pevnosti tvarohu a delsi dobou srazeni. Skladovani mléka ovliviiuje
koagulaci mléka, proto by se pted zpracovanim nemélo uchovévat déle nez 24 hodin

(Poulsen et al., 2013).

Mléko s vySSim obsahem kaseinu je Zadouci z divodu jeho vyssi

technologické hodnoty, tj. krat$i doby srazeni (tvorba srazeniny kaseinu v procesu
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vyroby syra), VvEtSi pevnosti  srazeniny a  zvySené  vytéZznosti  syrt
(Czerniawska-Piatkowska et al., 2004). Pevnost tvarohu zavisi na sloZzeni kaseinu
(Heck et al., 2009). Mléko obsahujici malé kaseinové micely pii srazeni 1épe
zachycuje kasein ve srovnani s mlékem obsahujicim vétsi micely, ¢imz se sniZuje
ztrata kaseinu prechodem do syrovatky (Bonfatti et al., 2010a). Studium variant
mlécénych bilkovin u riznych plemen skotu by mélo vyustit v negativni selekci
jedinct, ktefi nesou alely asociované s nepiiznivymi vlastnostmi mléka pro jeho
zpracovani v syraistvi (Caroli et al., 2009). Syratské vlastnosti mléka hraji zasadni
roli pifi vyrobé syrt, zejména tvrdych a dlouho zrajicich. Tato skutecnost je dilezita
napt. v Italii, kde syraisky prumysl vyuziva asi 70 % mléka z celkové produkce.
Mléko se z hlediska vyroby syrGi hodnoti pomoci nésledujicich parametrii: doba
koagulace, schopnost srazeni mléka a pevnost tvarohu (Penasa et al., 2010). Tyto
vlastnosti jsou ovlivnény mj. zastoupenim jednotlivych frakci mlécnych bilkovin.
Kiehky tvaroh souvisi se zvySenym vyskytem ogi-kasein, ospy-kasein a dale se

snizenym obsahem k-kasein v kaseinovém komplexu (Bonfatti et al., 2011).

Jogurt je Zzadanou funkéni potravinou. Ma vysokou stravitelnost a
biologickou dostupnost proteinu, vysoky obsah energie a véapniku a vykazuje
pfiznivé ucinky na lidské zdravi: antioxidacni, antimikrobidlni a antitrombotické

(Pernaet al., 2013).

3.5  Geny kédujici mlé¢né bilkoviny

MIécné bilkoviny jsou z velké Casti (piiblizné z 90 %) slozené ze Sesti
hlavnich ~ mléénych  proteinti,  které  jsou  produkty  stejnomennych
genu: alfa-laktalbumin (a-LA), beta-laktoglobulin (B-LG), alfas;-kasein (osi-CN),
alfasp-kasein (as2-CN), beta-kasein (B-CN) a kappa-kasein (k-CN) (Heck et al.,
2009). Zbyvajicich ptiblizné 10 % tvoti bovinni sérovy albumin (BSA), gama-kasein
(y-kasein), laktoferin (LF), imunoglobuliny (lg) a dalsi proteiny, které se vyskytuji
v nizkych koncentracich (Schopen et al., 2009).

Geny mlé¢nych proteinti jsou vysoce polymorfni (Huang et al., 2012). Tyto
polymorfizmy pak zasadné ovliviiuji rozdily v koagulaci mléka (vlastnost dillezita

pro syrarenské zpracovani), relativni podil jednotlivych frakci mlécnych bilkovin a
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vytézek syra (Bonfatti et al., 2011). Polymorfizmy genti hlavnich mléénych bilkovin
byly identifikovany a charakterizovany u rtuznych plemen skotu (Gambra et al.,
2013). Mlécéné proteiny vznikaji na zakladé mnoha alelickych variant (Bonfatti et al.,
2010b). Razné alelické varianty mlécnych proteinii se od sebe navzijem lisi jen
v nékolika zdménach aminokyselin (Ci jejich absenci) v polypeptidovém fetézci
(Ulutas et al., 2009).

Geny kodujici jednotlivé kaseiny se nachédzeji na bovinnim chromozomu
6 (BTA 6) - Obr. 3 v pofadi as;-CN, f-CN, as,-CN a k-CN (Kucerova et al., 2006;
Comin et al., 2008; Heck et al., 2009). U gent kodujicich kasein byly zjistény
mutace typu inzerce, delece a substituce (Caroli et al., 2009).

250 KB

Obr. 3 Geny lezici na bovinnim chromozomu 6 (Caroli et al., 2009)

Geny kodujici dalsi mlééné proteiny jsou f-LG leZici na BTA 11 a a-LA na
BTA 5 (Caroli et al., 2004; Kaminski, 2004).

3.5.1 Gen as;-kasein (CSN1S1)

as-kasein (as-CN) tvoii 40 % z celkovych bilkovin mléka. as-CN je slozen ze
dvou nezavislych proteinii osi-kasein (os;-CN; alpha S1 casein) a asp-kasein
(as2-CN; alpha S2 casein), které jsou pfitomny V kravském mléce v poméru 4 : 1.
Oba proteiny jsou vysoce fosforylovany a jsou nutricné dulezité vzhledem k jejich
schopnosti vazat vapnik. as;-CN kravského mléka obsahuje 8 fosfatovych skupin a
ma molekularni hmotnost 23,6 kDa (Treweek et al., 2011). Studie ukazaly, ze
posttranslaéni modifikace as-CN ovliviiuje sraZzeni mléka a velikost kaseinovych
micel (Poulsen et al., 2013). Nizky obsah as;-CN negativné ovlivituje prvni fazi zrani
syrd, protoze os1-CN je substratem pro chymozin obsazeny v syfidlu. U kaseini byly

navic prokdzadny mutace v nekodujicich sekvencich, které maji vliv na expresi

20



specifickych bilkovin a sloZzeni mléka. Jednim z téchto piipadii je promotor genu pro
as1-CN (Caroli et al., 2008).

Bovinni gen as;-CN  (CSN1S1) je lokalizovan na chromozomu
6 - Obr. 4 (Miluchova et al., 2009; Trakovicka et al., 2011) a zaujima cca 17 508 bp
vV DNA. Tento gen se skladd z 19 exonl o velikosti 24-385 bp a 18 intront
o0 velikosti 90-1967 bp (Koczan et al., 1991). Gen as;-CN je funkénim kandidatnim
genem ovliviujicim produkci mléka a obsah mlé¢nych bilkovin (Prinzenberg et al.,
2003; Kucerova et al., 2006). U tohoto genu je znamo 8 genetickych variant (A, B, C,
D, E, F, G a H) (Caroli et al., 2009; Shahlla et al., 2014), které byly popsany
u riznych plemen (Jann et al., 2002). Caroli et al. (2009) nalezl jesté dalsi variantu
I. Varianty A a D jsou vzacné, ale byly zjistény u nékterych evropskych plemen
skotu (napf. u holstynsko-friského). Varianty F, G a H byly identifikovany
u plemene brown swiss (Caroli et al., 2008; Liihken et al., 2009).

K nejcastéjsim alelam patii alela B, ktera se vyskytuje s frekvenci 90-95 %,
Shalla et al., 2014). Alelu B charakterizuje mutace, vyGstujici ve zménu
aminokyselin Glu—Gly na pozici 192 a alelu C mutace vedouci k zaméné Glu—Asp
na pozici 84 (Kucerova et al., 2006; Liihken et al., 2009). Ptevaha alely B byla
zjisténa u plemene jersey, guernsey, normandského, ayrshire a holStynsko-friského

(Jann et al., 2002).

