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Abstrakt:

Tato diplomova prace vznikla pfi studiu vlivu polymorfnich variant lokusu
mlééného proteinu betakaseinu (BCN) na znaky produkce a technologickou jakost
mléka. Genotypy pB-kaseinu (gen CSN2) byly stanoveny metodou PCR-RFLP.
Stanoveni genotypti AA, AB a BB bylo uskutecnéno u 731 dojnic. Vysledky
genotypovych frekvenci prokazaly, Ze genotyp BB byl ve zkoumané populaci
zastoupen zhruba pétkrat castéji nez heterozygoti AB a tficetkrat cCastéji nez
homozygoti AA. U 418 vzorktl byl analyzovan vliv genotypt BCN na produkci
a slozeni mléka. V této Casti nebyl zjistén statisticky vyznamny vliv genotypti ¢i alel.
Nésledna analyza vlivu genotypll a alel na syfitelnost a kysaci schopnost mléka
probéhla u 119 vzorkll. Vysledky nepotvrdily statisticky vyznamny efekt
na koagulaci mléka. V analyze jogurtového testu se projevil vliv genotypti. To by
mohlo znamenat, Ze genotyp AA je spojen s vyssi kysaci schopnosti a genotyp AB

snejniz8i. OvSem vysledky mohly byt ovlivnény niz$i Ccetnosti souboru

a nerovnomeérnou frekvenci genotypti ve zkoumané populaci.

Kli¢ova slova: mléko, mlécné proteiny, geneticky polymorfismus, betakasein, CSN2



Abstract:

This thesis was developed to study the influence of polymorphic variants of the
milk protein locus betacasein (BCN) on the production and technological quality
of the milk. The genotypes of p-casein (CSN2 gene) were determined by the
PCR-RFLP analysis. The determination of genotypes AA, AB and BB was made
in 731 dairy cows. The results of genotype frequencies showed that genotype BB
represented roughly five times more frequently than the heterozygotes AB and thirty
times more frequently than AA homozygotes in the population under study. The
effect of the BCN genotypes on the production and composition of milk was
analyzed in 418 samples. No statistically significant effect of genotypes or alleles
was found in this section. Subsequent analysis of the influence of genotypes and
allele on the coagulation and the determination of titratable ability of the milk was
performed on 119 samples. The results did not confirm a statistically significant
effect on milk coagulation. The yogurt test showed genotypic effects. This could
mean that genotype AA is associated with higher milk acidity and AB genotype with
lower. However, the results could be affected by lower frequency of the population
and an uneven frequency of genotypes in the population surveyed.

Keywords: milk, milk proteins, genetic polymorphism, betacasein, CSN2
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1. Uvod

MlIéko je nedilnou soucasti vyzivy lidi, kde zastupuje jednu ze zékladnich slozek.
Neni zvlastnosti, ze zvySovani spotieby tohoto zivoc¢isného produktu uzce souvisi
S neustale naristajici populaci ¢lovéka. S timto faktem kontinualné stoupaji naroky
na chovatelské podminky, welfare, zdravi a vyzivu zvitat. Neopomiji se ale ani jeden

z prednich aspektu, kterym je genetické zaloZeni jedince.

V chovu skotu stidle nartistd zdjem o informace tykajici se genetického
polymorfismu mléénych proteinti. Pfedev§im s ohledem na jeho vztah ke slozeni,
kvalité a naslednému vyrobnimu zpracovani mléka. Vzhledem k tomu, ze kravské
mléko se pouziva hlavné k vyrobé syrt a jogurtl, je dilezity odhad miry vlivu
polymorfismu kandidatniho lokusu na technologické vlastnosti mléka. Vyrobci
mlécnych produktd by tak mohli optimalizovat zpracovavajici proces presné podle

téchto udaju, aby nasledné zlepsili kvalitu mléénych produkti a rentabilitu vyroby.

Hlubsi znalosti genetického polymorfismu mléénych bilkovin a jejich dopad na
technologické vlastnosti byly jiz dfive zajmem nékolika studii. Znalost genl
kaseinovych a syrovatkovych proteintl, jez jsou zavislé na mendelistické dédicnosti,
je nezbytna pro objasnéni jejich vlivu na slozeni mléka, jeho nutri¢ni a technologické
vlastnosti. Nasledn¢ by tyto informace mohly byt vyuzity v oblasti selekénich

postupt vedoucich k vybéru krav s zadoucimi genotypy.

Tato prace je zaméfena na zjiSténi genetické variability mlééného proteinu
betakaseinu (BCN) ve vybrané populaci dojnic. A na nasledné zkoumani pasobeni

riznych haplotypl na syfitelnost mléka a eventudlni vyuziti jeho vlivu.
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2. Cil prace

Cilt diplomové prace bylo nékolik:

e Provést genotypizaci kandidatniho lokusu s moznym vlivem na
technologické vlastnosti (predevsim syfitelnost) a jakost mléka.

e Vytvofit asociaéni analyzu vztahu genotypi k technologickym
vlastnostem mléka.

e Vyhodnotit zjisténa data statistickymi programy.

e Vhodné¢ interpretovat dosazené vysledky.

Diplomova prace byla zpracovana s podporou projektu QJ1510339 a GAJU-
002/2016/Z.
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3. Literarni prehled

3.1 Mléko

Mléko definované jako bila prisvitna tekutina se fadi mezi zasadni soucast lidské

stravy a poskytuje zaklady pro spravny rast a vyvoj (Rijnkels, 2002).

Vedle primarni funkce, kterou je hlavni zdroj vyzivy a poskytovani imunologické
ochrany novorozenych savcid, je dulezitou slozkou potravinaiského pramyslu
vzhledem k jeho jedineénému slozeni a vlastnostem jednotlivych slozek (Holt a kol.,
2013).

Mléko riiznych ZzivociSnych druhti od kravského, koziho, ov€iho, pfes kobyli
a velbloudi aZz po buvoli je hojné¢ zahrnuto ve stravé nejen déti, ale 1 vétSiny
dospélych lidi. MIéko a jiné mlééné vyrobky poskytuji vysoce kvalitni zdroj energie,
bilkovin, mineralnich latek, sacharidi, mastnych kyselin, rustovych faktort,
imunitnich modulator a dalSich prospéSnych latek pro vétSinu lidské populace

(Jaiswall a Sarsavan, 2014).

Tento zivocisny produkt je velmi cenén i pro obsah mnoha prvki jako je napf.
vapnik, hot¢ik nebo fosfor a také poskytuje nékolik bioaktivnich peptidu (Belitz
a Grosch, 2004).

Produkce mléka u skotu je funkci bezpocétu epitelovych bunék mlééného
parenchymu a jeho tvorba probiha neustéle bez ohledu na stupen laktace. Je znamo,
ze nekteré slozky mléka jsou privadény krevnim feciStém poté, co dojde ke vzniku
jejich prekurzori v jatrech a nékteré jsou syntetizovany piimo v alveolarnich
bunkach (Miller a kol., 2006). Intenzivni krveni mlécné zlazy je tedy zakladem
sekrece mléka piicemzZ se udava, ze na jeden litr vyprodukovaného mléka protece

vemenem okolo 500 litra krve (Tanc¢in 2013).

Vlivi ovliviiujicich laktaci je mnoho a zakladni rozdé€leni se urcuje dle genetické
podminénosti ¢i podminéni prostfedim. Mezi vnéjsi vlivy podminéné prostiedim lze
fadit v&k a zdravotni stav dojnice, vyzivu, pohyb, techniku dojeni a systém ustdjent,

sezénnost, veék pii prvnim oteleni, pofadi a stadium laktace, ale tfeba i lidsky faktor
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(Chandan, 2007). Do dédicné zalozenych vlivli patii druh zvifete, plemeno

a genetické zalozeni daného jedince (Gajdiusek, 2003).

