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Abstrakt

Cilem diplomové prace je provést analyzu vlivu polymorfnich variant
zvoleného lokusu (SCD) na technologickou jakost mléka.

Na zacatku je popsana mlécnd uzitkovost spolecné s mlécnou zlazou — jeji
struktura, onemocnéni s ni spojena a jeji produkce mleziva a mléka. Dale je popsano
slozeni mléka, tedy obsah tukli vCetné mastnych kyselin, sacharidii, mineralnich
latek, vitamint, bilkovin — Syrovatkové bilkoviny (B-laktoglobulin, a-laktalbumin),
kaseiny (a-kasein, B-kasein, k-kasein). Prace se dale zabyvd genomem skotu,
genetickymi markery, kandidatnimi lokusy. V metodice je popsdna izolace DNA,
PCR, v¢etné¢ metodiky PCR pro SCD, dale RFLP a stanoveni mastnych kyselin
pomoci spektrofotometrie. V zavéru prace jsou vysledky, které hodnoti cetnosti
genotypu a alel, ukazatele mlécné uzitkovosti v zavislosti na genotypu pro SCD a
hodnoceni vlivu genotypu SCD na spektrum mastnych kyselin. Vysledky, které byly
zjistény, nevykazuji vyznamny vliv polymorfismu genu SCD na ukazatele mlé¢né
uzitkovosti a spektrum mastnych kyselin v mlééném tuku krav.

Kli¢ova slova: mléko, mlécné tuky, bilkoviny, mastné kyseliny, SCD, PCR

Abstrakt

The aim of this thesis is to analyze the influence of polymorphic variants of
selected locus (SCD) on the technological quality of milk.

At the beginning is described, milk yields along with the mammary gland -
structure, diseases associated with it, colostrum and milk production. The
composition of milk includes fat, fatty acids, carbohydrates, minerals, vitamins,
proteins - whey protein (B-lactoglobulin, a-lactalbumin), casein (a-casein, f-casein,
k-casein) The thesis also deals with the genome of cattle, genetic markers, candidate
loci. Methodology describes DNA isolation, PCR, including PCR for SCD, RFLP,
and determination of fatty acids by spectrophotometry. At the end of the thesis are
the results, which evaluate the genotypes and alleles abundance, the milk
performance indicators depending on the genotype for SCD and the evaluation of the
influence of the SCD genotype on the fatty acid spectrum. The results found did not
show a significant effect of SCD gene polymorphism on milk performance and acid
fatty acid spectra in cow's milk fat.

Keywords: milk, milk fats, proteins, fatty acids, SCD, PCR
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1. Uvod

MIéko pattilo a dodnes patii k zakladni lidské obzivé. Skot byl v minulosti
béznou soucasti kazdé usedlosti. K podstatnému snizeni stavu skotu doslo v obdobi

prvni a druh¢ svétové valky.

Dnes tvoii mléko skotu 85 % svétové produkce mléka. V Ceské republice &ini
spoteba mléka na jednu osobu za rok 200 litrti k tomu jesté 7 kg jogurtti a 7 kg syra.
Obecné tedy plati, ze v potravinaiském primyslu patii odvétvi zpracovani mléka

k jednomu z nejvyznamnéjsich.

Plemena skotu délime do tii skupin: masny, mléény a kombinovany. A prave
diky vzniku a rozvoji mlékarenského primyslu doslo k intenzivnimu Slechténi
mlécéného skotu na vysokou mlécnou uzitkovost. V dnesni dob¢€ se pfi Slechténi jiz
neupiednostituje pouze kvantita mléka, ale 1 jeho kvalita. Chovatelé mlééného skotu
tedy musi nabizet mléko, kter¢ je kvalitni na obsah bilkovin, tuku a
mikrobiologickych ukazateld. Vyznamna je i1 technologickd kvalita mléka. Mezi
nejbéznéjsi a nejznaméej$i mlécny skot patii holstynsky, ayrshirsky a jerseysky skot.

V soucasné dob¢ je vétsi zakaznickd poptavka po nenasycenych mastnych
kyselinach nez nasycenych mastnych kyselinach. Je to zplisobeno tim, Ze nenasycené
mastné kyseliny jsou povazované za zdravéj$i. Z tohoto divodu je velkd snaha

0 ovlivnéni mastnych kyselin v mlééném tuku.

Obsah tuku v mléce Ize snadnéji ovlivnit krmnou davkou nez ostatni slozky
mléka. Obsah bilkovin v mléce je pfedevsim ovlivnén geneticky tedy i plemenem.

Obsah laktozy je v mléce velmi stabilni a jeji zastoupeni je velmi té€Zce ovlivnitelné.

Obsah tuku a slozeni mastnych kyselin v mléce je variabilni a ovlivnitelné
fadou faktort jako je plemenna piislusnost, proslechténi, poradi laktace, fyziologicky
stav dojnice. Tucnost mléka je pfedevSim urcovana vyZzivou dojnic a celkovym

zpusobem chovu.

Tato prace je soucasti rozsahlejSiho vyzkumu, ktery se 1 mimo jiné zabyva

vyzkumem, jak ovlivnit spektrum mastnych kyselin u mlé¢nych plemen skotu.



2. Literarni reSersSe

2.1 Mlécna uzitkovost

Mlécna uzitkovost patii u skotu mezi hlavni uzitkové vlastnosti. Krava
pretvaii pfijaté ziviny na plnohodnotnou mlécnou bilkovinu dvakrat az dvaaptlkrat
vyhodnéji nez na maso. Hovotfime-1li o mlécné uzitkovosti, je nutné rozliSovat rozdily

mezi terminy (Skladanka, 2014):
e dojnost — charakterizuje schopnost dojnice produkovat mléko,
e dojivost — vyjadiuje fenotypovy projev, tedy skute¢nou produkci mléka,

e dojitelnost — schopnost uvolfiovat mléko z vemene za urCitou ¢asovou

jednotku.

2.2 Mlécna zlaza

MIlécna Zlaza je uloZena ve stydké krajin€ a je u kravy rozdé€lena na pravou a
levou polovinu. Kazda polovina je rozdélena na pfedni a zadni ¢tvrté (Reece; 2011).
Kazda polovina ma samostatné a nezavislé krevni a nervové zasobeni, lymfatickou
drendz a zaveésny aparat (Urban, 1997). Pfedni — bfisni Ctvrtky jsou vzdy mensi a
tvoii 40 — 45 % celkové hmotnosti vemene, naproti tomu mohutnéj$i zadni—stehenni
ctvrtky 55 — 60 %. Kazda ¢tvrtka je ventralné zakoncéena strukem (Marvan a kol.,

1998). Vyvoj mlécné zlazy nazyvame mamogenezi (Jelinek a Koudela, 2003).

MIlécna zlaza se skladd ze Zldznatého parenchymu a zavésného aparatu.
Jednotky sekretujici mléko v mlécné Zlaze jsou sekrecni alveoly. Nékolik alveol
vyustuje do nitrolali¢kového vyvodu, ktery odvadi mléko do mlékojemu uvniti
zlazy a nakonec do mlékojemu uvnitt struku. Mléko ze struku vychazi strukovym

kanalkem, ktery je tésné uzavien svalovym svéra¢em (Urban, 1997).
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MIlécna zlaza ma tii zakladni funkce (Skladanka, 2014):
1. sekrece mléka — ta zahrnuje syntézu a sekreci mléka jednovrstevnym

alveolarnim epitelem,

2. shromazd’ovani mléka — probiha v alveolach, v mlékovodech a mlécné
cisterne,
3. spousténi mléka — zahrnuje pasivni a aktivni uvolfiovani mléka

Zvemene.

Funkce mlécné zlazy je zavisla jak na genetickych dispozicich, tak na vyvoji
jeji ¢innosti, na niz se spolupodileji také vlivy hormondlni. Vlastni laktace po oteleni
souvisi s ucinkem prolaktinu, pfiCemz normalni funkce mlécné zldzy souvisi
s ucinkem oxytocinu. Intenzita funkce mlééné zlazy je uzce spojena s celkovym
metabolismem a nervovou soustavou organismu dojnice a pfirozené s mnozstvim
krve, které projde vemenem za ¢asovou jednotku a jejim vyuzitim (Urban, 1997). Na

vytvoreni 1 litru mléka musi protéct vemenem 540 | krve (Louda, 1994).

&4 U4

2.2.10nemocnéni mlééné Zlazy

Se stoupajici mlé¢nou produkci nardistd i vyznam udrzeni zdravi dojnic. Je
prokazano, Ze selekce na mlécnou uZitkovost u skotu zvySuje riziko vzniku
zdravotnich poruch u dojnic, a to jak ze Sir§iho obecného pohledu, tak 1 konkrétné pii

vzniku vlastnich onemocnéni mlécné zlazy (Hofirek, 2009).
Nejcastéji se vyskytuji:
— mastitis — zanét mlécné zlazy,
— galactophoritis — zanét mlékovodi a mlékojemu,
— thelitis — zanét struku,
— poranéni mlécné Zlazy,
— eflorescence na kiiZi vemene,
— funkéni a cirkulaéni poruchy mlééné Zlazy,

— anomalie mlécné zlazy.
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2.3 Laktace

Laktaci rozumime slozity fyziologicky proces sekrece, shromazd’ovani a
spousténi mléka. Tyto funkce mlécné zlazy spolu uzce souviseji, navazuji na sebe,
navzajem se ovliviluji a vytvareji zéklad produkcni schopnosti mlécné zlazy. Laktaci
se rovné¢z nazyva obdobi, béhem kterého zvirata produkuji mléko, tj. obdobi od
porodu do zaprahnuti, ¢ili do doby, kdy ustane sekrece mléka v diisledku bliziciho se
dalsiho porodu. Pocate¢ni stadium laktace tésné po porodu se oznacuje jako
laktogeneze a nasledujici obdobi pokracujici produkce mléka jako laktopoeza

(Jelinek a Koudela, 2003).