Pokud maji dojnice alelu C (¢i dokonce genotyp CC), pak vykazuji
V porovnani s jedinci s ostatnimi alelami nejvys$si produkci mléka, obsah proteinti a
ptiznivé koagulacni vlastnosti mléka (vyS$S§i pevnost srazeniny, kratsi doba
koagulace). Alela C se vyskytuje s frekvenci 0,15-0,25 u plemen jersey, guernsey a
normandského, u §védské populace holstynsko-friského plemene byla frekvence této
alely mirné nizsi - 0,145 (Lithken et al., 2009). Dojnice s genotypem BC maji
V porovnani s genotypem BB vyssi obsah mlé¢nych bilkovin a tuku (Bonfatti et al.,
2010a; Schopen et al., 2011; Poulsen et al., 2013). Vyssi vytézek syfeniny byl
asociovan s genotypem BB. Frekvence genotypu BC se pohybovala v rozmezi
18,2-20,0 % a genotypu CC 1,6 % (Trakovicka et al., 2011).

Varianta A se rozd€luje na variantu A; a A,. Varianta A; byla asociovana

s vyssi koncentraci as;-CN ve srovnani s variantou A, (Heck et al., 2009).
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Varianta G je spojena s niz§im mnozstvim o0s-CN v mléce, ale s vyssim
obsahem k-CN a s vys§i pevnosti kaseinovych micel, tj. s pfiznivou koagulaci

(Caroli et al., 2008; Liihken et al., 2009).

q12

ADH2 RMO28
DEZ1 CNCG EM4621
DES1 EM4528
DES2 295
EC-S0D |EM143
al IF EM1329
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pgs17 (D6S16 EM415 DES23

DES27

q35
|DBS3

Obr. 4 Lokalizace gena CSN1S1, CSN12, CSN2 a CSN3 na chromozomu
6 (NAGRP, 2016)

3.5.2 Gen as-kasein (CSN1S2)

asy-kasein tvofi 10 % kaseinu obsazeného v kravském mléce a je
fosforylovan na vice mistech. Hraje velmi dileZitou roli v transportu fosfore¢nanu
vapenatého. agy-CN  kravského mléka obsahuje 11 fosfatovych skupin a ma
molekularni hmotnost 25,2 kDa (Treweek et al., 2011). Protein as-CN se fadi
K peptidim s obrannou aktivitou, které podporuji antibakteridlni schopnosti
imunitniho systému. Pfipravky nebo proteolytické latky obohacené o os-CN se
mohou pouzit pro zvySeni kvality a zdravotni nezavadnosti mléénych vyrobka
(Nilsen et al., 2009; Kishore et al., 2013).

Studium SNP genu as;-CN (CSN1S2) - (Obr. 4) odhalilo velké mnozstvi
vyznamnych asociaci s produkci mléka a mléénych bilkovin (Nilsen et al., 2009).

V promotorové oblasti genu as-CN se reguluje transkripni rychlost a urcCuje
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mnozstvi transkriptu v mléce. asp-CN je v promotorové oblasti u riznych plemen
skotu charakterizovan deseti variacemi: osm v oblasti promotoru (1,15 Kb), a po
jednom v 50UTR (44 bp) a oblasti intronu-1 (73 bp). U variace na pozici 1084 (C>T)
bylo zjisténo, ze ovliviiuje vyssi obsah asy-CN v mléce. Jedinci s genotypem CT
vykazovali oproti jedincim s genotypem CC vyssi obsah proteinu as-CN a B-CN
v mléce (Kishore et al., 2013).

U tohoto genu jsou znamé 4 genetické varianty (A, B, C a D) (Caroli et al.,
2009; Shahlla et al., 2014), které maji vliv na vlastnosti mlé¢nych bilkovin (Kishore
et al.,, 2013). Substituce nukleotida ¢.68C>T vexonu 3 vede Kk substituci
aminokyselin Ser—Phe, coz rozliSuje variantu A od varianty B, ktera byla

pozorovana u pincgavského plemene (Gallinat et al., 2013).

3.5.3  Gen p#-kasein (CSN2)

B-kasein (B-CN; beta casein) tvoti az 45 % mlécného kaseinu a sklada se
z tetézce 209 aminokyselin (Miluchova et al., 2014). Bylo zjisténo, ze B-kasein ma
vliv na obsah mlééného tuku a bilkovin, a také ovlivituje pevnost syfeniny (Comin et
al., 2008). Pomér obsahu as-CN a B-CN ovliviiuje pribéh koagulace (Bonfatti et al.,
2010a). B-CN je také dulezity pro strukturu kaseinovych micel (Kucerova et al.,
2006).

Gen B-CN (CSN2) je mapovan na bovinnim chromozomu 6 (Obr. 4).
U tohoto genu je znamo 12 genetickych variant (Ai, Az, As, B, C, D, E, F, G, Hi, Hy,
I) (Caroli et al., 2009; Shahlla et al., 2014) a dale byla identifikovana 13. alela
X (Miluchova et al., 2009). Podle Kucerové et al. (2006) a Miluchové et al. (2009b)
jsou castymi alelami A, A, Az, B a C. Naopak Kaminski et al. (2007) tvrdi, ze jsou

nejcastejsi alely A; a Ay, alela B je méné¢ casta a alely Az a C jsou dokonce vzacné.

Varianty A; a A, jsou nejéastéjsi u holstynsko-friského plemene (Kaminski
et al., 2007). Varianta A; byla asociovana s vy$§im mnozstvim as;-CN, x-CN a
niz§im obsahem B-CN a as-CN oproti varianté Ay, Dojnice nesouci alelu A; vykazaly
niz§i mnozstvi mléka a obsah proteinti nez dojnice s alelou A, (Heck et al., 2009)
- viz kap. 3.8. U dojnic s genotypem A,A; byl zjistén nejvyssi obsah bilkovin a tuku.

Genotyp AjA; byl asociovan s nejvyssi produkei mléka, ale s niz§im procentickym
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obsahem mléénych bilkovin (Kucerova et al., 2006). Genotyp A,A; vyznamné
zvysuje produkci mléka, obsah tuku a bilkovin (Miluchova et al., 2009).

Alela Az je spojena s vys$s§i mléénou produkci, oproti tomu je alela
B asociovana s vyssi produkci proteinti (zejména kaseinti) a tuku (Miluchova et al.,
2009). Alela B ma vliv na zvySeni koagula¢nich vlastnosti mléka (Bonfatti et al.,
2010a). Genotypy A1A2, A1B, A2B nebo A3B byly v asociaci s vy$sim obsahem B-CN
na rozdil od genotypt A;A; a A,A; (Heck et al., 2009). Genotyp A,B dosahoval
nejnizsich PH (Kucerova et al., 2006).

3.5.4 Gen p-r-kasein (f-x-CN)

Ve studii Schopena et al. (2011) bylo identifikovano sedm haplotypti genu
beta-kappa-kaseinu (S-x-CN; CSN2-CSN3; beta kappa casein): AjA, AiB, AiE, AJA,
A.B, BB a IB.

Genotyp BB je nejvyraznéji asociovan s dobou koagulace, pevnosti tvarohu,
mnozstvim bilkovin a tuku v mléce. Tento genotyp byl zjistén u plemen
holstynsko-friské a simmental (Caroli et al., 2009; Vallas et al., 2012; Poulsen et al.,
2013). Alela B -CN je piiznivéjsi pro koagulaci mléka nez alely A; a Ap. Alely genu
B-CN asociované s produkci mléka a mlécnych bilkovin jsou méné vhodné pro
vyrobu syri (Comin et al., 2008). Genotypy A,A,AA a AjAAA mély nepfiznivé
ucinky na pevnost tvarohu a koagula¢ni vlastnosti. Genotyp BB genu x-CN zvysSuje
pevnost tvarohu a snizuje dobu koagulace, zatimco genotyp AA sniZuje pevnost

tvarohu a zvysuje dobu koagulace. Porovnani vlivu genotypti x-CN na pevnost
tvarohu u genu S-x-CN je nasledujici: BB>AB>AA (Vallas et al., 2012).