3.1.1 Spoti‘eba mléka a mlé¢énych vyrobku

Kravské mléko zastupuje nejveétsi cast (okolo 80%) z celkového objemu
konzumovaného mléka a ze studie provadéné v letech 1990 az 2010 zahrnujici 187
zemi a témét 700 000 lidi vyplyva, Ze spotfeba syrového mléka u jedinci ve véku
nad 20 let ¢ini v praméru asi 135 ml za den (Singh a kol., 2015). Obecné plati, ze pii
takto rozsahlém vyzkumu se Gdaje z riznych zemi zasadné 1isi (Amigo a kol., 2000).
Nejvétsimi spotiebiteli mléka na svété byli v roce 2010 obyvatelé Svédska a Islandu,
ktefi vypili asi 568 ml mléka denné, zatimco nejmensi spotieba byla registrovana
v severni Koreji, jejichZ udaje jsou jen okolo 14 ml konzumovaného mléka za den
(Singh a kol., 2015).

mintonnes  All species min tonnes Cow
900 200
+ 2.8% +2.2% +2.1%
800 700
+2.4% +2.3% r_-‘-— +2.2% + 1.9“.-";* 2.7%
700 CAS ‘- gog  CAGR < L=
600 500

732) [753] [770) 506 [608] [624] [637]

500 {sgp -555

400 r—l

2000 2005 2009 2010 2011 2012

400 439| Eig
300 il ff
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Obrazek ¢. 1: Rocni produkce mléka vsech druhti zvitat a kravského (v mil. tun)
k roku 2012, Zdroj: Bull. IDF 470/2013

MIlécné vyrobky, zejména ty, které pochéazeji z kravského mléka, jsou hlavni
vyzivovou slozkou stravy clovéka a jejich konzumace se po celém svété stile
zvySuje (Ul Haqg a kol., 2014). V tabulce ¢. 1 je uvedena svétova spotieba mléka
a mlécnych vyrobkt k roku 2012.
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Kontinent Spotieba Spotieba na Podil na Podil na
(mil. tun) | obyvatele (kg) svétové svétove
spotiebé (%) vyrobé (%)

Asie 311,6 73,1 40,6 37,7
Evropa 207,5 280,3 27 28,4
Severni Amerika 95,6 274 12,5 12,9
Stredni Amerika 20,4 127,6 2,7 2,2
Jizni Amerika 69,6 175,2 91 9,1
Afrika 53,3 49,7 6,9 6,0
Oceanie 9,4 254,7 1,2 3,8

Tabulka ¢. 1: Svétova spotieba mléka a mléEnych vyrobkt k roku 2012,
Zdroj: Bull. IDF na podkladé FAO Food Outlook

V roce 2011 vykazovala svétova produkce syra vice nez 18 milionli tun ro¢né

(Gregersen a kol., 2015). EU se ve svétové vyrobé mlécnych produkti fadi mezi

prvni pticky. Vyroba mléénych produkti v EU kroku 2012 je zaznamenana

Vv tabulce ¢. 2. V roce 2012 byla u konzumniho mléka na prvnim misté pied USA

a Cinou. Co se tyde vyroby syri, zastala také prvni pii¢ku pfed USA a Brazilii,

u zakysanych vyrobki taktéz pred Cinou a Irinem. U ostatnich vyrobkd je to

podobné, kdy se sttida na prvnim misté v produkci s Novym Zélandem nebo napf.

Indii.
EU Vyroba (mil. tun) Meziro¢ni rist (%)

Konzumni mléko 32,9 -0,4

Zakysané vyrobky 9,3 -15

Maslo a jiné formy mlééného tuku 2 +1
Syry vyrobené z kravského mléka 8,8 +14
Susené plnotu¢né mléko 0,7 -2,9
Susené odsttedéné mléko 1,2 -0,1

Tabulka €. 2: Vyroba mléénych produkti v EU k roku 2012,

Zdroj: Bull. IDF 470/2013
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Zejména v poslednich letech je mléko velmi diskutovanym zivodiSnym
produktem ve spojeni s lidskym zdravim. Mléko a mlééné vyrobky obsahuji mimo
jiné také nasycené tuky a jejich spotieba ¢asto zapficini zvySeni hladiny cholesterolu
v plazmé (Sun a kol, 2007). To ziejmé& vede k SirSimu piesvédceni, ze mléko
a mlécné vyrobky jsou faktorem obezity a chronickych onemocnéni, a tudiz by jejich

spotieba mé¢la byt omezena (Rice a kol., 2013).

Vyvozovani zavéri o dusledcich konzumace mléka na zaklad¢ jednoho udaje,
jako je hladina cholesterolu, je vSak zcela nepiiméfené, protoze ignoruje skutecnost,
ze mléko, které je slozitym produktem S mnozstvim zivin, pravdépodobné ovliviiuje
mnoho mechanismid zasadnich pro lidsky vyvoj. Analyzy, které jsou v této véci
prezentovany, dokazuji, ze u jedinci, ktefi piji nejvice mléka, dochazi k malému
avsak uziteCnému snizeni rizika koronarniho srde¢niho onemocnéni ¢i snizeni miry

pravdépodobnosti vyskytu mozkové mrtvice (Elwood a kol., 2010).

3.1.2. SlozZeni mléka

Slozeni mléka je nezbytné zkoumanym aspektem piedev§im proto, ze svymi
chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi zasadné ovlivituje kvalitu mlécnych vyrobki.
Sledovani sloZeni mléka je zasadni pro vyrobu kvalitnich a vyzivové hodnotnych
mlécnych produktii a je casto provadéno u jednotlivych vzorkli 1 nékolikrat

v prubéhu zpracovani (Rafiq a kol., 2016).

Mezi hlavni slozky mléka jsou fazeny voda, tuk, bilkoviny, lakt6za a mineralni
latky. V tabulce €. 3 jsou uvedeny mezni i stfedni hodnoty procentického obsahu
téchto latek v kravském mléce. Obsahuje vsak i stopové mnozstvi dalsich latek, jako

jsou vitaminy, enzymy, pigmenty, fosfolipidy a plyny (Moran a kol., 2017).
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Hlavni slozky mléka

Mezni hodnoty (%)

Stredni hodnota (%)

Voda 85,5-89,5 87,2
Susina 10,5-14,5 12,8
Tuky 2,5-6 3,8
Proteiny 29-5 3,4
Sacharidy 36-55 4,8
Mineralni latky 0,6-0,9 0,8

Tabulka ¢. 3: Procenticky obsah latek v kravském mléce,
Zdroj: Koiinek, 2000

Mléko obsahuje z nejvétsi Casti vodu, v suSiné jsou pak nejhojnéji zastoupeny

sacharidy, tuky ¢i proteiny a minerdlni latky tvofi méné neZz jedno procento

celkového obsahu (Kofinek, 2000). Velké rozdily pak 1ze zaznamenat mezi riznymi

druhy savcu, jak je vidét i v tabulce €. 4, kde je vypsan procenticky obsah hlavnich

sloZzek mléka u €loveéka a nekterych hospodarskych zvitat.

Druh Voda (%) | Tuky (%) | Proteiny (%) | Sacharidy (%) | Min. latky (%)

Skot 87,2 3,8 3,4 4,8 0,8

Ovce 80 9 6 41 0,9

Koza 86,7 4,2 3,8 4,5 0,8

Prase 81,2 6,2 6,3 4,5 1,1
Clovek 87 4,3 1,4 6,5 0,3

Tabulka €. 4: Procenticky obsah latek v mléce savct,
Zdroj: Savci.upol.cz, 2002

16




3.2 Mlécné proteiny

Kravské mléko je jednou z nejdiilezitéjSich potravin pro kojence, déti i dospélé
na celém svété. Je fazeno mezi nejCastéjsi zdroj zivocisnych bilkovin a stopovych
prvka (Jaiswal a Sarsavan, 2014). Mléko obsahuje mnoho komponent a jednou
Z nich je i slozita smés stovek druhd jednoduchych, globuldrnich a konjugovanych

proteint, které tvoii komplikovany souhrn dusikatych latek (Laible a kol., 2016).