Laktogeneze je proces, kterym mlécné alveolarni bunky ziskavaji schopnost
sekretovat mléko (Urban, 1997). Prvni stadium zahrnuje zvySovani enzymatické
aktivity v mlécné zldze a diferenciaci bunéénych organel, coz je provazeno
omezenou sekreci mléka pred porodem (Reece, 2011). Druhé stadium je u vétSiny
zvitat spojeno s bohatou sekreci vSech mlécnych komponentt tésné pted porodem a
tato sekrece pokracuje nékolik dnli po porodu (Urban, 1997). Vznikd tak mlezivo
(Reece, 2011).

Laktogeneze je fizena Cetnymi hormony, které spolupracuji nasledujicim

zpiisobem (Urban., 1997):

1) Prolaktin indukuje genovou expresi v mlécné tkani pro syntézu kaseinu.

Pro uskute¢néni tohoto procesu jsou nutné glukokortikoidy.

2) Pritomnost progesteronu zabrafuje v tkanich mlécné zlazy tvorbé
receptorll pro vazbu prolaktinu a obsazuje mista, kde se glukokortikoidy
mohou vazat. Nepfitomnost progesteronu je proto piedpokladem pro

laktogenezi.

3) ZvysSovani produkce prostaglandinu tésné pied porodem zpisobuje lyzu
zlutého téliska a nasledny pokles hladiny progesteronu.

4) U skotu se koncentrace estrogenu zacina zvySovat okolo jednoho mésice
pifed porodem a maxima dosahuje asi dva dny pfed porodem. Tim je

stimulovana laktogeneze, protoze estrogeny stimuluji sekreci prolaktinu a

pravdépodobné i dalSich hormonti z pfedniho laloku hypofyzy.
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5) Vlna ristového hormonu se vyskytuje pravé pied porodem a piebira funkci
regulace pfimého zasobeni mlécné Zlazy vyzivnymi latkami potiebnymi

pro syntézu mléka.

Dosazeni vrcholu produkce mléka u kravy nastdva mezi druhym a osmym
tydnem po porodu, potom mé produkce mléka sestupnou tendenci. Hormony, které
jsou pro udrzeni této funkce nezbytné, jsou LTH (prolaktin), STH (rdstovy hormon),
inzulin, parathormon, ACTH (adrenokortikotropni hormon) a TSH (tyreotropni
hormon). Posledni dva hormony jsou nutné proto, aby stimulovaly produkci

glukokortikoidli a hormon §titné zlazy (Reece, 2011).

Zmény mléka v prabéhu laktace mohou mit vyznamny vliv na kvalitativni a
Kvantitativni znaky syrafské produkce. Vlivem stadia laktace na vytéznost syrd se
zabyvala fada autord. Nejvyznamnéj$im fyziologickym faktorem ovliviiujicim obsah
bilkovin je stadium laktace. Zjistény obsah bilkovin vykazuje s postupujicim stadiem
laktace vytrvaly vzestup. Stadium laktace krav se téz odrazi ve vysledném aroma a

texture syri (Koufilova a kol., 2007).

Statisticky prikazny vliv stadia laktace byl zji§tén u téchto parametri: obsah
bilkovin, tuku, laktdzy, suSiny, mocoviny, aktivni Kkyselost, titratni kyselost a

syfitelnost (Koufilova a kol., 2007).

2.3.1 Laktacni cyklus

Lakta¢ni obdobi za¢ina u dojnice jejim otelenim a trva zpravidla 300-305-310
dnti. Vlivem opétovné biezosti a Casto po zasahu ¢lovéka ustava a nastupuje obdobi
stani na sucho, které by mélo trvat optimalné 50-60 dntli. Pak nasleduje dalsi porod.
Obdobi stani na sucho je nezbytné pro zdravi dojnice a je také pfedpokladem

pro odpovidajici produkci mléka v dalsi laktaci (Hofirek, 2009).
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2.4 Mlezivo

Mlezivo (kolostrum) je prvnim sekretem, ktery mlécna Zlaza produkuje
bezprostfedné po porodu, nékdy i zcela kratce pred nebo i po ném. Vylucuje se po
dobu 3-7 dnt a z komer¢né pragmatického hlediska je jiz od 5. dne sekret mlécné
zlazy po porodu pokladan za mléko, i kdyz teprve po dvou az tfech tydnech se jeho
slozeni vyrovna zcela zralému mléku (Hofirek, 2009). Je nazloutlé vlivem vysokého
obsahu karotenu, ma vazkou konzistenci a slanou chut. Od zralého mléka se liSi
vysokym obsahem bilkovin, karotenu, vitaminu A, E, riboflavinu, niacinu, sodiku,
hot¢iku a drasliku. V tabulce €. 1 jsou popsany hladiny bilkovin, vitaminti a karotenu
v kolostru krav. ZvysSeny obsah soli, zejména hotfecnatych, ma projimavy ucinek. Pti
varu se srazi vlivem vysokého obsahu albuminti a globulini (Jelinek a Koudela,

2003).

Tabulka ¢. 1 - Hladiny vitaminu, celkovych bilkovin a jednotlivych frakci bilkovin v
kolostru krav (Hofirek, 2009)

Vitamin A 15,35 £ 7,65 umol/l
Vitamin E 31,06 = 14,26 pumol/l
Karoten 2,32 £ 1,35 pumol/l
Celkova bilkovina 137,00 + 23,00 g/l
Albuminy 14,10 + 5,50 g/1
Alfaglobuliny 4,10 + 2,80 g/l
Betaglobuliny 2,60 £ 1,20 g/l
Gamaglobuliny 116,20 £ 5,70 g/1
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Nejvyznamngjsi slozkou mleziva, zejména krav, jsou imunoglobuliny, a to
I9G1. Prvni hodiny, pfipadné¢ dny po porodu, mé travici trakt mlad’at schopnost
resorbovat celé molekuly imunoglobulin. Tésné¢ po porodu se u telat resorbuje z
mleziva kolem 50 % protilatek, za néasledujicich 20 hodin jen 15 % a za 36 hodin po
porodu jen zanedbatelné mnozstvi. Obsah protilatek v mlezivu po porodu rychle
klesa (tab. ¢. 2). Proto ma tak velky vyznam vcasné a dostatecné podani mleziva

(Jelinek a Koudela, 2003).

Tabulka ¢. 2 - Zmény ve slozeni kravského mléka po porodu (mléko = 100 %)
(Jelinek a Koudela, 2003)

Dny po porodu
Slozky
0 3 5

Susina 215 100 100
Celkové¢ bilkoviny 600 170 110
Kasein 190 110 105
Imunoglobuliny 1850 400 200
Laktoza 45 90 100
Karoten 1500 250 125
Vitamin A 600 120 100
Riboflavin 320 130 110
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2.5 Mléko

Schopnost produkce mléka zavisi primarné na genetickém zakladu, ktery
urcuje miru rozvoje aktivnich zlazovych tkani v mlécné zldze. Mléko produkované
prezvykavci, stejn¢ jako mléné vyrobky z tohoto mléka maji mimotadny vyznam ve

vyzive Eloveéka (Mudiik a Hucko, 2001).

Kravské mléko z plné laktace mé bilou barvu s mirnym nadechem do Zluta,
typickou mlé¢nou chut’ danou obsahem lakt6zy a mastnych kyselin, hustotu 1 026 —
1 033. Po fyzikalni strance je mléko polydisperzni systém a tuk je v ném ve formé
tukovych kapének o velikosti 1-12 pm a je v suspenzi, bod varu je >100°C
(0 0,16 °C), reakce je mirn¢ kyseld. Po strance chemického slozeni obsahuje mléko
12,5 % suSiny, kterou tvoii tuk, bilkoviny, mléény cukr a mineralni latky. Z enzymu
obsahuje predevsim lipazy, fosfatazy, amylazu, laktdzu, katalazu, reduktazu aj., dale
vitamin A, skupiny vitamina B, C, D, E, K, PP, biotin, kyselinu pantotenovou
a kyselinu listovou. Rozdily ve slozeni zralého mléka ve srovnani s kolostrem jsou

uvedeny v tabulce €. 3 (Hofirek, 2009).
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Tabulka €. 3 - Rozdily primémého slozeni zralého mléka a kolostra dojnice (Hofirek,

2009)

Slozky mléka Kolostrum Zralé mléko
SusSina (g/1) 200 127
pH 6,0-6,4 6,5-6,7
Celkova bilkovina (g/1) 137 33
Kasein (g/l) 40 27
Tuk (%) 3,6 3,7
Laktéza (g/1) 28 48
Vitamin A (umol/1) 15,4 1,4-1,8
Vitamin E (umol/l) 31,1 8,2
Hoi¢ik (mmol/l) 6,2 41
Vapnik (mmol/l) 42,5 30
Fosfor (mmol/l) 48,4 32,3
Sodik (mmol/l) 26,1 17,4
Draslik (mmol/I) 38 38
Zelezo (umol/l) 18,1 9,5
Kys. Citronova (mmol/l) 4,0-5,0 8,0-10,0
Somatické bunky (x
10%/mi) 800-1000 <200
Elektricka vodivost
(mS/cm) o3 48
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2.5.1 Kvalita mléka

Kvalitativni pozadavky na mléko jsou dany piedeviim CSN 57 0529 a jejimi
novelizacemi. Za kliCové jsou povazovany ctyfi nasledujici ukazatele (Skladanka,
2014):

1. Celkovy pocet mikroorganismi (CPM), ktery u standardniho mléka
nesmi piekrocit 100 000 v 1 ml.

2. Pocet somatickych bunék (SB), ktery u standardniho mléka nesmi

prekrocit 400 000 v 1 ml.