Genotyp /B f-x-CN ma ptiznivou asociaci s procentickym obsahem proteinil
v mléce, nicméné se zda, ze je tento pozitivni vliv spise efektem varianty 7 f-CN nez

varianty B k-CN (Vallas et al., 2012).
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355  Gen w-kasein (CSN3)

Kappa-kasein (k-CN; kappa casein) tvofi pfiiblizné 12 % kaseinu a je
dilezitou soucasti kravského mléka (Azevedo et al., 2008). k-CN je zna¢né odlisny
od ostatnich kaseini ve své struktuie i dalSich vlastnostech. k-CN se sklada ze 169
aminokyselin, jedna se o glykoprotein s molekulovou hmotnosti 120 kDa. x-CN je
jednim z hlavnich proteinii kaseinovych micel, kde hraje klicovou roli v jejich
stabilité¢ (Azevedo et al., 2008; Ecroyd et al., 2010). V¢tSina molekul x-CN se
nachazi na kaseinovém micelarnim povrchu. Proteolyticky enzym pouZzivany
v mlékdrenském primyslu (syfidlo chymozin) $tépi k-CN na nerozpustny para-k-CN
a rozpustné kaseinové makropeptidy (CMP; caseinomacropeptides) (Ecroyd et al.,
2010).

Gen x-CN (CSN3) je umistén na bovinnim chromozomu 6q31 (Obr. 4).
Celkova délka genu je okolo 13 kB a vétsina sekvenci kodujicich protein k-CN se
nachazi ve 4. exonu (Azevedo et al., 2008). Pfi chymozinem navozené koagulaci
ovliviiuje genotyp x-CN soudrznost syfeniny (Bonfatti et al., 2010a). Tento ptiznivy
vliv je dan substituci aminokyselin v peptidickém fetézci. Polymorfizmus x-CN ma
vztah k technologickym vlastnostem mléka: dobé koagulace, pevnosti tvarohu,
vytézku syrit (Kaminski, 2004), obsahu kaseinu a jinych mlécnych bilkovin (Comin
et al., 2008). Uspésnost technologického procesu vyroby syrii tedy vyznamné zavisi
na genotypu tohoto genu (Czerniawska-Piatkowska et al., 2004).

U tohoto genu je popsano 11 genetickych variant (A, B, C, E, F!, F2, G, G,
H, I, J) (Caroli et al., 2009). U varianty A jsou na pozicich 136 a 148 substituce
lle>Thr, oproti tomu varianta B je podminéna na téchto pozicich substituci
Asp—Ala (Azevedo et al., 2008). Tyto dvé bodové mutace maji vliv na strukturu
proteinu a jeho glykosylaci. Alely A a B byly spojeny s niz§i koncentraci x-CN
(Huang et al., 2012). Strukturni rozdil vede u A varianty K vyssi stabilit¢ a pomalejsi

hydrolyze x-CN mezi 105. a 106 aminokyselinou pfi enzymatickém sraZeni mléka

(Azevedo et al., 2008; Caroli et al., 2009).

Nejcastéjsimi genotypy jsou AA a AB (Azevedo et al., 2008; Comin et al.,
2008; Schopen et al., 2011). U dojnic s genotypem AA byl zjistén pozitivni vliv na
mnozstvi podmasli (Hristov et al., 2012). Genotyp BB zvysuje vytézek syfeniny

0 10-20 % a kvalitu syru v porovnani s genotypem AA. Bylo zjisténo, ze mléko od
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dojnic s alelou B je tepelné odoln¢jsi, ma kratsi dobu koagulace, lepsi srazeni a
vhodnou velikost micel pro vyrobu syri (Azevedo et al., 2008; Heck et al., 2009).
Vliv alely B na pevnost tvarohu je jest¢ vyssi, pokud je ve spojeni s alelou
| (Demeter et al., 2010).

Varianta E byla asociovana s niz§im mnozstvim bilkovin ve srovnani
svariantou A a s nevhodnymi koagula¢nimi vlastnostmi (Mat&jicek et al., 2008;
Heck et al., 2009).

3.5.6  Gen a-laktalbumin (LALBA)

Syrovatkové proteiny tvofi ptiblizné 20 % z celkové mlécné bilkoviny a
obsahuji dva hlavni proteiny: a-laktaloumin (a-LA; LALBA,; laktaloumin aplha) a
B-laktoglobulin (B-LG; lactoglobulin beta) (Miluchova et al., 2014). Syrovatkové
proteiny se dale skladaji z imunoglobint (IgG), glykomakropeptidi (GMP),
bovinniho sérového albuminu (BSA) a menSich protein, jako je napftiklad
laktoperoxiddza, lysozym a laktoferin (LF) (Kaminski et al., 2007). Niz§i obsah
syrovatkovych proteinli poukazuje na vyssi obsah kaseinti (Braunschweig and Leeb,
2006).

Syrovatkova bilkovina a-LA je jednou ze dvou hlavnich syrovétkovych
bilkovin (Caroli et al., 2009). Syntéza laktdzy je zajiSténa vysokou koncentraci a-LA
(Schopen et al., 2011). Laktoza fidi osmolaritu mléka, a proto mize mit a-LA vliv na
produkci mléka a na obsah dalSich mléénych bilkovin (Riley et al., 2008). a-LA je
monomerni, globularni proteinova podjednotka o molekulové hmotnosti cca 14 kDa
a obsahuje ve své molekule ctyfi disulfidové vazby. Diky témto vazbam je
molekularni struktura a-LA stabilngjsi béhem zahtivani nez struktura B-LG. Zahtati

je dulezitym procesem pii vyrobé vétsSiny mlécnych vyrobki (Bu et al., 2009).

Gen a-LA (LALBA) koduje protein a-LA a lezi na bovinnim chromozomu
5 - Obr. 5. U tohoto genu jsou popsany 3 varianty: A, B a C. Alely A a B ovliviuji
vys§i obsah mlécnych proteinli a tuku v mléce. U €inské populace holstynského
plemene byly zjistény frekvence genotypu AB = 0,14 a BB = 0,86. Alela A se
vyskytovala s frekvenci 0,07 a alela B s frekvenci 0,93. U africkych a asijskych
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plemen ve srovnani s plemeny evropskymi byla pozorovéana vyssi frekvence alely
B (Caroli et al., 2009; Shahlla et al., 2014).
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Obr.5 Lokalizace geni LALBA a IGF-1 na chromozomu 5 (NAGRP, 2016)

3.5.7  Gen g-laktoglobulin (LGB)

Protein B-LG tvoii 56-60 % z celkovych syrovatkovych proteind. B-LG je
monomerni, globuldrni proteinova podjednotka o molekulové hmotnosti cca 18 kDa

a ma dva disulfidové mistky Cys66-Cys160 a Cys106-Cys119 (Bu et al., 2009).

Gen f-LG (LGB) kodujici protein B-LG ma velikost 4 kb (Obr. 7) - (Hristov
et al., 2012). Protein B-LG se sklada ze 162 aminokyselinovych zbytkd (Lukac et al.,
2013). Polymorfni oblasti genu f-LG se nachazeji mezi 4. exonem a 4. intronem
(Hristov et al., 2012). Genotypy p-LG maji vliv na koncentraci proteinu [-LG
v mléce (Heck et al., 2009).