Mlécné proteiny jsou mimo jiné vyznamné tim, Ze jsou piirozenym nosi¢em
bioaktivnich latek. Jejich strukturalni a fyzikalné-chemické vlastnosti umoziuji tuto

jejich funkci v systému navazani a dodavani pottebnych latek (Livney, 2010).

Mlécné bilkoviny se takto ptfirozené vyvinuly k dodani napi. vaniku a fosforu,
ale 1 sloZzek imunitniho systému jako tfeba imunoglobulinti a laktoferrinu od matky

pro novorozena mlad’ata (Thompson a kol., 2009).

Jedine¢nou zajimavosti je i fakt, ze lidé jako jedini savci konzumuji mléko jinych
zivocisnych druhii jako hlavni zdroj potravy. Nicménég, kravské mléko mé zietelné
odlignou skladbu proteint ve srovnani s ostatnimi druhy mléka, tudiz i s matetskym.
Celkovy obsah bilkovin v matefském mléce je niz$i a obsah laktézy naopak vyssi
ve srovnani s mlékem kravskym (Boudry a kol., 2010). | z tohoto diivodu dochazi
stale vice ke zkoumani nejen sloZeni proteind, ale 1 jejich mozné Gpraveé v kravském
mléce pomoci zkoumani genetickych variant proteind a moznosti jejich nasledného

vyuziti v selekci zvitat (Laible a kol., 2016).

Raznost bilkovin vyrazné pfispiva k jedinecné nutricni a funkéni kvalité kravského
mléka. Bylo zjisténo, ze napt. roénim obdobim je ovlivnén a- a B-kasein stejné jako
I a-laktaloumin. Tento vliv je uveden v tabulce ¢. 5. Dale byly pozorovany tcinky
v dobé¢ stresovych situaci a v disledku toho vzrostla relativni koncentrace p-kaseinu
(Gellrich a kol., 2014). Vysledkem je, ze podstatné odchylky ve slozeni mlé¢nych
bilkovin mohou byt zptisobeny vlivem mnoha riznych faktorti at’ uz druhem zvitete,
plemenem, individualnim genetickym zaloZenim, poradim laktace a dalSimi (Hallén

a kol., 2008).
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Mlécné Ro¢ni obdobi

proteiny Jaro Léto Podzim Zima

a-kasein 341+05 33,8+0,5 34,8+ 0,4 34,7+ 0,4

[-kasein 31,8+0,3 32,6 £0,4 31,7+0,3 31,2+0,3

k-kasein 16,2 £0,7 15,5+0,7 15,9 +£0,7 15,8 £0,7
a-laktalbumin 2,1+0,1 22+0,1 2,0+0,1 2,1+0,1
B-laktoglobulin 9,9+0,4 9,6 0,4 9,6 0,4 9,8+0,4
ostatni proteiny 6,5+0,4 6,2+0,4 56+0,4 6,3+0,4

Jaro (bfezen-kvéten), Léto (Cerven-srpen), Podzim (zati-listopad), Zima (prosinec-tinor)

Tabulka ¢. 5: Primérné koncentrace hlavnich mlé¢nych proteinii v prabéhu ro¢nich
obdobi, Zdroj: Gellrich a kol., 2014

V mléce jsou piitomny dvé hlavni proteinové skupiny, nazyvané kaseiny
a syrovatkové bilkoviny (Chandan, 2007). Kaseinové bilkoviny v kravském mléce
predstavuji az 80% a syrovatkové zastupuji okolo 20% z celkového poméru
mlécnych proteinti a mléko krav je tedy fazeno mezi kaseinové. Dalsim typem je
mléko albuminové, které se vyskytuje u monogastrii, kde je mensi zastoupeni

kaseinovych bilkovin (McLachlan, 2006).

3.2.1 Kaseinové proteiny

Mlécné proteiny, které fadime mezi kaseiny lze charakterizovat tim, ze jsou
syntetizovany v mlééné Zlaze, patii mezi né nékolik fosfoproteinti a glykoprotein
a jsou sekretovany jako koloidni komplexy nazyvané micely (Zhang a kol, 2005).
Dochazi u nich ke srazeni pii pH 4,6 a pii 20°C (Farrell a kol., 2004).

Skladaji se ze Ctyt autosomalnich geni CSN1S1, CSN1S2, CSN2 a CSN3, které
jsou zodpoveédné za syntézu al-kasein, o2-kasein, B-kasein a k-kasein. U skotu jsou
geny kaseint lokalizovany na chromozomu 6 a tyto proteiny tvoii okolo 80%

z celkového obsahu bilkovin v mléce (Vincent a kol., 2014).

18



V kravském mléce jsou tedy pfitomny Ctyii druhy kaseinovych proteind. Kasein
al-kasein oznacujici se jako CSN1S1, ktery zastupuje 39 — 46% z celkového objemu
kaseinu, o2-kasein pod zkratkou CSN1S2 s8 — 11%, B-kasein s ozna¢enim CSN2
a snejvySsim obsahem 25 — 35% a posledni k-kasein CSN3, ktery se v mléce

vyskytuje v poméru 8 — 15% (Jaiswal a Sarsavan, 2014).

Kaseinové proteiny nejsou v mléce jen jako monomerni struktury. Maji méné
uspofadané sekundarni a tercialni struktury ve srovnani s typickymi globularnimi
bilkovinami, ale jsou uspofadany do komplexnich micel, které umoziiuji extrémné
vysokou koncentraci proteinu az 30 mg / ml kravského mléka, pii zachovani nizké

viskozity s vysokou rozpustnosti (Laible a kol., 2016).

Az 95% kaseinli je sestaveno do kaseinovych micel. Jsou to koloidni Castice
o praméru 50-300 nm (v praméru 150 nm) a molekulové hmotnosti v rozmezi 108 az
3 x 10° Da. Obsahuji okolo 94% proteinti a 6% nizkomolekularnich slou¢enin
v podobé malych iontl, ptedevSim vapniku, fosforu, hoiéiku a citratu, obecné
nazyvanych jako koloidni fosfore¢nan vapenaty. Micely obsahuji asi 2 g vody / 1 g
bilkovin a v 1 ml mléka se nachazi 10** az 10% micel (Fox a McSweeney, 2003).
Jejich hlavni funkci je soustfedéni, stabilizace a dodavani vapniku, fosfatu a bilkovin
od matky k novorozenci. Kaseiny vazi hydrofobni molekuly nékolika mechanismy
véetné hydrofobnich interakci, van der Waalsovych sil a vodikovych vazeb (Livney,
2010).

Tato struktura kulovitého tvaru vykazuje znacné rozdily nejen ve slozeni,
struktute a velikosti, ale i v mineralnim slozeni za rtiznych podminek. Rozdily
viskozity, vlastnosti a velikosti micel jsou v mléce riznych Zzivo¢isnych druht
odli$né a bylo prokazano, ze maji také vliv na zpracovatelské vlastnosti mléka. Tyto
funkce a vlastnosti micel jsou dany pravé mléénymi bilkovinami, které maji oteviené
a flexibilni konformace a sestavaji z hydrofilnich a hydrofobnich segmentt (Holt

akol., 2013).