3. Rezidua inhibi¢nich latek (RIL), které u standardniho mléka nesmi byt

ptfitomny viibec.

4. Bod mrznuti mléka (BM ¢i BMM), ktery u standardniho mléka musi
byt nizsi nez -0,520 °C (napt. -0,524 °C).

vvvvvv

jsou nasledujici (Skladanka, 2014):
e Obsah bilkovin, ktery musi byt vyssi nez 2,8%
e Obsah tuku, ktery musi byt vyssi nez 3,3%

e Obsah tukuprosté susiny, ktery musi byt vyssi nez 8,5%
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2.5.2 Slozeni mléka

Buiiky mlécné zlazy vybérove piijimaji latky pfinaSené krvi a vytvareji latky,
které se v krvi nenalézaji. Mlécny tuk se tvoii ve vemeni z glycerolu a mastnych
kyselin. Glycerol se tvoii v mlécné zlaze z glukozy krve. Mlécné bilkoviny se tvofi
z volnych aminokyselin pfinasenych krvi k mlé¢né zlaze. Laktdza se tvoii z krevni
glukozy ve vemeni. Minerdlni latky a vitaminy mléka ptechézeji z krve ptimo do
mléka, avSak pfi tom probiha jejich pteskupeni, zejména u mineralnich latek (Louda,
1994).

V procesu tvorby mléka podléhd cast zakladnich slozek mléka
enzymatickému Stépeni a ty se vstiebavaji zpct do krve, coz stimuluje dalsi tvorbu
mléka. Mléko, které prechazi z bun€k do alveoll, nema jesté¢ definitivni sloZeni.
V dutinach alveolt a sekrecnich tubult dochazi na zékladé¢ osmozy ke zménam
v obsahu vody a elektrolyt. Cytofyziologickymi sledovanimi byla v procesu sekrece

stanovena ¢tyti stadia (Jelinek a Koudela, 2003):

1) prestup prekurzorii mléka z krve do bung¢k alveolt

wevr

3) vylouceni téchto latek z buriky do dutiny alveolu

4) obnova pivodni struktury a velikosti bun¢k

Zakladni slozeni mléka je dano obsahem vody, lipidl, sacharidi, proteint a
mineralii. Obsah vody se urcuje jako rozdil v hmotnosti pied a po vysuSeni. Obsah
tuku se stanovuje extrakei lipidd standardizovanymi metodami. Sacharidy v mléce
jsou obvykle vyjadieny jako ekvivalent laktozy a mohou zahrnovat dalsi sacharidy.
Obsah proteinti reprezentuje vSechny proteiny véetné enzymi. Mlécné mineraly se
vyjadiuji mnozstvim popelovin (Reece, 1998). Souhrn tuki, proteinti, laktézy a
popelovin je oznaCovan jako suSina nebo pevné slozky mléka (Reece, 2011).
Bilkoviny, sacharidy a tuky jsou stavebnimi jednotkami organismu, které se podile;ji
na uhradé energetickych potfeb organismu. Mineralni latky a vitaminy se nepodileji
na thradé energetickych potfeb organismu, jsou vSak esencidlnimi sloZkami potravy,

tzn., Ze to jsou latky, které si organismus neumi sam syntetizovat a musi je pfijimat
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stravou (Drbohlav, Vodickova, 2002). Ml¢ko nemé stalé chemické slozeni ani
vyzivnou hodnotu. Tyto vlastnosti se méni v pribéhu dojeni, v prubéhu dne a laktace.
Slozeni mléka zalezi také na plemeni (tabulka ¢. 4), slozeni krmiv, technice chovu,

zdravotnim stavu a zptisobu dojeni (Louda, 1994).

Tabulka €. 4 - Slozeni mléka nékterych plemen (Reece, 2011)

Slozka (%)

Plemeno Tuky Bilkoviny Laktoza Popeloviny
Ayrshire 4,1 3,6 4,7 0,7
Brown Swiss 4 3,6 5 0,7
Guernsey 5 3,8 4,9 0,7
Holstein 3,5 3,1 4,9 0,7
Jersey 55 3,9 4,9 0,7
Shorthorn 3,6 3,3 4,5 0,8

Pro hodnoceni syrového kravského mléka jsou stanoveny jakostni
charakteristiky, mezi které patfi chemické slozeni, fyzikalni vlastnosti,
mikrobiologické vlastnosti, hygienicka hodnota, smyslové vlastnosti, technologické
vlastnosti, nutri¢ni/vyzivova hodnota. Kazda jakostni charakteristika je tvofena
ne¢kolika jakostnimi ukazateli (znaky), které jsou vyjmenovany v tabulce €. 5

(Samkova, 2012).
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Tabulka ¢. 5 - Piehled jakostnich charakteristik a znakii hodnocenych u syrového
kravského mléka (Samkova, 2012)
Jakostni charakteristika Jakostni ukazatel/znak

Obsah tuku
Obsah bilkovin

Obsah laktozy

Obsah tukuprosté suSiny

Chemické slozeni .
Obsah vitaminu

Obsah mineralnich latek
Obsah mocoviny

Obsah kyseliny citronové

Bod mrznuti

Mérna hmotnost

o, . Mérna vodivost

Fyzikalni vlastnosti .
Viskozita

Povrchové napéti

Index lomu

Celkovy pocet mezofilnich mikroorganismi

Pocet psychotrofnich mikroorganismut

Pocet koliformnich mikroorganismit

Mikrobiolo gi cké vlastnosti Pocet termorezistentnich mikroorganismi
Pocet sporotvornych anaerobnich

mikroorganismi

Patogenni mikroorganismy

Pocet somatickych bunek

Hygienicka hodnota

Rezidua inhibi¢nich latek
Barva
Chut’

Viné

Smyslové vlastnosti _
Konzistence

Vzhled

Kyselost
Kysaci schopnost
Technologické vlastnosti Syfitelnost

Termostabilita

Energeticka hodnota

Obsah zakladnich zivin

Nutri¢ni/vyZivova hodnota
Obsah vitaminti, minerdlnich latek, ptip. dalSich
slozek
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2.5.2.1 Obsah tuku

Mlécny tuk je jednim z nejkomplikovanéjsich ptirodnich tukovych komplext
(Dolezal a kol., 2000). Mlé¢ny tuk se lisi od tuku depotniho, ukladaného v téle zvitat,
vysSim podilem mastnych kyselin s kratkym a stfedné dlouhym uhlikatym fetézcem

a zastoupenim nenasycenych mastnych kyselin (Mudiik a Huc¢ko, 2001).

MIlécny tuk je nejvice variabilni slozka mléka a to jak v koncentraci, tak ve
slozeni. Je to zplisobeno predev§im tim, ze slozeni i koncentrace jsou hlavné
ovliviiovany pfijimanou stravou. Koncentrace se sniZzuje pii pfijimani stravy
s velkym podilem snadno zkvasitelnych sacharidii a nenasycenych tukt (Palmquist,

2006).

Zakladem mlécného tuku jsou estery mastnych kyselin s glycerolem. Jelikoz
triacylglyceroly jsou z 95 % tvofeny mastnymi kyselinami a z 5 % glycerolem a
vzhledem k tomu, ze mastné kyseliny jsou vazany i1 v dalSich slozkdch mlééného

tuku, Ize je pokladat za vlastni stavebni kameny lipidi mléka (Hanus a kol., 2015).

Mlécny tuk je vyznamnym zdrojem esencidlnich mastnych kyselin,
lipofilnich vitaminid a aromatvornych latek. Svym charakterem je nasycenym tukem,
pro ktery je specificky vyssi obsah tékavych mastnych kyselin, které obvykle chybé&;i
v ostatnich tucich (Samkova, 2012). Nachazi se v mléce v emulgovaném stavu a neni
identicky s tukem krevni plazmy (Drbohlav, Vodickova, 2002). Tuk v mléce je ve
form¢ emulze, typ ,,0lej (tukové kapénky) ve vodeé*“ (mlécna plazma). Tukovych
kapének o velikosti 0,1 az 15 um je v 1 ml mléka pfiblizné 15 miliard (Samkova,
2012). Kravské mléko obsahuje v priméru 4 % lipid, z ¢ehoz 98 — 99 % je
obsazeno v tukovych kulickdch tvofenych triacylglyceroly mastnych kyselin
ve formé emulze v plazm¢ (Drbohlav, Vodickova, 2002). Mlécny tuk je také
jedineény mezi Zivo€iSnymi tuky pro pomérné vysoky obsah mastnych kyselin
s kratkym a stfednim fetézcem. Tyto kyseliny jsou trdveny mnohem rychleji a

efektivnéji nez kyseliny s dlouhym fetézcem (Hanus a kol, 2015).