U tohoto genu se popisuje 11 variant (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J a W)
(Caroli et al., 2009; Shahlla et al., 2014). Alela A kéduje aminokyseliny Asp a Val na
pozicich 64 a 118 (Kucerova et al., 2006; Lukac et al., 2013) a je spojovana s vyssi

relativni koncentraci B-LG a tim s niz8§i relativni koncentraci vSech ostatnich
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mlécnych bilkovin (a-LA, as-CN, k-CN a B-CN). Byl zjistén vliv alely A genu f-LG
a alely B genu x-CN na koncentraci proteinti f-LG, k-CN a dale na celkovy obsah
kaseinu v mléce (Heck et al., 2009; Huang et al., 2012). Alela A pfiznivé ovlivituje
koagula¢ni vlastnosti mléka. Dojnice s genotypem AA vykazuji vy$si produkci mléka

a vyssi obsah proteint v mléce (Bonfatti et al., 2010a).

Pro zjistovani genotypu LGB se vyuziva metoda PCR-RFLP.
Obr. 6 ukazuje elektroforeogram s genotypy AA, AB a BB. Velikost PCR produktu je
252 bp. Genotyp AA je charakterizovan dvéma fragmenty 144 a 108 bp, genotyp BB
predstavuji tfi fragmenty: 108, 74 a 70 bp, a genotyp AB ¢tyfi fragmenty: 144, 108,
74 a 70 bp (Hristov et al., 2012).

1 2 3 - S L3

[t - 8

=e=3 -1 P
= N

Obr. 6 Elektroforetické vyhodnoceni genotypti LGB (Hristov et al., 2012)

1,2,4 - AA genotyp, 5,6 - BB genotyp, 3 - AB genotyp

Alela B koduje aminokyseliny Gly na pozici 64 a Ala na pozici 118
(Kucerova et al., 2006; Lukac et al., 2013). Alela B je asociovana s niz§im podilem
B-LG v mlécnych proteinech (Huang et al., 2012) a se zvySenou srazlivosti syfeniny
(Bonfatti et al., 2010a). Genotyp BB byl asociovan se zvySenym obsahem tuku
(Bonfatti et al., 2010b), proteint a kaseinti (Lukac¢ et al., 2013).

U zkoumaného souboru, kde byla zastoupena plemena jersey a
holstynsko-frisky skot, byla zjisténa frekvence genotypi AA = 0,23; AB = 0,58 a
BB = 0,19 (Luka¢ et al., 2013). Porovnani vlivu genotypu na rtzné vlastnosti je
nasledujici: produkce mléka a vytéznost podmasli BB>AB>AA; obsah tuku
BB>AA>AB; obsah bilkovin AA>BB>AB (Hristov et al., 2012).
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Obr. 7 Lokalizace genu LGB na chromozomu 11 (NAGR, 2016)

3.6  Geny souvisejici se syntézou mlécného tuku

3.6.1 Gen pro acylCoA:diacyglycerol acyltransferazu (DGAT1)

Acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferaza 1 (DGATI; diacylglycerol
O-acyltransferase 1) je kliovy enzym pii syntéze mastnych kyselin v poslednim
kroku syntézy triacylglycerolti probihajici v mlécné zlaze (Fiirbass et al., 2006;
Sanders et al., 2006). Mlé¢ny tuk se sklada priblizné z 98 % triglyceridii a enzymu
DGATL1 (Juhlin et al., 2012).

Gen DGAT1 byl mapovan v centromerické oblasti BTA14 - Obr. 8 (Fiirbass
et al., 2006; Duchemin et al., 2013), ma velikost 14 117 bp a obsahuje 16 intront a
17 exonti. DGAT1 je pfitomen ve vSech typech bunék, ale je vysoce exprimovan
Vv téch tkanich a organech, kde probiha syntéza triglycerid nejaktivnéji, tj. v tukové
tkani, jatrech, kosternim svalstvu a tenkém stfevé (Juhlin et al., 2012).
Polymorfizmus DGAT1 vyznamné ovliviiuje celkovy obsah mlééného tuku a

lipidovych slozek v polarnich tucich (Argov-Argaman et al., 2013).
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U genu DGAT1 byla zjiStetna mutace K232A se dvéma alelickymi
variantami: K a A. Substituce lyzinu (K) za alanin (A) se tedy nachazi na pozici 232.
Alela K je spjata se zvySenou produkci mléka, proteint a se zvySenym obsahem tuku
v mléce oproti alele A. Dale bylo zjisténo, ze je alela K asociovana s vy$§im podilem
nenasycenych mastnych kyselin, napt. kyseliny myristové, palmitové a stearové

(Fiirbass et al., 2006; Juhlin et al., 2012; Argov-Argaman et al., 2013).

Ke zkoumani genu DGAT1 byl pouzit LRH test (longrange haplotype test) a
byly nalezeny haplotypy, z nichz nékteré se vyuzivaji v selekci pro zvySeni produkce
mlécného tuku (Grisart et al., 2004). Haplotypy DGAT1 1-232K, 2-232K, 4-232K a
5-232K vzhledem k jejich extrémné nizké frekvenci nemohly byt vyuzity pii Selekci.
Dalsi haplotypy DGATL jsou 3-232K, 1-232A, 2-232A, 3-232A, 4-232A a 5-232A.
Haplotyp 5-232K vykazoval vyznamny vliv na zvySeni obsahu mlééného tuku a
bilkovin. Oproti tomu paternalné dédény haplotyp 3-232K vyznamné zvySuje
dojivost a produkci proteinti a snizuje obsah mlééného tuku. Paternaln¢ dédény
haplotyp 1-232A vyrazné snizuje dojivost a zvySuje obsah mlécného tuku (Kuehn et
al., 2007).

Chromosome 14 - AC_000171.1

[1770053 [ 1544585

THEH2449 SCRT1 H:F1 ECH
DIGAT] — BOF1

Obr. 8 Lokalizace genu DGAT1 na chromozomu 14 (NCBI, 2015)

3.6.2  Gen pro stearoyl-koenzym A desaturazu (SCD)

Stearoyl-CoA desaturaza (SCD; stearoyl-CoA desaturase) je multifunkéni
komplexni enzym dilezity v bunécné biosyntéze mastnych kyselin (FA; fatty acids)
(Alim et al., 2012). Enzym SCD je dulezity pii chemické pfeméné nasycenych
mastnych kyselin na nenasycené mastné kyseliny, které jsou syntetizovany bud’ de
novo nebo vyuzity z krmné davky (Oh et al., 2013). Tento enzym také udrzuje
tekutost bunécnych membran i mlécného tuku. Tekutost mastnych kyselin je
primarné urcena délkou fetézce, a proto je profil mastnych kyselin dilezity pro

syntézu mlééného tuku (Jacobs et al., 2013). SCD je hlavni faktor pro preménu
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kyseliny stearové (C18:0) a kyseliny palmitové (C16:0) na kyselinu olejovou (cis
C18:1) (Yokota et al., 2012; Kaplanova et al., 2013; Oh et al 2013).

Bovinni SCD (bSCD) byl lokalizovan na bovinnim chromozomu 26q21
(Obr. 9). SCD ma velikost ptiblizn¢ 17 kb, sklada se ze 6 exont a 5 intront a byl

navrzen jako kandidatni gen ovlivilyjici profil mastnych kyselin v mléce (Alim et al.,
2012).

Sekven¢ni analyza identifikovala pét SNP v genu SCD: ve 3. intronu
g.6926A->G, ve 4. intronu g.8646 G—>A, v 5. exonu g.10153A->G, ¢.10213T->C a
0.10329C->T (Alim et al., 2012). Substituce aminokyselin Val->Ala méla vliv na
obsah kyseliny myristoolejové (C14:1) u japonskych plemen skotu. Tato substituce
je asociovana s niz8§im obsahem nasycenych mastnych kyselin (SFA; saturated fatty
acids), napt. kyseliny myristové (C14:0) a kyseliny stearové (C18:0) a s vySSim
obsahem mononenasycenych kyselin (MUFA; mono unsaturated fatty acids), napf.

kyseliny myristoolejové (C14:1) a kyseliny olejové (C18:1) (Ishii et al., 2013).