Stabilita kaseint a kaseinovych micel béhem ohfevu, mrazeni a suSeni je cenna
pfedevSim pfi dodavani potravinovych pfisad a bioaktivnich latek. Nicméné,
environmentalni modifikace jako naptiklad zmény pH, narusuji stabilitu struktury

kaseinovych micel (Fox a McSweeney, 2003).
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Kaseiny jsou pouzivané jako slozka bilkovin v riznych potravinaiskych
vyrobcich, kde zlepSuji jejich fyzikalni a funkéni vlastnosti. Mezi hlavni patii
hustota, pénéni, emulgace, struktura a predevsim vyzivova hodnota (Livney, 2010).
Kaseiny jsou obecné povazovany za bezpené a zdravotné nezavadné a maji
vynikajici vazebnou kapacitu pro ionty a malé molekuly, vynikajici vlastnosti
emulgace a samozasobeni a schopnost tvofeni gelu a vazani vody. Z téchto divodu
jsou tedy jednotlivé kaseiny a kaseinové micely vybirani jako dobii kandidati
s vhodnymi vlastnostmi nosi¢e k dodavani citlivych latek v potravinarském

a farmaceutickém primyslu (Elzoghby a kol., 2011).

Geneticky polymorfismus mlécnych bilkovin je stale velkym zajmem v chovu
skotu predevsim kvuli provazanosti se Slozenim, kvalitou a technologickou strankou
zpracovani mléka (Sharma a kol., 2012). Rada studii ukazala, Ze produkce, slozeni
a kvalita mléka jsou ovlivnény genetickymi variantami mléénych proteint. Bylo
popsano, ze nékteré varianty B-kaseinu a x-kasein jsou spojeny s vy$si dojivosti
ve srovnani s jinymi genotypy. Proto piedstavuje identifikace variant mléénych
bilkovin dilezity nastroj pro zlepSeni vynosu, kvality a technologickych vlastnosti

mléka (Vincent a kol., 2014).

3.2.1.1 Betakasein

Betakasein (BCN) je jednou z hlavnich slozek kaseinovych bilkovin a v kravském
mléce je jeho prumérny obsah 35 mg / ml (Esmaili a kol.,, 2011). Jedna se
o molekulu, kterd se skldda zjediného fetézce o209 aminokyselinich a jeji
molekulova hmotnost je 24 kDa (Antoniou a kol., 2011). Je také tfeba poznamenat,

ze B-kasein popisovany v této praci se lisi napf. od lidského BCN.

Betakasein ma amfifilni charakter, mize tvofit micelarni nanostruktury a spolu
s vysokou povrchovou aktivitou dochazi k ziskani vyznamnych vlastnosti, jako je

dobra pénivost a vysoka emulgacni schopnost (Faizullin a kol., 2017).

Lokus kodujici B-kasein je oznacovan CNS2 a nachazi se na 6. chromozomu
bovinniho genomu. Tento protein patii mezi nejvice polymorfni gen mlécnych

bilkovin. Celkov¢ zahrnuje az 13 genetickych variant (Caroli a kol., 2009). V tabulce
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¢. 6 mizeme vidét zmény aminokyselinové sekvence u 12 alelickych variant: Al, A2,

A3, B, C, D, E, F, G, H1, H2, a I. Pro alelu A4 nalezenou v mléce korejského

puvodniho skotu, kterd neni zobrazena v tabulce €. 6, nebyla dosud rozpoznana

substituce nukleotidu (Kaminski a kol., 2007).

Zména v aminokyselinové sekvenci

18 |25 | 35 |36 | 37|67 | 72 | 88 | 93 | 106 | 117 | 122 | 137 | 138
A2 | SerP | Arg | SerP | Glu | Glu | Pro | Glu | Leu | GIn | His | GIn | Ser | Leu | Pro
Al His
A3 Gin
B His Arg
C Ser Lys | His
D | Lys
E Lys
F His Leu
G His Leu
H1 Cys lle
H2 Leu Glu
| Leu

kaseinu, Zdroj: Kaminski a kol., 2007

Tabulka ¢. 6: Zmény aminokyselinové sekvence riznych genetickych variant 3-

Pro vSechna plemena jsou obecné nejbéznéjsi varianty CSN2 Al a A2, nésleduje

geneticka varianta B, ktera se vyskytuje s vyssi frekvenci u nékterych plemen, jako je

napt. Normandsky a Jerseysky skot, kde je frekvencni rozsah 0,30 - 0,45 nebo

Montbeliardsky skot, plemeno Reggiana, Modenese a italska plemena skotu

s frekven¢nim rozsahem 0,10 - 0,25 (Chessa a kol., 2013). Naposledy identifikovana

alelicka varianta CSN2 | je bézna spiSe u HolStynského skotu s frekvenci 0,12 a Red

Pied plemene, u kterého byla zjisténa frekvence: 0,14 (Jann a kol., 2002). Jiny zdroj

vSak uvadi, Ze frekvence této genetické varianty fB-kaseinu je u Holstynského skotu

21




az 0,19 (Visker a kol., 2010). Dulezitou informaci je i heritabilita, ta se pro B-kasein
pohybuje od 0,63 do 0,69 (Bonfatti a kol., 2011).

Nejbéznéjsi formy B-kaseinu Al a A2 jsou také nejdiskutovanéj$imi a nejvice
zkoumanymi genetickymi variantami (Farrell et al., 2004). U jedinct s genetickou
variantou Al bylo zjisténo mensi mnozstvi nadojeného mléka a nizsi obsah proteind
oproti dojnicim nesouci alelu A2. Vznik téchto 2 geneticky odlisSnych forem je
vysledkem polymorfismu jediné aminokyseliny (Jaiswal a Sarsavan, 2013). Lisi
se pouze v poloze 67 pB-kaseinového fetézce, kde je u formy A2 koddovana
aminokyselina prolin, zatimco u varianty Al je Vvtéto poloze substituovana

aminokyselina histidin (Roginski a kol., 2003).

Dilezitym poznatkem mimo odli$nostmi mezi CSN2 Al a A2 je i polymorfismus
u genetické varianty B. Ta se genetickou strukturou fetézce vice podoba varianté¢ Al
diky histidinu v poloze 67, avsak 1isi se od ni aminokyselinou v pozici 122, kde je

koédovan arginin misto serinu (Jaiswal a Sarsavan 2014).

V tabulce €. 7 je uvedeno srovnani frekvenci alel CSN2 u italskych friskych krav,

kdy vzorky byly analyzovany nejprve v roce 2003 a nésledné v roce 2012.

Gen CSN2 Rok odebrani vzorkt
Alela 2003 2012
Al 0,392 0,395
A2 0,533 0,530
A3 0,005 0
B 0,070 0,035
I N.D. 0,040

N.D.: not determined = neurceno (varianta CSN2I nebyla odliSovana od CSN2A2)

Tabulka €. 7: Srovnani frekvenci alel CSN2 u italskych friskych krav vzorkovanych
v roce 2003 a 2012, Zdroj: Chessa a kol., 2013
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3.2.1.2 Betakasein v potravinaistvi

Betakasein ma vynikajici funkcni vlastnosti, predevSim pénivost a emulgaci a je
proto vhodny pro pouziti v riznych aspektech potravinaiské vyroby (Chessa a kol.,
2013). Kaseinovy koncentrat s vy$§im podilem B-kaseinu vytvaii pénu s dobrou
stabilitou. Tato vlastnost je uzite€na v potravinaistvi pfi aplikacich vyuzivajicich

Slehéni nebo pénéni (Siebel a kol., 2015)

Na druhou stranu hydrolyza BCN zlepSuje tepeln¢ indukované funkéni vlastnosti
syrd, zejména jejich tavitelnost. Snizeni koncentrace B-kaseinu v mléce (tj. zvySeni
poméru al-:B-kaseinu) zlepSuje funkéni vlastnosti syrti (O Mahony a kol., 2014).
Pti zméné poméru a zpracovani mléka s niz§im obsahem BCN vykazuje vyrobeny
syr lepsi roztiratelnost a v pritbéhu starnuti méné hotkou chut’ (Siebel a kol., 2015).
Peptidy uvolnéné z B-kaseinu béhem zrani syrd jSou totiz zndmy jako primarni

prispévatelé hotkosti v téchto mlécnych produktech (Iwaniak a Minkiewicz, 2007).