Kolem 75 % mlécného tuku je vysledkem syntézy v mlécné zlaze. Vznika z
prekurzord tuku plivodem z krmiva pfinaSenych krvi, z neutralniho tuku pfinaSeného
z jater, z neutralniho tuku tukové tkdné€ a produktu jeho $tépeni (Jelinek a Koudela,
2003). Jeho obsah v mléce zavisi zejména na plemeni krav, dojivosti, sezon¢, krmeni

a stadiu laktace (Dolezal a kol., 2000).
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Faktort, které ovliviiuji slozeni mlééného tuku z hlediska obsahu, 1
zastoupeni existuje cela fada. Faktory mohou byt rozdéleny do dvou skupin a to
biologické a vyzivy. Mezi nejvyznamnéj$i biologické faktory patii genetické vlivy,
plemeno a stadium laktace. Mezi dal$i tyto vlivy muzeme fadit vliv véku zvifete
(jednd se o poradi laktace) a jeho zdravotni stav, pfedevSim onemocnéni mlécné
zlazy. Mezi faktory vlivu vyzivy fadime Uroven vyzivy a slozeni krmné davky

(Samkova a kol., 2008).

Nejveétsi vliv na zmény obsahu a slozeni mlééného tuku mé vyziva, rocni
obdobi a plemeno. Vyzkumy dokazaly, ze pomoci vhodnych doplnkii a vhodné
upravené krmné davky lze napiiklad zvysit podil nenasycenych mastnych kyselin
(USFA — unsaturated fatty acids) a tim snizit hladinu nasycenych mastnych kyselin

(SAFA — saturated fatty acids) v kravském mléce (Hanus a kol., 2012).

Co se chemického slozeni mlécného tuku tykd, podstatnou slozku tvofi
homolipidy — estery glycerolu a mastnych kyselin. Podle poctu esterové navazanych
mastnych kyselin v molekule glycerolu se tyto estery ¢leni na monoacylglyceroly,
diacylglyceroly a nej€astéji se vyskytujici triacylglyceroly. Star§i terminy byly mono-
az triglyceridy. Zbyvajici ¢ast tvoii heterolipidy a tzv. doprovodné latky lipidi. V
mléce a mlécném tuku se vyskytuji mastné kyseliny také jako volné. Jedna se
prevazné o tekavé mastné kyseliny s kratkym tetézcem (Samkové, 2012). Syntéza
mlécného tuku u prezvykavel vychazi zejména z acetatu (kyselina octova) a butyratu
(kyselina mlé¢nd). Acetat tvoii okolo 60-70 % tckavych mastnych kyselin z
bachorové fermentace (Reece, 2011). V mlééném tuku se vyskytuje 11 hlavnich
mastnych kyselin se sudym poctem uhlikii (C4 — Cyg) (Dolezal a kol., 2000). Ke

snizeni koncentrace mlécného tuku dochazi, tehdy, jestlize fermentani zmény

wrwe

Obsah mlécného tuku je v porovnani s ostatnimi sloZkami mléka mnohem
vice proménlivy a velkd variabilita byla prokazana i v obsahu jednotlivych mastnych
kyselin a jejich skupin. Pfi snaze o zménu slozeni mlééného tuku je mozné vyuzit
nékteré genetické poznatky a metody. Z genetickych parametr je vhodné sledovat
heritabilitu (dédivost) a korelaci (vztahy) mezi mastnymi kyselinami a ukazateli

mlécné uzitkovosti (Samkova, 2012).

Korelaéni koeficient mezi tu€nosti a obsahové nejvice zastoupenymi
kyselinami palmitovou a olejovou potvrzuji nazor, ze dojnice s vysokou tucnosti
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mléka budou mit nizs$i zastoupeni mastnych kyselin C18 a vice naopak. Tyto

skutecnosti 1ze vyuzit v selekci (Samkova, 2012).

Pokud se tyka potadi laktace, pak dostupnd data ukazuji, ze prvotelky
produkuji mléko s vy$Sim obsahem nenasycenych mastnych kyselin, zatimco dojnice
na druh¢é a dalSich laktacich maji mléko s vyssim obsahem nasycenych mastnych

kyselin (Samkova, 2012).

K vyznamnym doprovodnym latkdm v mléce patii karotenoidy. Zakladnim
ptirodnim barvivem vyskytujicim se v mléce je B-karoten (provitamin vitaminu A),
ktery reprezentuje 95 % vSech karotenoidi mléka. Toto barvivo zpusobuje v
kravském mléce typické nazloutlé zabarveni mlécného tuku a charakteristickou

barvu mleziva (Navratilova a Janstova, 2014).

Lipidy jsou vedle bilkovin a sacharidii jednou ze zékladnich Zivin nezbytnou
pro vSechny zivo€ichy. Kromé toho jsou zdrojem esencidlnich mastnych kyselin
linolové a linolenové a vyznamnych latek rozpustnych v tucich — lipofilnich

vitamind, hormont, Cholesterolu a dal$ich (Samkova, 2012).

2.5.2.1.1 Mastné kyseliny

MIécny tuk obsahuje pres 400 riznych mastnych kyselin. Jejich zna¢na Cast,
je ale v mlééném tuku zastoupena v nizkych az témét zanedbatelnych koncentracich.
Jen zhruba 15 z nich ma podil 1 % a vyssi a pravé tyto mastné kyseliny tvoii 90 %
vSech zastoupenych mastnych kyselin (Samkova a kol.,, 2008). Mlécny tuk
pfezvykavci je unikatni mezi suchozemskymi savci vzhledem ke své velké
rozmanitosti mastnych kyselin. Rozmanitost vznika diky efektu biohydrogenace
nenasycenych mastnych kyselin v bachoru a syntéze mastnych kyselin v mlé¢né

zlaze (Palmquist, 2006).

Kravské mléko je zdrojem konjugované kyseliny linolové (CLA), kterad
vznika bachorovou fermentaci s tim, Ze vyssi obsahy jsou zjiStovany pii pastvé. CLA
je vyznamnou slouceninou, a proto je soucasti nékterych potravnich doplikd a

pfedmétem védeckého zkoumani Samkova a kol, 2012).
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Mastné kyseliny Ize rozdélit naptiklad podle struktury na nasycené (SAFA —
saturated fatty acids), mononenasycené (MUFA - monounsaturated fatty acids) a
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA - polyunsaturated fatty acids) (Hanus a kol.,
2012). Nenasycené MK se od sebe vzajemné odliSuji poctem atomt uhliku, polohou
dvojné vazby a prostorovou konfiguraci. Podle toho se mastné kyseliny d¢li na cis a
trans isomery (Samkova, 2012). Kyseliny vyskytujici se v mlééném tuku, Vv
mnozstvi vétsim nez 1 %, jsou fazeny do skupiny majoritnich a naopak kyseliny,
kterych je méné nez 1 % jsou oznacovany jako minoritni. Mléko je také zdrojem
esencidlnich mastnych kyselin, tedy kyselin, které si neni télo schopné vytvofit a
ziskava je pouze z potravin. Mezi takové kyselin fadime kyselinu linolovou,

linolenovou a arachidonovou (Hanus a kol., 2012).

Mlécny tuk se vyznacuje vysokym obsahem nasycenych mastnych kyselin
(SFA — saturated fatty acids), zejména se stfedné¢ dlouhym fetézcem mastnych
kyselin (FA — fatty acids) C14:0 a C16:0. Zatimco mastné kyseliny se stfedné
dlouhym fetézcem C16:0 jsou bézné povazovany za nositele negativniho Géinku na
lidské zdravi, dlouhé fetézce mastnych kyselin s 18 a vice atomy uhliku jsou
povazovany za nositele neutrdlnich ¢i pozitivnich u¢inkd. U mastnych kyselin s
dlouhym fetézcem je zvlastni pozornost vénovana konjugované kyselin¢ linolové
ucinkiim. Mastné kyseliny s dlouhym fetézcem nejsou v mlécné Zlaze syntetizovany,

ale jsou ziskavany z ob&hu plasmy lipidl (Schennink a kol., 2009).

Ptiblizné polovina mastnych kyselin vznik4 pfimo v mlécné Zlaze (syntéza
»de novo®). Takto vznikaji mastné kyseliny C4 — C14 a pftiblizn€ jedna polovina
Cl16. Zakladnim prekurzorem je kyselina octovd, kterd je tvofena pii bachorové
fermentaci ze sacharidi krmiva. Druhd polovina je do mlé¢éné Z14zy pfinaSena krvi ve
form¢ neesterifikovanych (tedy volnych) mastnych kyselin pfimo z krmné davky
nebo tkanového a zasobniho tuku. Timto zplisobem vznika druha polovina C16 a

mastné kyseliny s po¢tem uhliki osmnact a vice (Samkova a kol., 2008).

Obsahové nejvice zastoupené nasycené mastné kyseliny jsou kyseliny
palmitova, stearova a myristova, z nenasycenych mastnych kyselin pak kyselina

olejova (Samkova, 2012).

Nejvyznamnéj$i ze skupiny heterolipidi jsou fosfolipidy. Ve fosfolipidech se
vazi hlavné vyssi mastné kyseliny palmitova, stearova a olejova, které predstavuji 96
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% vSech mastnych kyselin fosfolipidii, v mensi mife jsou vazany kyseliny linolova a

linolenova (Samkova, 2012).

Charakteristika, reakce a zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ovliviiuji
zaroven 1 vysledné vlastnosti mléEného tuku jako je napf. teplota tani, krystalizace
anebo oxidacni stabilita a rozhoduji tak o jeho technologické zpracovatelnosti. Nelze
zapomenout také na senzoricky a zdravotni vyznam mlécného tuku (Samkova,

2012).