U dojnic s genotypem AG (g.6926A->G) genu SCD byla prokazana vyssi
dojivost (0 354 kg vice mléka za laktaci), vyssi obsah tuku (o 12 kg vice) a proteinu
(o 7 kg vice) v porovnani s jedinci o genotypu GG. Genotyp AG (g.8646A->G a
g.10153A->G) se poji s vyssi produkei mléka, tuku a proteinu oproti genotyptim AA
a GG (Alim et al., 2012).

U genotypt CT (9.10213T->C a g.10329C->T) byla nejvyssi produkce
CC. Daojnice s genotypem CC (9.10329C->T) mély vyssi produkci mléka (o 2
kg/den) a proteinu v mléce (cca o 0,07 kg/den) v porovnani s genotypem TT.
Genotyp TT u plemene jersey vykazoval vyssi hodnoty mononenasycenych kyselin
(0 9,3 %), obsah C14:1 (37,9 %) a C18:1 (0 11,7 %) ve srovnani s genotypem CC
(Alim et al., 2012). V porovnani s homozygotnimi genotypy byly heterozygotni

lokusy asociovany s vyssi dojivosti, obsahem tuku a bilkovin (Oh et al., 2013).
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Obr. 9 Lokalizace genu SCD na chromozomu 26 (NCBI, 2015)

3.7 Geny zahrnuté v hormonalni signalizaci produkce mléka

3.7.1  Gen pro rastovy hormon (GH)

Ristovy hormon (GH; growth hormon) ma vliv na rist, vyvoj, laktaci,
reprodukci, metabolismus a imunitu (Lee et al., 2013; Tian et al., 2014). Podporuje
rust kosti a usnadiiuje vélenéni aminokyselin v pritbéhu syntézy proteinu. Vyznamna
role GH béhem laktace se doklada zvysenim dojivosti u dojnic o 10-15 % (Hradecka
et al., 2008). Bovinni GH (bGH) je syntetizovan somatotropnimi bunkami pfedniho
laloku hypofyzy (Arango et al., 2014) a jedna se o peptid o molekulové hmotnosti
22 kDa (Zhou et al., 2005).

Gen bGH se nachazi na q22 bovinniho chromozomu 19 - Obr. 10 a obsahuje
5 exont kodujicich 217 aminokyselin (Lee et al., 2013). Mezi znamé polymorfizmy
patii GH; a GHz. Uvnitt genu byly nalezeny SNP podminéné substitucemi 679 C->T
v exonu 1, 1692 T->C v intronu 3 a 2141 C->G, 2258 C->T, 2277 C->T a 2291
A-C v exonu 5. Substituce 2291 A->C vyznamné podporuje produkci mléka, obsah
tuku a proteinu u holstynsko-friského skotu (Lee et al., 2013). U SNP v 5. exonu
genu GH byla zjisténa dalsi substituce aminokyselin, a to Thr (ACG)—>Met (ATG)
v kodonu 172. Kromé ptedchozich existuji jesté dalsi 3 haplotypy v kodonech 127 a
172: haplotyp A (Leu-Thr), B (Val-Thr) a C (Val-Met), které tvoii 6 genotypt tj. AA,
AB, AC, BB, BC a CC. Jedinci s genotypem AC, BC a CC m¢li vyznamné vyssi
plazmatickou koncentraci rdstového hormonu nez ti S ostatnimi tfemi genotypy

(Ardiyanti et al., 2012).

Nejznaméjsi je polymorfizmus GH1, substituce Leu (CTG)->Val (GTG) na
pozici 127 v 5. exonu (Lee et al., 2013; Arango et al., 2014). Studie GH1 genu
u holstynského skotu prokézala, ze alela GH1" ma vyssi frekvenci nez alela GH1".
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Genotyp GH1"" vede k vyssi produkci mléka ve srovnani s genotypem GH1", ktery

je asociovan s vy$$im mnozstvim bilkovin a tuku (Hradecka et al., 2008).
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Obr. 10 Lokalizace genu GH na chromozomu 19 (NAGRP, 2016)

3.7.2 Gen pro receptor pro ristovy hormon (GHR)

Receptor pro rastovy hormon (GHR; growth factor receptor) je dalezity pro
identifikaci genetickych markert (Deepika and Salar, 2013). Bovinni GHR byl
zmapovan na proximalnim dlouhém rameni chromozomu 20 v oblasti 20q7.1
(Obr. 11) a sklada se z 10 exoni a 9 intronu (Garrett et al.,, 2008). GHR je
jednofetézcovy polypeptid slozeny ze 634 aminokyselin (Mehmannavaz and
Ghorbani, 2012).

Byly popsany dvé substituce v GHR s riznym vlivem dle plemene. Prvni
substituce T->A se nachazi vexonu 8 - Phe->Tyr (F279Y) a ovliviiuje produkci
mléka, tuku a bilkovin u ayshirského plemene. Druha substituce Asn—>Thr (N528T)
se nachdzi vexonu 10 a vykazovala vliv na dojivost, mnozstvi tuku a bilkovin
v mléce u madarské populace holstynsko-friského plemene (Viitala et al., 2006;
Mehmannavaz and Ghorbani, 2012). Dale genotyp AA je asociovan s nizsi produkci
mléka, tuku a dale se zvySenim obsahu bilkovin, zatimco genotyp GG ma vliv na
vytézek mlééného tuku. Frekvence alely A se pohybovala u plemen aberden-angus a
holstynsko-frisky v rozmezi 0,915-1,00 a prevladala nad alelou G s frekvenci
0.00-0,085 (Hradecka et al., 2008, Deepika and Salar, 2013).
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Obr. 11 Lokalizace genu GHR na chromozomu 20 (NAGRP, 2016)

3.7.3  Gen pro inzulinu podobny ristovy faktor 1 (IGF-1)

Protein inzulinu podobny rustovy faktor 1 (IGF-1; insulin-like growth factor
1) je syntetizovan a také vylucovan jatry a dal§imi tkanémi. Gen pro IGF-1 byl
zmapovan na bovinnim chromozomu 5 (Obr. 5) - (Luna-Nevarez et al., 2011). GH a
cirkulujici IGF-1 jsou hlavni regulatory postnatalniho ristu a metabolismu (Mullen
et al.,, 2011). GH stimuluje uvolnéni IGF-1 z jater a je rozhodujici pro vyuziti a
distribuci zZivin. IGF-1 hraje dalezitou roli v ristu mlééné Zlazy a regulaci né€kolika
bunéénych procest, vcetné stimulace syntézy proteinli v epitelidlnich bunkach
mlécné zlazy. Plazmaticka hladina IGF-1 koreluje s koncentraci mlééného tuku a
s produkci mléka v pribéhu celé laktace a v pozdni laktaci. Hladina cirkulujiciho
IGF-1 byla asociovana se zvySenou dojivosti. Je zndmo, ze vyZiva, vcetné
energetickych slozek a obsahu bilkovin ovliviiuje plazmatickou koncentraci IGF-1
(Grochowska et al., 2001).

Gen IGF-1 je geneticky marker pro zlepSeni plodnosti a produkce mléka
u skotu (Grochowska et al., 2001). Mlé¢nou produkci ovliviuje alela G u varianty
genu IGF1i3, ktera asociovala u holstynsko-friského plemene se zvysenou dojivosti

v prvni laktaci (o 398+173,0 kg za laktaci) a na druhé laktaci se zvySenou produkci
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tuku (nartust o 751,3+262,0 kg). Tato alela také zvySovala produkci mlé¢nych
bilkovin v prvni (18,8+6,8 kg) a druhé laktaci (21,3+10,2 kg) (Mullen et al., 2011).