Velmi dialezitym aspektem je také genotyp. Ve skuteCnosti jsou B-kaseinové
micely nesouci alelu B celkové stabilnéjsi nez s alelou A, ale zaroven také citlivéjsi
vici chymosinovému ucinku. Tvarova rychlost je vySsi u mléka s genotypem B
v porovnani s mlékem B-kaseinu A, zatimco velikost micel je zde mensi, coz by

mohlo vysvétlovat lepsi koagula¢ni vlastnosti (Hayes a kol., 2009).

Vyzkumy také odhalily, Ze genotyp A1Al vyznamné ovliviiuje dojivost. Genotyp
A2A2 zase obsah tuku a bilkovin v mléce a zaroven s tim snizuje cholesterol. Vyssi
obsah bilkovin a tuku je také asociovan s alelou B a zvySeni koagula¢nich vlastnosti
pfedevsim s genotypem BB (Miluchova a kol., 2009; Jaiswal a Sarsavan, 2014).
Celkové vyssi obsah B-kaseinu je asociovan s genotypy AlA2, Al1B, A2B a A3B
(Heck a kol., 2009) Nejvyssi obsah tuku a proteinti byl zaznamenan u dojnic
s genotypem A2A3 a genotyp AlA3 zase vykazoval nejvyssi dojivost, ale nizsi

procento proteinti (Kucerova a kol., 2006).

Velky vliv genetickych variant na leps$i vlastnosti mléénych produkti naznacuje
vhodnost vybéru specifickych alel nebo haplotypt, které by mohlo byt uzitecnym
nastrojem pii zpracovani mléka s zddoucim proteinovym  slozenim

a technologickymi vlastnostmi (Pédrna a kol., 2012). Chovné programy mohou vést
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ke dvéma hlavnim vyhodam. Zvyseni plemenné hodnoty pro obsah proteinu
a snizeni frekvence genotypu Al, ktery je povazovan za rizikovy faktor v lidské
vyzivé. Betakasein je velice polymorfni gen, ktery je v této dobé vyhodnocen

s mirnou pfevahou genotypu Al (Jaiswal a Sarsavan, 2014).

3.2.1.3 Betakasein ve spojitosti s lidskym zdravim

Dvé nejcastéjsi genetické varianty BCN Al a A2 jsou V poslednich letech stfedem
zdjmu hlavné€ pro jejich potenciondlni vliv na lidské zdravi, spojené predevSim se
stale Cast&jSim vyskytem intolerance laktézy (Kaminski a kol., 2007; Jaiswal
a Sarsavan, 2013; Briissow, 2013).

Dle vyzkumi provadénych pomoci travicich enzymi je jednoznaéné, ze
u kravského mléka dochazi k proteolyze u typu CSN2 Al, ale ne u varianty A2
(Caroli a kol.,, 2016). Dojnice mohou byt homozygotni pro jeden ty nebo
heterozygotni s alelickou kodominanci, kdy jsou v mléce vyjadieny ob¢ alely.
Aminokyselina histidin nachazejici se u typu Al a ptibuznych subvariantach B a C na
pozici 67 snadno umoziuje enzymatickou hydrolyzu, ov§em na rozdil od toho, prolin

v této pozici u varianty A2, A3 a D brani proteolytickému $tépeni (Deth a kol., 2016).

Béhem traveni se proteiny v mléce rozkladaji na peptidy (Truswell, 2005).
Vétsina téchto peptidi se preméni na aminokyseliny, které jsou absorbovany
krevnim fecistém, dalsi z nich jsou vylouceny Ve stolici a malé mnozstvi projde pies
stfevni sténu do krevniho ob&hu, zatimco stale zlstavaji ve formé peptidu (Sharma

akol., 2012).

Nekteré mlécné proteiny a jejich aktivni peptidy pak mohou byt zdrojem tzv.
opioida (Kostyra a kol., 2004). Pod timto pojmem se rozumi Chemické latky, které
vykazuji v téle aktivitu morfinu. Nékteré z nich jsou znamy tim, Ze hraji dilezitou
roli v reakcich na stres, bolest ¢i kontrolu pfijmu potravy. Tyto latky piisobi vazbou
na opioidni receptory, které se nachazeji hlavné v centrdlnim nervovém systému
a gastrointestindlni traktu (Teschemacher, 2003). Proteolyza probihajici pfi traveni
mléka a syrt, rovnéz vede ke vzniku rtznych bioaktivnich peptidd (Jaiswal

a Sarsavan, 2014).
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Hydrolyza f-kaseinu vede ke vzniku hexapeptidu Pro-Gly-Pro-lle-Pro-Asn
(63 + 68) a tripeptidu Leu-Leu-Tyr (191 + 193). Betakasein obsahuje tzv.
betakasomorfiny, to jsou fragmenty sekvence B-kaseinu 60 + 70 o délce 4-11
aminokyselin, které maji opiatové vlastnosti. Bylo prokazano, ze tyto

betakasomorfiny moduluji imunitni systém (Sodhi a kol., 2012).

Pti traveni BCN genotypu Al dochézi mimo jiné k uvoliiovani opioidu s ndzvem
betakasomorfin 7 (BCM7), ktery je spojovan s fadou onemocnéni. Zkouman je
predevS§im ve spojitosti s autismem, diabetes typu 1, syndromem nahlého umrti
kojenctli, roztrouSenou sklerézou, parkinsonovou chorobou nebo schizofrenii

(Sharma a kol., 2012).

Bovinni a humanni BCM?7 se 1i8i o 2 aminokyseliny v peptidu. Struktura lidského
BCM7 je H-Tyr51-Pro52-Phe53-Val54-Glu55-Pro56-1le57- OH, zatimco u skotu je
to H-Tyr60- Pro61-Phe62-Pro63-Gly64-Pro65-11e66-OH (Jaiswal a Sarsavan, 2014).
Tyto strukturalni rozdily maji vliv na opioidni aktivitu BCM7. Betakasomorfin 7
uvolnovany z mléka skotu je nejméné 10 krat G¢innéjsi (tzn. ma vyssi vazebnou
afinitu pro opioidni receptory), nez lidsky BCM7. To mize mit rizné disledky na
zivotni funkce jedince s pfijmem mléka genotypu Al (Ul Haq a kol., 2014).

Position 67
{praline hinders

A2 beta-casein . @@@@@ @@@ @. cleavage)

Position 67
(histidine readily
allows cleavage)

beta-casomorphin-7
(BCMT)

Obrazek ¢. 2: Uvolnovani BCM7 z BCN A1, Zdroj: www.urgeschmack.de

Uloha vyzkumu vlivu B-kaseinu v oblasti zdravi a rozvoje lidi je tématem

rozsahlych védeckych debat. Vybér a chov zvifat se zadoucimi genotypy ma zasadni
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vyznam pro S$lechténi dojnic. Studie dirazné doporucuji znat genotypy dojnic
ve vztahu k naslednym vyrobnim procestm, av$ak dosud bylo provedeno pomérné
malo srovnavacich studii obsahujicich pouze BCN s genotypem Al a A2 (Ho S
a kol., 2014; Jianquin a kol., 2016).

3.2.2 Syrovatkové bilkoviny

V mléce jsou piitomny vedle pocetnéji zastoupené kaseinové skupiny
1 syrovatkové bilkoviny, které tvoii okolo 20% z celkového poméru mlécnych
proteinii (McLachlan, 2006). Jsou zde ptitomny ve formé koloidniho roztoku, jsou
fazeny mezi termolabilni a na rozdil od kaseinti tedy denaturuji pfi teploté 60 — 70°C.
Vyznacuji se tvorbou proteinil syrovatky, k jejiz ¢istému zisku dochéazi po vysrazeni

kaseinu pti pH 4,6 (Chandan, 2007).