Krom¢ dobie charakterizovanych rozdili v obsahu mlééného tuku mezi a
v ramci plemen mlécného skotu, se vyskytuji také rozdily ve sloZzeni mastnych
kyselin. Jsou uvadény pozitivni genetické korelace mezi podilem mastnych kyselin s
kratkym a stfedné¢ dlouhym fetézcem, zatimco zapornd korelace je uvadéna pro

vSechny C18 mastné kyseliny (Palmquist, 2006).

Pozitivni u¢inky mlééného tuku tkvi pfedev§im v pomérné vysokém obsahu
monoenovych mastnych kyselin v cis-konfiguracich (26 — 42 %) a nezanedbatelny je
také obsah esencialnich mastnych kyselin linolové a alfa-linolenové dale také obsah
kyseliny rumenové, ktera je svym vyskytem v produktech piezvykavci unikétni.
Mastné kyseliny s poctem uhlikli v fetézci od C6 do C12 ¢i monoacylglyceroly

téchto kyselin jsou spojovany s antimikrobialnimi G¢inky (Samkova, 2012).

Rozdily mezi plemeny 1 uvnitf plemene lze vysvétlit nejen rozdilnou
uzitkovosti téchto zvifat, ale rovné€z odliSnostmi v genovém polymorfismu, ktery byl
zjistén u nékterych enzyml zodpovidajicich za tvorbu mastnych kyselin (SCD;
stearoyl-CoA-desaturaza a DGAT; diacylglycerol-acyltransferaza). Rozdilna
desaturacni aktivita téchto enzym miZze ovlivnit mnozstvi mononenasycenych

mastnych kyselin v cis-konfiguracich a CLA (Hanus a kol., 2012).
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2.5.2.1.2 Steroyl-CoA-desaturdza (SCD)

Stearoyl-CoA-desaturaza  je  enzym, ktery  katalyzuje  syntézu
mononenasycenych mastnych kyselin, pfedevsim kyseliny olejové (18:1) a palmitové
(16:1), které jsou hlavni slozkou tkanovych lipidi (Dobrzyn a Dobrzyn., 2006).
Nachazi se v endoplasmatickém retikulu a katalyzuje vlozeni dvojné vazby mezi
atomy uhliku 9 a 10 ve spektru nasycenych mastnych kyselin. Jeho primarni
substraty jsou stearoyl-CoA a palmitoyl-CoA, zatimco mnohem niz$i aktivita je
pozorovana u myristoyl-CoA (Palmquist, 2006). Gen SCD byl také uveden jako
primarni kandidatni gen pro zménu podilu nasycenych versus nenasycenych
mastnych kyselin, déle také zvySuje obsah konjugované linolové kyseliny (Moioli a
kol., 2007). Cinnost SCD u piezvykavct je vysoké v laktujici mlééné Zlaze, tukové

tkani a o néco nizsi ve sttevni tkani (Palmquist, 2006).

SCD lokus byl mapovan na 26. chromosomu skotu. Je 17088bp dlouhy, s tim
ze délka pro cteni je 1080bp a kdduje 359 aminokyselin (Mele a kol., 2007).

Slozeni mastné kyseliny ulozené¢ v tukovych zasobach, odrazi piedchozi
pusobeni SCD. Zatimco v pfipad¢ vyzivy muze byt jasné prokazano, ze pfispiva k
profilu mastnych kyselin podkozniho a intramuskuldrniho tuku, genetické faktory
pro stanoveni profilu mastnych kyselin v tuku musi byt definovany. SCD, vzhledem
ke své vyznamné roli je kandidatni pro genetické variace ve slozeni mastnych
kyselin. Nékteré studie odhalily, ze hladina exprese SCD souvisi s procenty

mononenasycenych mastnych kyselin (Taniguchi a kol., 2003).

O vliv mastnych kyselin na slozeni mléka je velky zajem a to piedevsim z
hlediska hodnoceni nutri¢ni kvality mléka. Stearoyl-CoA-desaturdza je klicovym
enzymem metabolismu lipidi v mléné zlaze. Polymorfismus dvou alel (alanin a
valin) byl prokazdn na patém exonu SCD. Frakce mastnych kyselin v mléce
prezvykavcii obsahuje n€kolik sloucenin, o které je velky zajem z hlediska lidského
zdravi. Mezi tyto slouCeniny se fadi 1 nenasycené mastné kyseliny. Mezi
nejvyznamnéjsi slozky patii acyl-CoA C14, C16, C18, a trans-11 C18:1, které jsou
pfeménovany na C14:1 n-5, C16:1 n-7, 9-cis C18:1 a cis-9, trans-11 C18:2. Vice jak
70 % cis-9, trans-11 CLA v mléce piezvykavcu je produkovano mlé¢nou tkani diky
¢innosti SCD (Mele a kol., 2007).
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2.5.2.2 Obsah sacharidu

Sacharidy slouzi jako vyznamny zdroj energie. Ze sacharidii obsahuje mléko
predev§im laktéozu, tj. disacharid slozeny z glukoézy a galaktézy (Drbohlayv,
Vodickova, 2002). Na litr mléka se spotiebuje asi 72 g glukozy (Mudiik a Hucko,
2001). Disacharid lakt6za je tvofen v mlééné Zlaze krav z 80 % z krevni glukodzy a z

20 % z octani (Dolezal a kol., 2000).
V organismu dojnice se glukoza spotiebovava (Mudiik a Hucko, 2001):
e na syntézu laktozy
e na syntézu glycerofosfatu, nutného pro tvorbu mlééného tuku

e na syntézu NADPH velmi dualezit¢tho pro tvorbu nenasycenych

mastnych kyselin a cholesterolu

e na tvorbu oxalacetitu nutného pro prinik acetyl CoA do Krebsova

cyklu, kde se vytvari volna energie

Obvykly obsah laktézy v mléce je 4,8 % (Dolezal a kol., 2000). Hlavnim
prekurzorem laktézy je glukoza. Vyznamny prekurzor je rovnéZ propionat, nejdiive
se vSak z ného vytvari glukoza. Propionat je vyznamny u piezvykavci, nebot’ je
dostupny jako produkt z fermenta¢nich procesii v bachoru (Reece, 1998). Lakt6za
ma zvlastni vyznam z biologického hlediska, nebot’ se vyskytuje pouze v mléce,

které je pfirozenou vyzivou mlad’at (Drbohlav, Vodickova, 2002).

V mléce je devadesatkrat vice cukru nez v krvi. Laktéza je jednou z
nejstabilnéjSich slozek mléka. Jednad se o aktivni latku schopnou udrzovat stalost

osmotického tlaku mléka (Jelinek a Koudela, 2003).

Laktosa jako jedna z hlavnich slozek plni v mléce a mléénych vyrobcich fadu

vyznamnych funkci (Navratilova a Janstova, 2014):

zdroj energie
e dodava mléku charakteristickou nasladlou chut’

e pfispivd k fyzikalné-chemickym vlastnostem (osmoticky tlak, bod

mrznuti, bod varu, mérna hmotnost)

e podporuje absorpci vapniku
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e nezbytna slozka mléka pfi vyrobé fermentovanych mléénych vyrobki
e pfispiva k nutriéni hodnoté mléka a mléénych vyrobki
e ovliviiyje texturu nekterych zahusténych a mrazenych vyrobkt

e podili se na barve, chuti a viini vyrobki, kde se pii jejich vyrobé

pouziva vysoka teplota

e nezadouci — laktdézova intolerance

2.5.2.3 Obsah mineralnich latek

Mineralni latky vcetné stopovych prvkl jsou integralnimi slozkami vSech
zivych organismi. Organismus ziskdvd mineralni latky a esencidlni stopové prvky

vyzivou tzn. exogenné (Drbohlav, Vodi¢kova, 2002).

Obsah minerdlnich latek v mléce neni konstantni, je ovlivnéno cetnymi
faktory napf. stadiem laktace, zdravotnim stavem dojnice, vyzivou, genetickymi
faktory a faktory prostfedi. Minerdlni latky se v mléce nachdzeji v rlznych
chemickych formach napf. v rozpustné a koloidni formé&, nebo jsou véazany v
organickych slou€eninach (nukleové kyseliny, tuky, sacharidy a bilkoviny).
Jednotlivé formy jsou v rovnovaze ke slozkdm mléka, ale 1 ve vzajemné rovnovaze
mezi sebou. Minerélni latky maji i technologicky vyznam. SloZeni mineralnich latek
ovliviiuje technologické vlastnosti latek (syfitelnost, termostabilitu bilkovin) a
fyzikalni vlastnosti mléka (osmoticy tlak, stupeit bobtnani koloidl, koncentraci

vodikovych iontd) (Navratilova a Janstova, 2014).