3.7.4  Gen prolaktin (PRL)

Bovinni prolaktin (PRL; bPRL; prolactin) je polypeptidovy hormon, ktery je
syntetizovan a vyluovan v mlécné zlaze, ve zlaze predniho laloku hypofyzy, ale
také fadou jinych bunék a tkani (Mehmannavaz and Ghorbani, 2012; Dong et al.,
2013) prostiednictvim JAK/STAT signalni drahy (The Janus kinase/signal
transducers and activators of transcription signaling pathway) (Li et al., 2010).
V mlécné Zlaze je hormon PRL primarné zodpovédny za produkci mlécnych
bilkovin, tuku a laktézy (Viitala et al., 2006). Molekula PRL je uspofddana v jednom
fetézci aminokyselin se 3 intramolekularnimi disulfidovymi vazbami mezi 6 zbytky
cysteinu. bPRL se sklada ze 199 aminokyselin o molekulové hmotnosti ~ 23 kDa

(Dong et al., 2013).

bPRL je lokalizovan na bovinnim chromozomu 23 v poloze 23g21
Obr. 12. Tento gen ma velikost 10 kb a je sloZzen z 5 exont (1:855-936 nt,
2:3661-3842 nt, 3:6186-6293 nt, 4:8.321-8.500 nt a 5:9129-9388) a 4 intrond.
Asocia¢ni analyza G->T SNP v pozici -485 promotoru genu PRL prokazala
vyznamnou  spojitost s produkci mléka a obsahem tuku i proteinu
u holstynsko-friského plemene (Mehmannavaz and Ghorbani, 2012; Dong et al.,
2013).

PCR-RFLP technikou lze identifikovat dvé alely A a B. Tento
polymorfizmus je ve vazbé s produkci mléka a obsahem proteini. Genotyp BB je
spojovan s procentickym obsahem proteini a genotyp AA ovliviluje mlécnou

produkci (Rincon et al., 2013).

U PRL byly lokalizovany 4 SNP v promotoru, 1 v intronu a 4 v exonu, tj.
mutace v tomto pofadi napozici A->G-1043 (SNP-1043A-G), A->G-402
(SNP-402A>G), T->C+2723 (SNP+2723T->C) a transverze A->G+8398
(SNP+8398G—>A). Haplotyp AG nesouci alely A a G na pozicich -1043 A->G a -402
A-G Dbyl vyznamné asociovan se zvySenou produkci mléka a haplotyp AA byl

asociovan se zvySenym obsahem tuku v mléce (Lii et al., 2010).
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mutace v kodonu 103 SNP A->G, ktera se vaze k mléénym znakiim u plemen
mlééného skotu. Genotyp GG u populace holstynsko-friského ma vyznamny vliv na
zvySeni produkce mléka s vys§im obsahem tuku nez genotyp AA. Lokus 7545
s genotypem AA je asociovan s vys$i dojivosti (8457+938 kg) v porovnani
s genotypy GA (75371278 kg) a GG (77571174 kg) (Dong et al., 2013).

Studie provedenda v Rusku u stdda cCervenostrakatého skotu vykazala
pozitivni vliv u genotypu AA na produkci mléka. U populace plemen montbeliarde a
holstynsko-friské nebyl vliv na produkci mléka zjistén, nejvyssi produkce mléka

dosahovaly dojnice s genotypem AG (Dong et al., 2013).

23 23 3 23
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Obr. 12 Lokalizace genu PRL na chromozomu 23 (NAGRP, 2016)

3.7.5 Gen pro signalni protein STAT5A a STAT5B (STAT5A a STATSB)

Signalni transduktory a aktivatory transkripce (STAT; signal transducer and
activator of transcription) jsou skupina transkrip¢nich faktord zahrnujicich STAT]I,
2, 3, 4, 5A, 5B a 6. Proteiny STAT5 jsou dulezité pro rist a diferenciaci bunék,
protoze zprostiedkovavaji aktivitu genit GH a PRL (Zukiewicz et al., 2012).

STATS5 byl puvodné objeven jako PRL indukujici transkripéni faktor a
nazyvan jako faktor mlé¢né zlazy (Bao et al., 2010; Selvaggiho et al., 2013). STAT5
existuje ve dvou blizce pfibuznych formach A a B, z nichz je kazda kddovana dvéma
samostatnymi geny (Bao et al., 2010). Geny kodujici STATSA a STATSB jsou

odvozeny z jednoho puvodniho genu a jsou vysoce homologni - z90 % maji
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identickou kodujici sekvenci. Ob¢ izoformy vznikajici na podkladé téchto gent se
lisi nekolika aminokyselinami v karboxylovém konci molekuly proteinu. U skotu
byly geny STAT5A a STAT5B objeveny na bovinnim chromozomu 19q17 a obsahuji
4 domény o celkové délce 44,39 kb (Cosier et al., 2010). Geny kodujici STATSA a
STATS5B jsou kandidatni geny pro kvantitativni znaky u skotu (Selvaggi et al.,
2009), proto mohou byt pouzity v genetickych Slechtitelskych programech

zaméfenych na zlep$eni mlééné produkce (Zukiewicz et al., 2012).

Gen STATS5A byl lokalizovan na bovinnim chromozomu 19
(Obr. 13) - (Selvaggi et al., 2009). Sklada se z devatenacti exoni kodujicich 794
aminokyselin (Bao et al., 2010; Selvaggi et al., 2013). Substituce G—C SNP12195
na 8. exonu a SNP14217 na 9. intronu ovliviluje mnozstvi mlééného proteinu a
procentického obsahu tuku u holstynsko-friského plemene (Oikonomou et al., 2011;
Selvaggi et al., 2013). U substituce SNP12195 byl genotyp GG asociovan s poklesem
procentického obsahu mlééného proteinu a tuku (Khatib et al., 2008; Cosier et al.,
2010).

Na tomto genu byly nalezeny dvé tranzice: A9501G na lokusu Py, tranzice
C12735T na lokusu Py, ktera zpusobila substituci aminokyselin Thr—Ile. U lokusu
P1 vykazuje GG genotyp vyssi dojivost (+945 kg) na prvni laktaci v porovnani
s genotypem AA. Genotypy AA a AG asociuji s vys§im obsahem bilkovin ve
srovnani s genotypem GG. U lokusu P, bylo zjisténo, ze genotyp CT zvySuje
procenticky obsah bilkovin v mléce oproti genotypu CC (Selvaggi et al., 2009; Bao
et al., 2010; Carsai and Vlaic, 2013).

U riznych plemen (simmental, aberdeen angus, hereford, jersey, limousine,
charolais a jersey) byla zjisténa vyznamna pievaha alely T (0,805-0,909) nad alelou
C (0,091-0,195) (Selvaggi et al., 2009). Ve studii jerseyského skotu byly
zaznamenany nasledujici rozdily mezi genotypy TT a TC: pro produkci mléka
(5888,20 vs. 5896,74 kg), produkci tuku (261,81 vs. 242,54 Kkg), obsah tuku (4,55 vs.
4,14 %), obsah proteint (3,77 vs. 3,79 %) a produkci proteint (219,45 vs. 223,17 kg).
U genotypu TC byla vyssi denni produkce mléka a celkovy obsah suSiny (bilkovina a
laktoza) ve srovnani s genotypem TT (Selvaggi et al., 2013). U plemene brown swiss
produkovaly dojnice s genotypem CT méné mléka nez dojnice s genotypem CC
(5149,54 kg vs. 5418,68 kg), u tohoto genotypu byl vyrazné bohatsi obsah proteini
(+0,19 %) (Selvaggi et al., 2009). Dale byl nalezen polymorfizmus T12743C na 16.
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exonu u polské populace friského plemene. U tohoto polymorfizmu vykazoval
genotyp TC v porovnani s genotypem TT vyss$i produkci mléka, obsah suSiny,
bilkovin a laktézy. U italské populace holstynsko-friského plemene byl genotyp CT

asociovan s vy$§im obsahem proteint v mléce (Carsai and Vlaic, 2013).