Syrovatkové bilkoviny jsou slozeny z B-laktoglobulinu, ktery tvofi téméf polovinu
celkovych syrovatkovych proteint. Dalsi dulezitou slozkou je a-laktoglobulin a jiné
doplniujici prvky jako jsou imunoglobuliny, bovinni sérovy alboumin a malé proteiny
jako je laktoperoxidaza, lysozym a laktoferin (Farrell a kol. 2004; Kaminski a kol.,
2007).
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4. Technologické vlastnosti mléka

Zivo¢isna vyroba se tradiéné zaméfuje piedev§im na dosaZeni vysokého vynosu
pfi nizkych nékladech. V posledni dobé je vSak kladen velky diraz i na kvalitu
a technologické aspekty. Technologické vlastnosti mléka udavaji, zda je surové
mléko vhodné pro vyrobu mlécnych produkti. Nyni se zvySuje zdjem o parametry
mléka, jako jsou koagulacni vlastnosti, obsah tukt a bilkovin, ale 1 celkové mnozstvi
ziskanych mléénych vyrobki (Cecchinato a kol.,, 2015). Zna¢ny vyznam na
celkovém mnozstvi a slozeni syri maji totiz vedle sloZzeni mléka i jeho vlastnosti.
Proto je dnes velkym tématem snaha optimalizovat vyrobu dle technologickych

vlastnosti mléka (Gregersen a kol., 2015).

Mezi zdkladni technologické vlastnosti mléka se fadi syfitelnost, tepelna stabilita,
kyselost (pH) a kysaci schopnost (Samkova, 2012). Tento pojem ovSem zahrnuje
I vlastnosti jako je pocet somatickych bun¢k, podil mlééného tuku a bilkovin,
alkoholové stabilita, titracni kyselost, koagulace a pevnost syfeniny, kasein, laktoza

a mnoho dalSich.

Genetické varianty urcitych lokusti mohou ovliviiovat technologické vlastnosti.
VétSina studii zkoumajici G¢inky genti na sloZeni mléka a jeho vlastnosti se opira

o rozdily genetickych variant hlavnich mléénych sloZek (Caroli a kol., 2009).

Kasein ¢lenény v mléce muze také vyrazné ovliviiovat jeho vlastnosti. Kratsi doba
koagulace, snizend pevnost a niz$i vynos tvarohu a syra vyplyvaji z proteazové
aktivity v mléce (Cattaneo a kol., 2014). Piitazeni vlivt urcitych kaseinovych geni je
vSak obtizné, jelikoZ jsou mezi sebou pevné propojeny a i zmény jejich poméru

mohou byt ovliviiyjicim faktorem (Bittante a kol., 2012).

4.1 Syritelnost

Sytitelnost je jednou ze zakladnich technologickych vlastnosti mléka. Zasadni je

pfedevSim ve spojitosti s vyrobou, mnozstvim a kvalitou ziskanych syrt. Tato
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schopnost vytvofeni pevné hmoty za pfitomnosti syfidla a kyselého prostiedi je
ovlivnéna mnoha faktory vcetné genetického polymorfismu mlécnych proteinti
(Bonfatti a kol., 2010; Samkova, 2012). Ackoliv geneticky vliv na koagulaci mléka
byl prokazan, jen malo studii dokéazalo kvantifikovat do jaké miry tomu tak je.
Zaznamenané odhady heritability pro syfitelnost jsou uddvany v rozmezi od 0,15 do

0,40 (Vallas a kol., 2010, Poulsen a kol., 2014).

Vedle tohoto vlivu je dokazano, Ze syfitelnost zavisi také na koncentraci vapniku,
pH, stupni a obdobi laktace a také na plemenné piislusnosti dojnice (Marchi a kol.,
2008). Koagulace mléka je komplexni proces ovliviiovany mnoha faktory, pti kterém
dochazi k proteolyze x-kaseinu a nasledné¢ i degradaci ostatnich kaseinovych

proteinti (Vallas a kol., 2010).

Slozenim mléénych proteind jsou ovlivilovany i dva hlavni ukazatele syfitelnosti,
tim je mysSlen ¢as syfeni (RCT) a pevnost syfeniny (Eszp). RCT je definovano jako
doba, za kterou se srazenina vytvofila, neboli ¢as koagulace mléka po ptidani syfidla

(Bonfatti a kol., 2010).

Cas syfeni neboli podet minut od pfidani syfidla do zagatku koagulace je velice
dalezitym faktorem syfitelnosti a je uzce spjat s pevnosti syfeniny. Ezg Se
vyhodnocuje pil hodiny po zacatku syfeni a udava se v mm (Bittante a kol., 2012).
Heritabilita téchto dvou ukazateli syfitelnosti je Vriznych studiich uvadéna
v pomérn¢ odlisném rozsahu pro RCT 0,25 — 0,61 a pro Ezo je to 0,40 — 0,55. Avsak

korelace mezi témito parametry je nevyznamna (Vallas a kol., 2010).

Pii zkoumani polymorfismii mléénych bilkovin a genetické asociace mezi
genotypem a hodnotou ukazateli syfitelnosti bylo zjisténo, ze genotypy B-kaseinu

nemaji prikazny efekt (Ikonen a kol., 2004).

Syfitelnost je dilezitym faktorem pro kvalitu a vynos syrid, proto jak naridsta
procento mléka pouzivaného na vyrobu mléénych produktd, stdva se tato vlastnost
sttedem z4jmu studii. Bylo dokédzéano, ze kratky Cas koagulace mléka se syfidlem
a vysoka pevnost syfeniny jsou piiznivymi aspekty pro vyrobu syra (Cecchinato
a kol., 2010). Genetické znalosti 0 parametrech a heritabilité syfitelnosti mléka by
mohly ur¢it zptsoby, kterymi lze zlepSit koagulaci pomoci prostiedkii genetické

selekce (Vallas a kol., 2010).
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5. Eukaryotni genom a gen

Struktura genti a genomu je =zakladnim aspektem vyzkumii dédicnosti
a proménlivosti. Genetika vyuziva k pozndni pfedavani genetické informace mnoho

metod, a to predevsim fyzikalni, biochemické ¢i napt. mikroskopické.

Eukaryotni genom je segmentovan v buiitkich do chromozomii. Jadro obsahujici
DNA je odd€leno od cytoplazmy jadernou membranou a v Cytoplazmé se nachazi
samostatnd mitochondrialni kruznicovd DNA. Velkd ¢ast genomu je tvoiena tzv.
repetitivnimi sekvencemi nukleotidi, mensi ¢ast genomu pak obsahuje jedine¢né
sekvence. V genomu se nachazi také napt. pseudogeny, definovany jako nefunkéni
kopie genti a genomové rodiny neboli geny, které se vyvinuly z jednoho spole¢ného

ptedka a maji podobnou sekvenci a funkci (Davidson, 2001).

Ackoli eukaryota sdileji mnoho zakladnich aspekti replikace, transkripce
a translace s prokaryoty, existuje fada rozdild na tdrovni genové struktury.
Prokaryotické geny jsou Casto organizovany do operont, které jsou transkribovany
do polycistronickych jednotek. Zatimco s n€kolika vyjimkami jsou eukaryotické
geny transkribovany jako samostatna jednotka. Na rozdil od prokaryotickych genti
maji eukaryotické geny Casto komplikované regulacni oblasti a u mnohobunéénych
organismi maji takové oblasti Casto modularni strukturu, kterd napomaha regulaci
exprese pro specifickou tkan. Eukaryotické geny obsahuji vedle exont (kodujicich
oblasti) i velké mnozstvi intronti (nekodujici oblasti), které se v prokaryotickém
genomu nevyskytuji. Dilezitym rozdilem je také to, ze eukaryotické transkripty
obecné obsahuji delsi netranslatované vedouci a koncové sekvence nez prokaryotni

(Lynch, 2006).
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Obrazek ¢. 3: Struktura genu,
Zdroj: https://sites.google.com/site/biotechnologydna7/geneexpression

Na obrazku €. 3 je vidét, ze prvni ¢asti genu je promotor. Promotor se nachazi na
5" konci a Vjeho blizkosti je lokalizovan TATA-box, cast genu napomahajici
spravnému navazani RNA polymerdzy II a zahdjeni transkripce. Nasleduje ATG
Na konci genu je lokalizovan terminacni kodon UAA, UAG nebo UGA. Geny vSak
obsahuji i mnoho dalSich regulacnich oblasti, polyadenyla¢ni signaly, regulatory

genové exprese aj. (Davidson, 2001, Chen a kol., 2013).