Kravské mléko obsahuje primémé 7,3g minerdlnich latek v 11 (Drbohlav,
Vodickova, 2002). Hlavni minerdlni latkou v mléce je vapnik (0,12 %), dale fosfor
(0,10 %), sodik (0,05 %), draslik (0,15 %) a chlor (0,11 %) (Reece, 2011). Ve
stopovém mnozstvi mléko obsahuje zelezo, zinek, mangan, cobalt, molybden, jod,
fluor, chrom a selen (Drbohlav, Vodickova, 2002).
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2.5.2.4 Obsah vitaminu

Z nutriéniho hlediska je kravské mléko velmi dobrym zdrojem vitamina
v dieté Cloveka, obsahuje vSechny nezbytné vitaminy. Vyznamny je zejména obsah
vitaminii B; a Bj;. Obsah vitamini A a E je ovlivnén jejich pfijmem v krmivu a
souvisi s obsahem tuku v mléce. Vitaminy skupiny B a vitamin K jsou syntetizovany
bachorovou mikroflorou. Vitamin C je syntetizovan v jatrech a pravdépodobné i
v jinych tkanich (stfeva, ledviny). Obsah vitamini v mléce neni staly a je ovlivnén
fadou faktorti (vyziva, plemeno, stadium laktace, zdravotni stav dojnice atd.)
(Navratilova a Janstova, 2014). Jsou to jednak lipofilni vitaminy A, D, E, K a z

vitaminl rozpustnych ve vod¢ vitamin C a vitaminy skupiny B (Skladanka, 2014).

2.5.2.5 Obsah bilkovin

Ptiblizné 95 % celkového proteinu (asi 34g/l) kravského mléka tvoii Sest
tkanoveé specifickych proteind, které jsou syntetizovany a sekretovany sekre¢nim
epitelem mlécné zlazy béhem laktace. Tuto skupinu tvoii Ctyfi typy kaseinu: os;-
kasein (40 %), asy- kasein (10 %), B- kasein (40 %) a - kasein (10 %, oznaCovany
také jako k-CN nebo KCN) a dvé hlavni syrovatkové bilkoviny B-laktoglobulin ( B-
LG, BLG) a a-laktalbumin (a-LA, ALA) (Urban, 1997).

Je tfeba si uvédomit, Ze ani jeden z lokusii mléénych bilkovin nemuze byt
samostatné a vyhradné pouzit jako marker produkce a kvality mlé¢né bilkoviny
univerzalné u vSech plemen. Kaseinové geny jsou v absolutni vazbé a navic se
vSechny mlécné proteiny syntetizuji ve stejném obdobi. Jejich vysledné kvantitativni
zastoupeni je dano interakcemi uvnitt kaseinového bloku a interakci mezi genotypy

pro kaseiny a betalaktoglobulin (Jandurova a kol., 2002).

Geny pro mlééné bilkoviny as;- kasein, agy- kasein, - kasein a k- kasein se
nachazi na 6. chromosomu. Geny pro syrovatkovy protein B-laktoglobulin je umistén

na 5. chromosomu a gen pro a-laktaloumin na 11. chromosomu (Urban, 2006).

Z celkového proteinu v mléce (2,5 — 3,5 %) tvoii kasein 76 — 86 % a
syrovatkové bilkoviny 14 — 24 % (Urban, 1997).
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Produkce jednotlivych bilkovinnych slozek v mléce je zavisla predevsim na
celkovém genotypu pro alely mlécnych bilkovin a je samoziejmé¢ modifikovana
celou skalou negenetickych faktort, jak je to pro kvantitativni znaky charakteristické

(Jandurova a kol., 2002).

2.5.2.5.1 Syrovatkové bilkoviny

Pti pH 4,6 dochazi k vysrazeni kaseinu z mléka. V mlééném séru se nachazi
bilkoviny, které tvoii 17 — 20 % z celkového mnozstvi bilkovin. Vy$$i nutri¢ni
hodnota syrovatkovych bilkovin je ddna vysokym obsahem aminokyseliny cystinu.
Syrovétkové bilkoviny maji globularni charakter a fadime je k hydrofilnim koloidiim

(Navratilova a Janstova, 2014).

p-laktoglobulin

Bilkovina se vyskytuje v mléce vétSiny savci, ale nenachazi se v matetském
mléce a mléce hlodavci. V kravském mléce je B-laktoglobulin hlavni syrovatkovou
bilkovinou a tvoii asi 50 % obsahu syrovatkovych bilkovin. Gen pro, tuto bilkovinu
je situovan na chromosomu 11 (Matéjickova a kol., 2009). V polypeptidovém fetézci
se nachazi 162 aminokyselin (Navratilova a Janstova, 2014). Pro B-laktoglobulin je
znamo 11 alel: A, B, C, D, E, F G H, I, JaW (Farrel a kol., 2004). Nejcast¢&ji se
vyskytuji alely A a B, s tim Ze alela B je ¢etnéji zastoupena. U evropskych plemen se
mén¢ setkdme s alelami C a D (Matéjickova a kol., 2010). Vyznaduje se vysokym
obsahem aminokyselin lysinu, valinu, cysteinu a cystinu. Je rozpustny ve zfedénych

roztocich soli (Navratilova a Janstova, 2014).

a-laktalbumin

Tvofi zhruba 25 % syrovatkovych bilkovin. Polypeptidovy fetézec obsahuje
123 aminokyselin. Obsahuje vysoké mnozstvi aminokyseliny tryptofanu. Jsou znamy
3 alely: A, B a C. Bilkovina se uCastni biosyntézy laktozy v mlécné Zzlaze

(Navratilova a Janstova, 2014).
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2.5.2.5.2 Kaseiny

Kaseiny v mléce rodu Bos byly definovany jako fosfoproteiny, které
precipituji ze syrového Cerstvého mléka po acidifikaci pii hodnotich pH = 4,6 a
teplot¢ = 20° (Urban, 1997). Kaseiny obsahuji kyselinu fosforecnou esterove
vazanou na serin a threonin (Navratilova a Janstova, 2014). Kasein je pro mlad’ata
zdrojem aminokyselin, fosfatu a kalcia (Urban, 1997). Kaseinové frakce vytvaii
komplexy uspotadané do vétsich castic tzv. micel. Micela obsahuje 20 000 az 50 000
molekul kaseinu. Micely jsou schopny na sebe vazat velké mnozstvi vody ato 2 g

vody na 1 g proteinu (Navratilova a JanStova, 2014).

Pti vyrob& syra kaseinové bilkoviny formuji syfeninu a zbytek mléka
ve form¢ syrovatky obsahuje syrovatkové bilkoviny, které se nespojuji s vytvaienou

syrovou hmotou, ale zdstavaji rozpustné v roztoku (Urban, 1997).

Frakce kaseinu se 1iS§i hodnotou mérné molekulové hmotnosti, elementarnim
sloZzenim, obsahem aminokyselin a hodnotami izoelektrického bodu (Navratilova a

Jan$tova, 2014).

Kaseiny typu as a [ jsou si podobné svym usporddanim i chemickymi
vlastnostmi a jsou citlivé na kalcium, které zpusobuje jejich precipitaci. Minoritni
slozka «-kasein je intenzivni kalcium a chrani ostatni kaseiny v mléce pied

precipitaci (Urban, 1997).

r-kasein

k-kasein tvofii asi 13% z celkového podilu kaseint v mléce krav a predstavuje
vyjimecnou slozku mezi kaseiny. Je totiz jedinou frakci kaseinu, ktera obsahuje sirné
aminokyseliny — cystein a methionin (Matgjickova a kol., 2009). Chymozin (renin)
Stépi «-kasein, naruSuje povrchovou strukturu micel, iniciuje proces syieni a

formovani srazeniny (Urban, 1997).

Gen pro «k-kasein se nachazi na 6. bovinnim chromosomu. Tento gen
ovliviiuje slozeni, mnozstvi a technologické vlastnosti mléka (Kucerova a kol.,
2004). k-kasein tvoti 22 aminokyselin, které tvoii fetézec o délce 169 aminokyselin,

coz znamena, ze z kaseinu je nejkratsi. Je znamo 11 alel a to: A, B, C, E, = FZ, Gl
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G? H, I aJ (Farrell a kol., 2004). U evropskych plemen skotu se nejvice vyskytuiji
alely A, B a E (Mat¢jickova a kol., 2010).

Rada studii vykazuje vliv genetické varianty k-kasein na vyrobni vlastnosti

mléka a to predevsim pii vyrobé syra (Barroso a kol., 1998).

Genotypizace k-kasein lokusu znamena, ze se 350bp fragment k-kaseinu
amplifikuje pomoci PCR. Amplifikovany produkt je rozstépen endonukledzou pfi

RFLP a tak je mozna ptesnéjsi identifikace genotypu AA, AB nebo BB (Medrano a
Codova, 1990).

Testovanim polymorfismu k-kaseinu bez ohledu na plemennou pfislusnost a
stupen laktace byl zjistén jeho vyznamny vliv na celkovou produkci mléka, kdy
nejvyssi produkci maji dojnice s genotypem AA, poté nasleduje AB a nejmensi
produkci vykazuji dojnice s genotypem BB. U obsahu mlécného tuku a mléénych
bilkovin vykazuje lepsi vysledky, které jsou vyobrazeny v tabulce ¢. 6, genotyp BB
na rozdil od genotypu AA (Manga a kol., 2008).

Tabulka €. 6 - Rozdily mezi genotypy AA a BB
http://web2.mendelu.cz/pcentrum/publikace/21 genetika_skotu_ovci_koz.pdf 3.11.
2016

AA

BB

Vyssi produkce mléka (kg)

Nizsi produkce mléka (kg)

Nizsi obsah tuku a bilkovin (%)

Vys§i obsah tuku a bilkovin (%)

Pomalejsi sytitelnost

VEtsi micely

cvwr

Rychlejsi sytitelnost

Niz§i vytéZnost syra

Vyssi jakost a produkce syfeniny

Zastoupeni v populacich skotu v CR

20-70 % (H) a 18-40 % (CS)

Vys$i vytéznost syra

Zastoupeni v populacich skotu v CR

1-5% (H) a 9-20 % (CS)



http://web2.mendelu.cz/pcentrum/publikace/21_genetika_skotu_ovci_koz.pdf

V soucasnosti nabyva stale vice na vyznamu genetickd charakteristika
predevsim bykl v inseminaci, pokud jde o varianty kaseinového lokusu, s ohledem
na vyuziti mléka v syrafstvi. Je znamo, Ze x-kasein je geneticky polymorfni a
v poslednich letech se proto mimotfadné zvysil zajem o jeho genetickou strukturu.
Vybér plemenikil pro inseminaci, potvrzenych jako nositelé alely B k-kaseinu, je
proto preferovan zejména v oblastech, kde vyroba syri z mléka dojnic je jednim

z nosnych sméra uziti mléka (Urban, 1997).