Mezi polymorfizmem SNP12195 u genu STAT5A a polymorfizmem
SNP11646 u genu FGF2 (Fibroblastovy rastovy faktor 2, fibroblast growth factor 2)
viz kap. 3.7.6) byla zjisténa korelace s produkci mléka. Polymorfizmus SNP12195
genu STATS5A lze vyuzit pro genetické zlepSeni produkce mléka u dojnic
(Oikonomou et al., 2011).

Chromosome 19 - AC_000176.1

[ 42945525 e [ 43162165
GHOC STHT 5 PTRF
STATSE STATS

Obr. 13 Lokalizace genu STAT5A a STAT5B na chromozomu 19 (NCBI, 2015)

3.7.6  Gen pro fibroblastovy rustovy faktor 2 (FGF2)

Gen pro fibroblastovy rustovy faktor 2 (FGF2; fibroblast growth factor 2) se
nachazi v distalni ¢asti chromozomu 6 (Wang et al., 2008). Primarnim mistem
produkce FGF2 u skotu je délozni epitel (Obr. 14) - (Cooke et al., 2009). Exprese
FGF2 u skotu probiha v mlééné zlaze a mohl by byt dilezity pro rozvoj a
reorganizaci mlécné zlazy. Asociace mezi polymorfizmem genu FGF2 a produkci

mléka byla zkoumana u populace holstynt v Izraeli (Wang et al., 2008).

Pti vyzkumu byl zjistén pouze jeden SNP 1/G v poloze 11646 na intronu 1.
Byly stanoveny genotypy AA, AG a GG. Frekvence alel byla: A = 0,35 a G = 0,65.
Genotypové frekvence byly AA = 0,13, AG = 0,45 a GG = 0,42. Produkce tuku byla
(26,14 kg). Genotyp GG byl spojen se zvySenym obsahem mlééného tuku (Wang et
al., 2008). Podle Oikonomou et al. (2011) nemél polymorfizmus FGF2 vyznamny

vliv na produkci mléka.
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Chromosome 17 - AC_000174.1
[ 34517733 ¢ [ 35351625 ¢

ZPHTRS FGF2 sp— BEZ12
Lociolansiss CETH4

HUDT&

Obr. 14 Lokalizace genu FGF2 na chromozomu 17 (NCBI, 2015)

3.7.7  Gen pro transkrip¢ni faktor hypofyzy (POU1F1)

Bovinni transkrip¢ni faktor hypofyzy 1 (PIT-1; pituitary transcription factor
1) je ¢lenem domény POU (The Pituitary-specific PIT-1) obsahujici proteiny a
skupinu transkripénich regulatorti, které maji rozhodujici ulohu v diferenciaci a
proliferaci bunék. Inhibice syntézy PIT-1 vede Kk vyraznému snizeni exprese genl
PRL, GH a TRH (tyreotropin uvolfiujici hormon; thyrotropin releasing hormone)
Vv proliferaci somatotropnich a laktotropnich bunéénych linii, které je produkuji

(Carrijo et al., 2008; Misrianti et al., 2010; Selvaggi and Dario, 2011).

Gen PIT-1 ma oficialni nazev POULF1 (pituitary specific positive
transcription factor 1) (Selvaggi and Dario, 2011). Tento gen je zapojen do ristu a
vyvoje u savct (Carrijo et al., 2008). Kodujici gen PIT-1 je vyznamny geneticky
marker pro hodnoceni a zlepSeni produk¢nich vlastnosti mléka u skotu (Doosti et al.,
2011; Carsai et al., 2012; Trakovicka et al., 2014) a dale ma vliv na technologické
vlastnosti mléka (Selvaggi and Dario, 2011).

Bovinni PIT-1 byl mapovan na bovinnim chromozomu 1 v centromerické
oblasti 1g921-g22 (Obr. 15). 6. exon koduje polypeptidovy fetézec o 291
aminokyselinach (~33 kD) (Selvaggi and Dario, 2011; Ozdemir et al., 2012).

U americké populace holStynsko-friského plemene byla nalezena substituce
Pro76His nachazejici se na 3. exonu, ktera byla asociovana s mlétnou produkci
(Carsai et al. 2012). Alela A je u plemene holstynsko-friského spojovana s vyssi
dojivosti, obsahem tuku a bilkovin oproti alele B. U tohoto genu je zadanym
genotypem AB, dojnice s timto genotypem produkuji vice mléka nez dojnice
s genotypem BB (Javanmard et al., 2010; Misrianti et al., 2010; Doosti et al., 2011,
Heidari et al., 2012; Trakovicka et al., 2014). Frekvence genotypt u genu PIT-1 byly
u sledované populace holstynskeho skotu nasledujici: AA = 4 %, AB = 31 % a
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BB = 65 % (Ozdemir et al., 2012). Naproti tomu u populace plemene brown swiss

nebyl pozorovan vliv PIT-1 polymorfizmu na dojivost ani na slozeni mléka (Heidari

etal., 2012; Trakovicka et al., 2014).
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Obr. 15 Lokalizace genu POU1F1 na chromozomu 1 (NAGRP, 2016)

3.8 Al a A2 mléko a jeho vliv na lidské zdravi

Gen CSN2 je lokalizovan na 6. chromozomu a ma délku 8,5 kb. Dvé jeho
varianty Al a A2 ovliviuji lidské zdravi, proto se mléko oznacuje jako Al a A2
(Srubatova and Dvorak). Alely A; a A; se lisi v koédované aminokyseling na 67.
pozici: A; koduje His a A; kdduje Pro (Obr. 16) - (Kucerova et al., 2006; Kaminski et
al., 2007). Vyzkumy z Nového Zélandu naznacuji, Zze je A2 mléko pFiznivéjsi pro
zdravi ¢lovéka nez mléko Al (Kaminski et al., 2007). Al varianta je rizikovym
faktorem diabetes mellitus typu 1 (DM-1) u déti, ovliviiuje vznik neurologickych,
mentalnich a koronarnich onemocnéni. Oproti tomu A2 varianta redukuje hladinu
cholesterolu v krevnim séru, snizuje koncentraci nizkodenzitnich lipoproteinti (LDL;

low density lipoprotein) a je vhodna jako prevence rtiznych cévnich onemocnéni
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(Srubafova and Dvordk, 2007; Sodhi et al., 2012). Studie vykazujici asociaci mezi
pfijmem Al mléka s vyskytem DM-1 u déti mladSich 15 let byly provedeny
V nasledujicich zemich: Australie, Kanada, Dansko, Finsko, Némecko, Island, Novy
Zéland, Norsko, Svédsko a USA-San Diego (Kaminski et al., 2007). P¥i pokusech na
mysich, které probihaly 250 dni, bylo zjisténo, ze pti krmeni dietou obsahujici mléko
od dojnic salelou Al se téméf u poloviny jedinct projevil diabetes mellitus, oproti
tomu u mys$i sdietou obsahujici mléko od krav salelou A2 se onemocnéni

neprojevilo (Sharma et al., 2012).

Vyskyt variant Al a A2 se li$i v ramci plemene, holstynsko-friské plemeno
ma piiblizné stejné zastoupeni alel Al a A2, plemeno jersey nese ze 35 % alelu Al,
guernsey z 10 % alelu Al a u skotské populace ayrshirského plemene se tato alela
vyskytuje s frekvenci vice nez 50 % (Sharma et al., 2012). U dojenych plemen
severoevropského pivodu (holstynsko-frisky, ayrshire a shorthorn) je alela Al
povazovana za hlavni variantu genu CSN2 v mléce. Varianta A2 se naopak nachazi
Castéji v mléce plemen guernsey, jersey, charolais a limousine (Truswell et al.,
2005).