Dédi¢nost se zpravidla d€li na gonozomalni a autozomalni. Pohlavni
Chromozomy tzv. gonozomy nemaji pro ob& pohlavi stejnou dédi¢nost. Naopak
dédic¢nost gent ulozenych na nepohlavnich chromozomech tzv. autozomech je pro
ob¢ pohlavi stejnd. Dédi¢nost se mimo jiné také deli dle forem genu neboli alel. Ty
urcuji vtah alel na irovni dominantni, recesivni, neupln¢ dominantni a kodominantni

dédi¢nost (Kuciel a Urban, 2016).

Geny se dle jejich ucinku rozde€luji na monogenni a polygenni. Monogenni geny
maji velky G¢inek a koduji vétSinou kvalitativni znaky. Geny malého ucinku tzv.
polygeny ovliviluji kvantitativni znaky, na tvorbé znaku se podili vice genl

a zaroven je zde vyznamny i vliv prostfedi (Davidson, 2001).
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5.1 Bovinni genom

Genom znamena souhrn veSkeré genetické informace ulozené V bunce
¢1 organismu. Znalost bovinniho genomu je velmi diilezita nejen pro obrovsky zajem
s ohledem na zeméd¢lsky a potravinaisky primysl, ale také kvuli lepSimu vyvoji
zdravotniho primyslu (Elsik a kol., 2016). Produkce mléka a hovéziho masa je
jednim z nejvétSich zpracovatelskych primysli. Mimo to bylo také zjisténo, ze Bos
taurus je dilezitym modelovym organismem pro vyzkum ve zdravotnictvi. Nejen, ze
napomahd ve Slechtitelskych zamérech zlepsit odolnost krav proti chorobam, ale
V humanni medicin€ je dulezitym faktorem pfi studiich lidské obezity, infekEnich

chorob ¢i reprodukénich poruch (Zimin a kol., 2009).
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Obrazek ¢. 4: Chromozomy skotu,
Zdroj: https://mww.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=bos%20taurus

Genom skotu je organizovany do 30 part chromozomi, znichz 29 jsou
nepohlavni chromozomy a 1 par jsou gonozomy. Celkova velikost genomu byla
v roce 2009 zjisténa u plemene Hereford na 2 649, 67 Mb, pocet genti na 26 453
a okolo 10 050 pseudogent (NCBI, 2016).

Protoze kaseinové lokusy jsou u skotu lokalizovany blizko sebe na chromozomu
6, v ramci oblasti okolo 250 kb, alely rtiznych bilkovin jsou ve vazebné nerovnovaze.
To naznacuje, ze sdileji oblasti DNA, které se mohou Ucastnit pii kontrole syntézy

proteint (Hallén a kol., 2008; Bonfatti a kol., 2010).

Zajimavym zjiSténim pii poznani genomu domestikovaného skotu bylo to, ze az
80% gentli je spolenych 1 pro lidsky genom. Velky podil jednobodovych mutaci
31



(SNP) vysvétluje sirokou fenotypovou rozmanitost skotu a lze je cilen¢ vyuzivat pro

selekcei jedincil s pozadovanymi produkénimi vlastnostmi (Huang a kol., 2012).
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Graf ¢. 1: PoCty parii bazi u chromozomil skotu,
Zdroj: Zimin a kol., 2009

SNP je vysledkem zmén jednotlivych nukleotidii v aminokyseling, které vykazuji
strukturalni abnormality a dochazi k funk¢énim rozdilim ve variantach p-kaseinu.
Tato zména aminokyselin ma nésledné vliv i na vlastnosti mléka (Jaiswal a Sarsavan,

2013).

Vysoky pocet SNP v bovinnim genomu naznacuje moznost zlepSeni slozeni
a kvality mléka vybérem nékterych genotypt mlécnych bilkovin.V nyné&jSim
tradiénim chovu skotu je zahrnuta strategie pro zlepSeni vlastnosti tzv. odhadem
hodnoty plemenych byki, ktera je zaloZena na znalosti fenotypu velkého poctu dcer.
Ackoli udaje o slozeni tuku a bilkovin v mléce jsou dostupné prosttednictvim
narodnich systémt, informace o jednotlivich dojnicich ohledné¢ podrobného slozeni

a dalsich charakteristikach kvality mléka je obtizné (Hallén a kol., 2008).
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5.2 Geneticky polymorfismus

Polymorfismus znamena pfitomnost dvou a vice genetickych variant vedoucich
k vyskytu né€kolika forem znaku v jedné populaci ¢i druhu. Pokud je frekvence
diskontinudlnich forem v rdmci druhu pfili§ vysokd, aby mohla byt vysvétlena
mutaci, zména je povazovana za polymorfni. Stejné¢ tak je nazyvana i samotna

populace, ktera tuto rozdilnost vykazuje (Bull, 2013).

Obecn¢ se polymorfismus od mutace 1i$i jiz zminénou frekvenci v populaci, ktera
pro polymorfismus musi byt vys$i nez 1%. Dalsim aspektem je efekt, kdy
polymorfismus sice muze byt spojovan s nemoci, ale na rozdil od mutace neni pro

jedince letalni (Karki a kol., 2015).

Geneticky polymorfismus se vyskytuje jak v intronech, tak i v exonech genomu.
VétsSina polymorfismi je ulozena v nekddujici ¢asti a neméni expresi gend ani
nevytvari rizné fenotypové varianty. Takto se projevuje pouze, je-li pfitomny
v kodujici ¢asti genomu (Bonfatti a kol., 2011). Je vsak dokazano, Ze na vysledné
struktufe mlécného proteinu se podili kromé ucinkd polymorfismu v kodujici €asti
genu také polymorfismus v oblasti itronu tim, ze ovliviiuje transkripci proteinu

(Hallén a kol., 2008).

Geneticky polymorfismus vétSinou pfetrvava po mnoho generaci, protoze zadna
z variant nema z hlediska ptirozeného vybéru celkovou vyhodu nebo nevyhodu.
Nékteré¢ polymorfismy nemaji zadné viditelné projevy a vyZzaduji biochemické
techniky k identifikaci rozdild, které se vyskytuji mezi chromozomy, bilkovinami
nebo DNA rznych forem. Pii1 mapovani polohy genti na chromozomu pak muize byt
polymorfismus vyuzit ve form¢ genetického markeru (Bonfatti a kol., 2011; Karki
a kol., 2015).

Polymorfismus mléénych proteini ma vliv na slozeni mléénych bilkovin,
koagula¢ni vlastnosti mléka a na zmény v relativni koncentraci frakci mlé¢nych
proteini. To dokazuje efekt genetického polymorfismu na technologické vlatnosti
mléka a nasledné i celkovou vytéznost syri. Z tohoto divodu probihaji vyzkumy
riznych polymorfismii mléénych bilkovin zalozené na selektivnim chovu (Bonfatti

a kol., 2011).
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5.3 Kandidatni gen

Jako kandidatni je oznaCen jakykoli gen, ktery obsahuje alely ovliviujici
kvantitativni vlastnosti a jeho efekt na urcitou produk¢ni vlastnost je ekonomicky
vyznamny. Diive byly jako kandidatni lokusy pojmenovéavany pouze takové Casti
genomu, u nichz bylo podezieni, ze souviseji s konkrétnim onemocnénim, poruchou

zdravi nebo stavem jedince (Hale a kol., 2005).