Alela k-kaseinu B zvySuje produkci x-kaseinové frakce a celkovy obsah
bilkovin. Snizuje podstatné¢ dobu denaturace, syfenina ma jemn&j$i micely a

konzistenci, zvySuje se i obsah iontl, pfedevsim vapniku (Jandurova a kol., 2002).

Alela «-kaseinu E snizuje obsah kaseinii i B-laktoglobulinu a zhorSuje
fyzikalni vlastnosti syfeniny i jeji vytéznost, protoze vytvari hrubsi micely. Nebyl
vSak prokazan negativni vliv na uroven produkce mléka za laktaci nebo celkového
obsahu bilkovin. V homozygotnim stavu (EE) se projevuje technologicky velmi
negativné, protoze mléko od krav tohoto genotypu se tepelné nesrazi. Tento problém
je intenzivné studovan predevsim v severskych zemich, protoze frekvence vyskytu E

alely u ayrshirského skotu je varujici (Jandurova a kol., 2002).

as — kasein

Kaseiny as se srazeji roztokem CaCl; pfi teploté¢ nad 20°C. Z kaseinovych
frakci obsahuji nejvice fosforu. Kaseiny as se dale déli na dvé frakce as;- kasein a

aso- kasein (Navratilové a JansStova, 2014).

asy - kasein tvoii az 40% kaseind v mléce (Mat&jickova a kol., 2009). ag;-
kasein je tvofen 20 rGznymi aminokyselinami. Délka fetézce je 199 aminokyselin.
Pro tento kasein existuje 8 alel a to: A, B,C, D,E, F, G a H (Farrell a kol., 2004). U
evropskych plemen byl zaznamenan nejcastéjsi vyskyt alel B a C (Matéjickova a
kol., 2009). Z genotypi jsou pak nejvice zastoupeny genotypy BB a BC, s mensim
vyskytem pak genotyp CC (Maté&jickova a kol., 2009).

Podobné jako P-kasein neobsahuje aminokyselinu cystein. V piitomnosti

vapenatych iontll tvoii agi-kasein nerozpustnou vapenatou sil (Navratilova a
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Jan$tova, 2014).

Obsah as; - kaseinu z celkového obsahu kaseinii v mléce je zhruba 10 %
(Navratilova a Janstova, 2014). asp- kasein je tvofen 21 rliznymi aminokyselinami,
které vytvareji fetézec o délce 207 po sob¢ jdoucich aminokyselin. Pro tento kasein
existuji 4 alely: A, B, C a D (Farrell a kol., 2004). Tento kasein obsahuje dva zbytky

cysteinu a neni rozpustny v pfitomnosti vapniku (Navratilova a Janstova, 2014).
p- kasein

B-kasein zaujima az 45% podil kaseint v mléce (Matéjickova a kol., 2009)
Tento kasein je sloZzen z 20 aminokyselin, které vytvaieji fetézec o délce 209
aminokyselin. V dnesni dobé je znamo 12 alel tohoto kaseinu: A', A% A% B, C, D, E,
F G H, H>al (Farrell a kol., 2004). Nejcast&ji se u evropskych plemen skotu
vyskytuji alely A, A% A®a B (Matgjickova a kol., 2009). Frakce je citliva vidi

vysrazeni vapnikem pii 35°C (Navratilova a Janstova, 2014).

2.6 Kvantitativni znaky

Kvantitativni znaky jsou meéfitelné a patii k nim vSechny kvantitativné
méfitelné uzitkové vlastnosti skotu, tj. produkce mléka, produkce mlécnych slozek,
obsah mlécnych slozek, znaky dojitelnosti, produkce masa, znaky jate¢né hodnoty,
rustové ukazatele atd. Jsou to vesmés znaky s kontinuitni proménlivosti, se vSemi
variacemi mezi extrémnimi typy a zpravidla spliujici v pfisluSnych populacich
pfedpoklad normdlniho rozdéleni (Kopecky, 1981). U téchto vlastnosti hraji
podminky prostfedi mnohem vétsi dilezitost nez u vlastnosti kvalitativnich (Jakubec,
Bezdicek, 2010).

Pienos gent kvantitativnich vlastnosti a jejich variabilitu, Ize zkoumat jen u
velkého poctu ptibuznych jedinc soucasné v jedné nebo riznych populacich, na

zakladé vypoctu statistického odhadu koeficientu dédivosti (heritability) (Kuciel,
Urban, 2016).
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Pomoci laboratornich metod jsme schopni identifikovat a zjistit umisténi tzv.
lokust pro kvantitativni vlastnosti (QTL). QTL — lokus — je uréité misto na
chromosomu, kde se nachazi jeden nebo n¢kolik gentl, které spolu s ostatnimi
polygeny vyznamné ovliviiuji projev kvantitativnich vlastnosti. QTL je mozné
odhalit prostfednictvim jejich vazby s tzv. markery. Marker mize byt bud’ soucasti
QTL, jedna se tedy o pfimy marker, nebo je alesponn ve vazbé s QTL, tudiz je to
nepiimy marker (Rehout a kol., 2005).

2.7 Dédivost

Hovotime-li o polygenni genetické informaci, mame v soucasnosti na mysli

lokusy kvantitativnich vlastnosti, tzv. QTL (Kuciel, Urban, 2016).

Me¢ftitkem hodnoty riizného podilu variability genetické informace a prostredi
na promeénlivost fenotypového projevu komplexnich kvantitativnich vlastnosti

vyjadiuje koeficient dédivosti (heritability) (Kuciel, Urban, 2016).

V ptipadé mlécné uzitkovosti je pro ukazatele dojivosti a produkce tuku
stanovena stejnad dédivost a to 0,29. U obsahu tuku v mléce ma dédivost vyssi

hodnotu a to 0,47 (Samkova, 2012).

2.8 Plemenna hodnota (PH)

Pro odhad plemenné hodnoty existuji slozité matematicko-statistické modely,
které se vyznacuji predevSim tim, Ze je zapottebi odbornych znalosti genetickych a
biometrickych a jsou zaroven narocné na vypocetni techniku. Pfedpokladem pro

odhad plemenné hodnoty je kontrola uzitkovosti (Skladanka, 2014).

V soucasnosti se pifi odhadu plemennych hodnot pouzivaji komplexni
matematické modely, které nam v jednom kroku ocistuji celkovou uzitkovost od
systematickych i ndhodnych vlivii a zaroven zohlediiuji pfibuzenské vztahy mezi
jedinci. Jde o smisené linearni modely, konkrétné BLUP- AP (Best Linear Unbiased
Prediction — Animal Model) (Skladanka, 2014).
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2.9 Genom skotu

Genom je souhrnné genetické zalozeni organismu — znamena to, ze jde o
vesSkeré genetické informace kdédované v fetézci nukleovych kyselin ulozenymi v
bunécéném jadie (Beran, 2009).

Celkem bylo shromdzdéno a piecteno 35 milionti sekvenci, které za pouziti
pomocné techniky vytvari 2,86 miliard parti bazi. Celkova sestava genomu skotu
obsahuje 2 857 605 192 part bazi, z nichz 2 612 820 649 parh bazi je umisténo na
jednom z 30 chromosomu (29 autosomi a 1 pohlavni chromosom). Graf ¢. 1 ukazuje

pocet parti bazi umisténych na kazdém chromosomu (Zimin a kol., 2009).

Graf ¢. 1 - Pocet part bazi na chromosomu (Zimin a kol., 2009)
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Poznéani genomu skotu bylo velice slozZité a pracovalo na ném vice jak 300
védcll z 25 zemi a trvalo zhruba 6 let (Beran a Marcinkova, 2011). Jedna a ta sama
data ziskana sekvenci genomu skotu byla slozena dohromady dvéma riznymi tymy.
Tym na Baylor College rekonstruoval z pfectenych usekd genom oznafovany jako
BCM4 a na Universit¢ v Marylandu sestavili ze stejnych dat genom s kdédovym
oznacenim UMD2 (Petr, 2010). Celkem bylo dokonceno popsani a analyzovani 22
000 genu. Diky tomuto vyzkumu se povedlo ptidat skot do skupiny savct, jejichz

genom byl kompletné sekvenovan a popsan (Beran a Marcinkova, 2011).
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2.9.1 BCM4

Genom BCM4 je posledni verzi predchozich kompletaci genomu skotu
oznacenych jako BCM1, BCM2 a BCM3.1. Mé&l by byt presnéjsi jak jeho
pfedchiidci, a to zvlasté v tzv. repetitivnich sekvencich, kde se urcité tuseky
mnohokrat opakuji. Pro kompletaci genomu BCM4 byly pouzity vysledky sekvence
DNA byka a jeho dcery. To s sebou zakonité nese snizenou presnost ¢teni sekvenci
chromosomu Y, ktery byl v daném souboru pfitomen jen v jednom ,vytisku‘
(u byka). Chromosomy X byly k dispozici hned tfi. Dva u dcery s konstelaci
pohlavnich chromosomi XX a jeden u jejiho otce s pohlavnimi chromosomy XY.
Genom BCM4 ma u 90 % vSech sekvenci ur¢eno, na kterém se nachazeji
chromosomu. Celkem je v ném zkompletovana DNA obsahujici 2,54 miliardy bazi a
pokryto je odhadem 95 % vsech gent. Identifikovano bylo 17 482 SNP a piesnost
jejich odhaleni se odhaduje na 99, 2% (Petr, 2010).