V roce 2000 byla zfizena spole¢nost A2 Corporation s.r.0. se sidlem
na Novém Zélandu a s mezinarodnimi investory Sjasnym cilem vytvofit mléko
prospésné lidskému zdravi. Technologie patentovana v roce 1989 byla zaméfena
na produkci dojnic, jejichz mléko by obsahovalo pouze variantu A2, a dale na
distribuci tohoto mléka jako jedine¢ného produktu (Truswell et al., 2005; Kaminski
et al., 2007; Sharma et al., 2012). Od roku 2003 bylo mléko A2 prodavano na Novém
Zélandu a v Australii. Marketingova kampan se také rozjela v Asii i v USA
(Kaminski et al., 2007) a vyjednava se kontrakt s Evropou (Srubafova and Dvoiak,
2007).
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Obr. 16 Rozdil v kédované aminokyselin€é na pozici 67 u alel Al a A2 p-CN
(MDPI-Open Access Publishing, 2016)

3.9 Zavér

V poslednich letech se do popiedi dostava studium genetickych markerd a
moznosti jejich uplatnéni v selekci a Slechténi. To vSe se uskuteciiuje s vyuzitim
molekularné-genetickych metod, jejichZz pfedmétem z4jmu je mj. mapovani genomu
a studium polymorfizmu na Girovni DNA (Srubafovéa and Dvoiak). Pro lepsi orientaci
genetické markery pro mlécnou produkci. U skotu je asociovano 344 QTL se znaky
mlééné produkce (Ogorevc et al., 2009).

Mapovani QTL neni dulezité pouze z hlediska zajmu identifikovat geny a
pochopit podstatu QTL, ale také pro praktické vyuziti téchto znalosti ve Slechténi.
Velmi vyznamna studie, ktera odstartovala dal$i vyzkumy mlé¢nych bilkovin, byla
detekce alel A a B genu S-LG u skotu, které pisobi ptiznivé na koagulaci mléka a
srazlivost syfeniny. Tim zacal zajem o genetické polymorfizmy hlavnich mlé¢nych
bilkovin. Dalsim genem ovliviiujicim obsah a kvalitu mlé¢né bilkoviny je k-CN,
u kterého genotyp BB vyrazné zvysuje syfitelnost. Geny f-CN a as-CN ovliviuji
prabéh koagulace. Byly detekovany polymorfizmy u genti v§ech hlavnich mlé¢nych
bilkovin zlepSujici nutriéni hodnotu mléka a jeho technologickou kvalitu. Tyto
informace lze vyuzit pro genetickou selekci.

DalSimi dilezitymi geny pro zlepSeni jakostnich parametri mléka i zvySeni
mlécné uzitkovosti jsou DGATL, SCD, GH, GHR, STAT5A a PIT-1. Alela K u genu
DGAT1 podporuje vyssi obsah mlééného tuku v mléce. U genu SCD genotyp AG
pozitivn& piisobi na zvyseni mlééné produkce. Nejvyznaméjsi substituce GH1™" je

Leu—Val na pozici 127 spojend s produkci mléka o vysokém obsahu mlécnych
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bilkovin a mlécného tuku. U genu GHR je alela A asociovana s vy$§im obsahem
mlécnych bilkovin, oproti tomu je alela G asociovana S pozitivnim vlivem na vytézek
mlécného tuku. Prozatimni studie poukazuji, ze genotyp TC genu STATSA pozitivné
ovlivituje mlé¢nou produkci (vyssi obsah tuku a bilkovin). U genu PIT-1 je alela
A spojovana s vys$si dojivosti. Gen FGF2 podle zatim malo provedenych studii nelze
povazovat za vyznamny pro produkei ¢i sloZzeni mléka u skotu.

Od roku 2000 se trh snazi nabidnout mléko s prospé$nymi vlastnostmi na
zdravi jedince. Vybér kvalitnéjsiho mléka muze pomoci predchéazet civiliza¢nim
chorobdm.

Genetické markery pro mléénou uzitkovost jsou studovany rdznymi
metodami u mnoha plemen skotu. Stanoveni genotypii téchto markerd u plemennych
byki a plemenic umozni lepsi vybér jedincti se zddanymi vlastnostmi, a tim zajisSténi

vyssiho ekonomického zisku.
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5. Seznam pouzitych zkratek

AFLP - Amplified Fragment Lenght Polymorphism; polymorfizmus délky

amplifikovanych fragmentt
Ala - alanine; alanin
Asp - aspartic acid; kyselina asparagova
Asn - asparagine; asparagin
a-LA - alpha laktalbumin; alfa laktalbumin
as1-CN - alpha S1 casein; alfa S1 kasein
as2-CN - alpha S2 casein; alfa S2 kasein
B-CN - beta casein; beta kasein
B-LG - beta lactoglobulin; beta laktoglobulin
bp - base pair; bazové pary
BTA - Bos taurus autosome; bovinni chromozom
CMP - caseinomacropeptid; rozpustny kaseinovy komplex
CN - casein; kasein
Cys - cysteine; cystein
DGAT 1 - acylCoA: diacyglycerol transferase 1; acylCoA: diacyglycerol
transferaza 1
DM-1 - diabetes mellitus type 1; diabetes mellitus typu 1
DNA - deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina
FA - fatty acid; mastna kyselina

FGF2 - fibroblast growth factor 2; fibroblastovy rustovy faktor 2
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GH - growth hormon; ristovy hormon

GHR - growth factor receptor; receptor pro ristovy hormon

GIn - glutamine; glutamin

Glu - glutamic acid; kyselina glutamova

Gly - glycine; glycin

GS - genomic selection; genomicka selekce

His - histidine; histidin

IGF1 - insulin-like growth factor 1; inzulin ristovy faktor 1

Ile - isoleucine; izoleucin

k-CN - kappa casein; kappa kasein

kb - kilobase; kilobaze

kDA - kilodalton; kilodalton

Leu - leucine; leucin

Lys - lysine; lysin

MAS - Marker-Assisted Selection; markery asistovana selekce
Met - methionine; methionin

mtDNA - mitochondrial DNA; mitochondrialni DNA

MUFA - mono unsaturated fatty acids; mononenasycena mastna kyselina
PCR - Polymerase Chain Reaction; polymerazova fetézova reakce
PH - breeding value; plemenna hodnota

Phe - phenylalanine; fenylalanin

PIT1, POULFL1 - pituitary transcription factor 1; transkrip¢ni faktor hypofyzy 1
PRL - prolactin; prolaktin

Pro - proline; prolin

QTL - Quantitative Trait Locus; lokus kvantitativnich znakt
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RADP - Random Amplified Polymorphic DNA; markery nahodné amplifikovana
polymorfni DNA

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism; polymorfizmus délky

restrikénich fragmentt
SCD - stearoyl-CoA desaturase; stearoyl-CoA desaturaza
Ser - serine; serin
SFA - saturated fatty acid; nasycena mastna kyselina
SNP - Single Nucleotide Polymorphism; jednonukleotidovy polymorfizmus

SSCP - Single-Strand Conformation Polymorphism; polymorfizmus konformace

jednofetézové DNA

STATS5A - signal transducer and activator of transcription 5A; signalni transduktor a

aktivator transkripce SA

STATS5B - signal transducer and activator of transcription 5B; signalni transduktor a

aktivator transkripce 5B
Thr - threonine; threonin
TRH - thyrotropin releasing hormone; tyreotropin uvoliujici hormon
Tyr - tyrosine; tyrosin

Val - valine; valin
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