Nyni plati, ze kandidatni gen je lokalizovan v urcité oblasti chromozomu, ktera je
spojovana s vlivem pfi projevu onemocnéni nebo piispiva ke komplexnimu fenotypu
jedince s ucinkem na vyznamné kvantitativni znaky. K urceni kandidatniho genu
dochazi, pokud jsou tyto geny soucésti oblasti chromozomu, kde se vyskytuje zndma
mutace, kterd vede k obzvlasté tezkému ¢i casnému néstupu nemoci. Kandidatni gen
muze byt identifikovan i pomoci znalosti ¢asti genomu, které ovliviiuji vysledny

fenotyp (Rebbeck a kol., 2004; Rédei, 2008).

Kandidatni geny lze identifikovat na zikladé polohy nebo funkce. Pozitivni
kandidatsky gen se nachdzi v chromozomalni oblasti, u které je podezieni na
spojitost s danou vlastnosti. Funkéni kandidatsky gen je takovy, ktery koduje produkt
spojeny s produktivni vlastnosti (Hale a kol., 2005).

Studie kandidatnich gena se tedy bézné pouzivaji k posouzeni, zda je u jedinct
s ekonomicky vyznamnym kvantitativnim znakem pfitomen testovaci geneticky
marker (obvykle SNP) s vyssi frekvenci, nez u fenotypové odlisnych jedinct (Rédei,
2008). Kandidatni geny jsou vybrany bud’ na zaklad¢ jejich funkéniho vyznamu nebo
jejich umisténi v rdmci chromozomalnich oblasti, jeZ jsou zapojeny do vazebnych
studii. Nejprve se provede sekvenace genomu a po nalezeni polymorfismu nebo
mutace nasleduje tzv. asociani analyza, pomoci které se vyhodnoti mozZnost

a ptipadné i mira vlivu genu na urcity znak (Zhu a Zhao, 2007).

V dnesni dobé jiz existuji databaze kandidatnich gent pro jednotlivé druhy zvifat

a kvantitativni vlastnosti.
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5.4 Lokusy kvantitativnich znaki

Lokus kvantitavtivnich znaka (QTL = Quantitative Trait Locus) je usek genomu,
ktery ma vliv na kvantitativni znak (Foss a kol., 2007). Muzeme tak nazyvat
jakoukoli oblast DNA, at’ uz jeden gen nebo i specifickou ¢ast chromozomu.
Analyza lokust kvantitativnich znak je statistickd metoda, kterd propojuje dva typy
informacnich dat. Prvnim typem jsou fenotypova data (vétSinou méfené vlastnosti)
a druhym jsou genotypova data. Ve vyzkumu je poté hlavni snahou vysvétlit
geneticky zaklad variability danych kvantitativnich znakd. Cilem vyzkumu QTL je
identifikovat interakci a piesnou polohu téchto regiond v genomu (Miles a Wayne,
2008).

Geny QTL oblasti jsou ovlivnény €asto vlivy prostfedi a heritabilita se pohybuje
vV rozmezi od 5 do 50 %. Pfi vyzkumu lokusu kvantitativnich znakl se pouzivaji

genetické markery (Foss a kol., 2007).

5.5 Genetické markery

Pod pojmem geneticky marker se rozumi fenotypovy znak, gen nebo specificky
kratky usek genomu. Podminkou ovsem je, aby byl tento tisek DNA jasné a snadno
lokalizovatelny, jelikoz diky genetickému markeru lze nasledné identifikovat pozici

neznamého genu (Raya a kol., 2002).

Tyto sekvence DNA se znamym umisténim na chromozomu davaji zéklady pro
asociani a vazebné studie (Raya a kol., 2002). Pouzivaji se pro sledovani dédi¢nosti
nedalekého znaku, ktery dosud nebyl identifikovan, ale jehoz ptiblizna poloha je
znama nebo pro odhad piibuznosti mezi jedinci. Pouziva se nékolik typti markerd,
véetné jednonukleovych polymorfismt (SNP), minisatelitt a mikrosatelitd ¢i

polymorfismii délky restrikénich fragmentt (RFLP) (Foss a kol., 2007).

DNA markery se daji dé¢lit dle charakteru polymorfismu na RFLP, polymorfismus

v délce sekvence (SSLP), kam patfi minisatelity a mikrosatelity a poslednim typem
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genetického markeru dle charakteru polymorfismu je SNP neboli jednobodovy
polymorfismus (Raya a kol., 2002).

Dalsi rozdé€leni markert je déleni dle vyuzti v mapovani genomu. Zde jsou také
3 typy markerti. Prvni jsou markery kodujici exprimované geny, druhym typem jsou
vysoce variabilni sekvence DNA a posledni typ jsou SNP. Mezi markery kodujici
exprimované geny patii kandidatni geny pro QTL a jejich vyznamné pouziti je
v komparativnim (srovnavacim) mapovani. U druhého typu se vyuzivaji predevsim
mini a mikrosatelity v populacnim vyzkumu, pii studiich paternity a pii vazbovém
mapovani genl. Posledni typ SNP je vyuzitelny také v populacnich studiich (Knoll
a Vykoukalova, 2002).

5.6 Asociaéni studie

V genetice je velmi dulezitou metodou tzv. asocia¢ni analyza, ktera zkouma
soubor genetickych variant uréitého poctu jedinct a jejich mozné spojeni s nékterymi
vlastnostmi. Obvykle jsou tyto metody zaméteny na asociaci mezi SNP a znaky,
které jsou ekonomicky vyznamné. Stejn¢ tak mohou byt aplikovany na jakoukoli

jinou vlastnost (Rédei, 2008; Bush a Moore, 2012).

Nejprve jsou pro tuto studii vybréani jedinci s riznym fenotypem pro urcity rys,
riznym projevem znaku ¢i vlastnosti. Pro vyzkum je lepsi zkoumat vétsi populaci
s pomérn¢ velkou genetickou variabilitou v tomto znaku (Manolio, 2010). Nasleduje
analyza DNA vzorkt a jejich porovnavani. Pokud se jedna alela, genotyp ¢i haplotyp
vyskytuje u jedinct s ur€itym fenotypem cCastéji, automaticky se predpoklada, ze tato

geneticka varianta ma spojitost se zkoumanym znakem (Bush a Moore, 2012).
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Nasledujici pasaz Material a laboratorni analyzy 0 rozsahu 5 stran je vypusténa
z dvodu budouci publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze

Vv archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Zemédélské fakulté JU.
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Nasledujici pasaz Vysledky a diskuze 0 rozsahu 8 stran je vypusténa z divodu
budouci publikace téchto dat vodborné literatufe a je obsazena pouze

Vv archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Zemédélské fakulté JU.
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Nasledujici pasaz Zavér o rozsahu 1 strany je vypusSténa z divodu budouci
publikace téchto dat v odborné literatuie a je obsazena pouze v archivovaném

originale diplomové prace ulozeném na Zemeédélske fakulté JU.
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9. Seznam zkratek

Asn — asparagin

BCM?7 — betacasomorphin 7

BCN — betacasein; betakasein

DNA — deoxyribonucleid acid; deoxyribonukleova kyselina

Eso — pevnost syfeniny

EtBr — ethidium bromid

EYE — vizualni metoda stanoveni syfitelnosti

Glu - glutamin

Gly — glycin

Ile —izoleucin

Leu — leucin

NaOH — hydroxid sodny

NK — nukleové kyselina

PCR — polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce

Phe - fenylalanin

Pro — prolin

QTL — quantitive traits locus; lokusy kvantitativnich znakl

RCT —rennet coagulation time; ¢as syfeni

RFLP — restriction fragment length polymorphism; polymorfismus délky restrikénich
fragmentt

RNA — ribonucleid acid; ribonukleova kyselina

SH — Soxhlet-Henkel

SNP — single nucleotide polymorphysm; jednonukleotidovy polymorfismus
SSLP — simple sequence length polymorphism; polymorfismus v délce sekvence
Tyr — tyrosin

Val —valin
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