2.9.2 UMD2

Pro kompletaci genomu UMD2 na Univerzit¢ v Marylandu byly pouzity
ponékud odlisné postupy. Celkem se podatilo zkompletovat 2,86 miliard bazi a z
nich 91% ma uréeno, na kterém se nachazeji chromosomu. V genomu UMD?2 byly
identifikovany i nékteré sekvence z chromosomu Y. Genom UMD2 ma mnohem
méné ,,mezer’. Lze to demonstrovat naptiklad u sekvenci, jejichz poloha byla ur¢ena
na pohlavnim chromosomu X. Zatimco genom BCM4 pokryl v chromosomu X jen
83 miliont bazi, v genomu UMD2 byla na chromosomu X identifikovana poloha 136
miliont bazi. Celkové se odhaduje, Ze genom BCM4 ma tfikrat vice chyb nez genom

UMD?2 (Petr, 2010).

Velmi prekvapujici byl poznatek, ze bovinni genom je mnohem podobnéjsi
tomu lidskému nez tfeba mysSi nebo potkani. Genom skotu obsahuje, jiz vySe
zminénych, 22000 gent a pfitom 80 % svych genl sdili s ¢lovékem. DalSim
dalezitym objevem je, ze se vice chromoSomii skotu shoduje s ¢astmi nebo celymi
lidskymi chromosomy, 1 kdyZ je v nich DNA v né€kterych tsecich pfeskupena trochu

jinym zpiisobem (Beran, 2009).

38



Zajimavé vysledky piinesl 1 vyzkum lokalizace gend, jejichz exprese se podili
na mlécné uzitkovosti. Byla potvrzena existence Ctyi velkych skupin genti, které se
vyskytuji v genomu v tésné blizkosti. Jde o geny pro kaseiny, imunoglobuliny,
fibrinogeny a proteiny podilejici se na tvorbé tukovych globuli. Ostatni geny pro
mlécné proteiny se v podobnych skupinach nevyskytuji. SpiSe je miizeme najit
»pridruzené” k dal$im genim regulujicim laktaci. Takové uspotfadani je zfejmé

vyhodné pro vzajemnou dokonalou koordinaci exprese téchto genti (Petr, 2010).

2.10 Genetické markery

Geneticky marker je gen, nebo usek chromosomu, jehoz umisténi na

chromosomu je zndmé a pouziva se jako orientacni bod v mapovani novych mutaci

(Rosypal, 2001).

Je to vysoce polymorfni znak, ktery vykazuje mendelistickou kodominantni
dédi¢nost, je snadno a jednozna¢né detekovatelny. Molekularné-genetické markery

maji proti klasickym tyto vyhody (Knoll, Vykoukalova, 2002):
a) jsou pocetné a relativné snadno identifikovatelné

b) vysoce informativni mohou byt typovany z malého mnozstvi tkané v

libovolném véku jedince (vEetné embryi nebo po smrti jedince)

c) DNA muze byt dlouhodob¢ archivovana a lze se tak k analyze opakované

vracet 1 po nékolika letech

Rozdéleni markert dle vyuziti pfi mapovani genomu (Knoll, Vykoukalova, 2002):

I. typ — kédujici exprimované geny, mohou byt kandidatnimi geny pro QTL.
Maji nizkou hladinu polymorfismu, jsou malo pouzitelné pro studie
diverzity rodin a populaci. Vyuzivaji se ale vyznamné v komparativnim,

tedy srovnavacim mapovani.

Il. typ — vysoce variabilni sekvence DNA. Zde se vyuzivaji piedev§im mikro
a minisatelity. Vlivem vysokého stupné polymorfismu jsou mikrosatelity

vysoce informativni v popula¢nich studiich a pfi urovani rodiovstvi,
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jsou zékladem pro vazbové mapovani genii. Tyto markery nemaji pfimo

vliv na variabilitu znaku, ale mohou byt ve vazbé s QTL).

I11. typ — jednonukleotidové polymorfismy (SNP), které mohou lezet uvnitf
kodujicich gent, ale Castéji v nekodujicich intronech nebo intergenovych
oblastech. Jsou vyuzitelné pro populacni a rodinné studie. Vyskytuji se v
genomu piiblizné kazdych 500 — 1000 bp. Vyznam ziskavaji s rozvojem

automatickych metod screeningu (microarrays).

Rozdé€leni markert dle charakteru svého polymorfismu (Knoll, Vykoukalovéa, 2002):

a) polymorfismus délky restrikénich fragmentd (RFLP — restriction
fragment length polymorphism)

b) polymorfismus v délce sekvence (SSLP — simple sequence length
polymorphism). Zahrnuje mikrosatelity a minisatelity. Sem patii i vzacné
se vyskytujici delece nebo inzerce v intronové casti zpusobené napf.

transpozony.

€) polymorfismus jednotlivych nukleotidi (SNP — single nukleotide
polymophism). Jednd se o bodové mutace. Né&které mohou byt
detekovany jako RFLP. V ptipad¢, Ze neexistuje rozpoznavaci misto pro
restriktazu, lze k detekci pouzit DGGE nebo SSCP, piipadné pouze

sekvencovani. VEtsinou jsou to bialelické markery.

Polymorfni molekularni markery jsou velmi uZitecné pro odhad ptibuznosti
mezi jednotlivei a zjisténi jejich pivodu, analyzy jsou nyni Siroce pouzivany ve

vétsiné taxont (Garant, Kruuk, 2005).

2.11 Kandidatni lokusy

Kvantitativni uzitkové vlastnosti zvifat jsou ovlivilovdny mnozstvim genti
malého Uc¢inku, nékteré geny vSak mohou mit vétsi vliv. Geny, které maji efekt na
ekonomicky vyznamné produkéni vlastnosti, oznacujeme jako kandidatni geny

(Métlova a Sztankéova, 2010). Pivodné byly kandidatni geny studovany z divoda
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zjisténi pfi¢in onemocnéni (Tabor a kol., 2002). Kandidatni geny jsou obecné geny se
znamou biologickou funkei, pfimo nebo nepfimo upravujici vyvojové procesy
zkoumanych vlastnosti (Zhu a Zhao, 2007). Geny umisténé v tésné blizkosti vedle
sebe na jednom nepohlavnim chromosomu vytvaieji shluk gent, ktery oznacujeme
jako haplotyp, a ktery se zpravidla dédi spole¢né. Metody detekce téchto genli maji
potencidl pro ovliviiovéani fyziologickych procesii (napi. syntézu mlécnych proteint).
Na jejich zaklad¢ je mozné urcit alelu, kterd ma za nasledek zadouci fenotypovy

projev, naptiklad lepsi syfitelnost (Matlova a Sztankoova, 2010).

Marker sdm o sob& nemusi uzitkové vlastnosti ovliviiovat, ale mize byt ve
vazbé s genem, jenz néktery znak ovliviiuje (Matlova a Sztankoova, 2010).
Identifikace polymorfnich mist a vyhodnoceni rozdilt alel kandidatnich genti mezi
zvitaty riznych fenotypovych hodnot nabizi potenciondlni moznost identifikace
markerového genu asociovaného s fenotypovou hodnotou (Urban, 2008). Pokud se
vztah mezi uzitkovosti a markerem prokaze, lze provést Casnou selekci mezi zviraty

jesté diive nez je znama jejich vlastni uzitkovost (Matlova a Sztank6ova, 2010).

Analyza kandidatnich gent je obvykle nezbytny proces pro nésledné pozi¢ni

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

Urban (2007) uvadi jako ptiklad genetického markeru identifikovaného u
skotu v 1. laktaci:

kandidatni geny

e rustovy hormon a zvySeni produkce mléka: somatotropni osa v
regulaci laktace
GHRH (somatocrinin, growth hormone releasing hormone; chr
13) a GHRHR (receptor; chr 4) — reguluji GH
> GH (rGstovy hormon; chr 19) a GHR (reseptor; chr 20)
e bunécné specificky transkripcni faktor pro aktivaci prolaktinu (PRL) a
GH genii v adenohypofyze
> Pit-1 (Pituitary — Specific Transcription Factor) (chr. 1)
e IGF-1 (Insuline growth factor 1; chr.5) a IGF-1 receptor (chr. 21)

pozi¢ni klonovani

e QTLnachromosomul, 2, 3,5,6,7,8,9, 10, 14, 16, 18, 20, 23
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Nasledujici pasaz ,, MATERIAL A METODIKA® o rozsahu 5 stran je vypusténa z
divodu budouci publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze v

archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Zemédélské fakulté JU.
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Nasledujici pasaz ,, VYSLEDKY A DISKUSE* o rozsahu 12 stran je vypusténa z
divodu budouci publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze v

archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Zemeédélské fakulté JU.
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Nasledujici pasaz ,,ZAVER® o rozsahu 1 strany je vypusténa z diivodu
budouci publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze v

archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Zemeédélské fakulté JU.
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