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SOUHRN

Cilem prace bylo vyhodnoceni vlivu biologickych faktorti na zastoupeni mastnych kyselin
mlécného tuku u vybranych plemen skotu (Cesky strakaty a holstynsky), na jehoz zdklad¢ by
bylo mozné navrhnout praktické postupy k pozitivni modifikaci mlééného tuku — zvySeni
obsahu nutricné prospéSnych mastnych kyselin. Dale bylo cilem vyhodnotit vyskyt
polymorfismu v lokusech souvisejicich s obsahem a slozenim mlécného tuku a posoudit
vhodnost rutinni metody pro stanoveni mastnych kyselin. Podklady pro diserta¢ni praci tvofi
publikace zabyvajici se vlivem vysSe zminénych faktori a metod stanoveni na zastoupeni
mastnych kyselin mlééného tuku. Soucasti prace jsou rovnéz aplikované vysledky
(certifikované metodiky zabyvajici se studiem mastnych kyselin, jejich stanovenim
a analytickymi postupy). Uvedené prameny byly soucasti feSeni projektli, které probihaly na
Zemé&d@lské fakulté Jihofeské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Material a metodika je
popsana v prilozenych publikacich. Vysledky prace potvrzuji, Ze nejvétsi vliv na zastoupeni
mastnych kyselin méd predev§im zména krmné davky, resp. vyziva a krmny management,
arovnéz genetické zalozeni dojnic. Z vysledkt dale vyplyva, ze dalsi studium v oblasti
kandidatnich genii, které se podileji na slozeni mlééného tuku, jeho kvalité a syntéze, mize
byt pro chovatele a nasledné i zpracovatele mléka piinosné. Predpoklada se, ze kandidatni
geny mohou mit vliv na technologické vlastnosti mlé€ného tuku, coZ je vyznamné predevS§im
z hlediska jeho dalsiho zpracovani pro mlékarensky priimysl. RovnéZ bylo zji§téno, ze pro
rutinni stanoveni mastnych kyselin lze u nékterych skupin, jako jsou napf. nasycené ci

nenasycené mastné kyseliny, vyuzit infraCervenou spektroskopii ve stfedni oblasti spektra.



SUMMARY

The aim of the thesis, was to evaluate the effect of animal factors on the fatty acid
composition of milk fat in Czech Fleckvieh and Holstein in the Czech Republic. This enables
the application of practical procedures for modification of milk fat and increase of
nutritionally desirable fatty acids. Furthermore, the aim of the thesis was to evaluate the
occurrence of polymorphisms in loci related to milk fat content and composition, and to
assess the suitability of a routine method for the determination of fatty acids. The thesis is
based on publications focused on the influence of the above-mentioned factors and methods
of measurements of fatty acid composition of milk fat. Part of the thesis are also the certified
methodologies focused on the study of fatty acids, their determination and analytical
procedures. The mentioned papers and applied methodologies were part of the projects that
were made at the University of South Bohemia in Ceské Budg&ovice in the Faculty of
Agriculture. The papers and methodologies are described in the attached publications. The
results of the study confirmed that the most important effect on the fatty acid composition is
mainly the feed ration and further genetic disposition. The results also show that further study
of candidate genes involved in the composition of milk fat, its quality and synthesis can be
beneficial for breeders and subsequently for milk producers. Candidate genes are assumed to
have an impact on the technological properties of milk fat, which is particularly important for
its further processing. It has also been found that for the routine determination of fatty acids,
in some groups such as saturated or unsaturated fatty acids, the use of infrared spectroscopy in

the middle of the spectrum is possible.



1. UVOD

Mléko ma nezastupitelnou tlohu v lidské vyzivé. V podminkach Ceské republiky je
konzumovano predevSim mléko kravské, které je zdrojem plnohodnotnych a dobfie
stravitelnych bilkovin, vitamini, dobie vstiebatelného vapniku a dalSich bioaktivnich latek.

Mlécény tuk prezvykavcel, a tedy i dojnic, je svym charakterem tukem nasycenym. Je to
zpusobeno vysSSim zastoupenim nasycenych mastnych kyselin, které jsou ze zdravotniho
hlediska hodnoceny méné priznive. Nenasycené¢ mastné kyseliny jsou naopak ze zdravotniho
hlediska hodnoceny pftiznivéji. Jejich zvyseni mé kromé nutricniho hlediska také vyznam
Z hlediska technologického (napft. leps$i roztiratelnost masla).

Zmén v zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin 1ze dosahnout ptfedev§Sim krmnou
davkou (napi. ptidavkem olejnatych semen nebo zvySenim podilu Cerstvé pice). Dalsi
moznosti je modifikace mléc¢ného tuku vyuzitim znalosti genetické variability.

Cilem disertatni prace bylo vyhodnoceni vlivu biologickych faktori (plemeno,
individualita, pofadi a stadium laktace, vyskyt polymorfismu v lokusech souvisejicich
S mléénym tukem) na zmény spektra mastnych kyselin mlééného tuku u vybranych plemen
skotu (Cesky strakaty a holStynsky), na jehoz zékladé by bylo mozné navrhnout praktické
postupy k pozitivni modifikaci mlééného tuku — zvySeni obsahu nutricné prospéSnych

mastnych kyselin.



2. CIL PRACE

Cilem préace bylo vyhodnoceni vlivu biologickych faktorti na zmény spektra mastnych
kyselin mlé¢ného tuku u vybranych plemen skotu (Cesky strakaty a holstynsky), na jehoz
zaklad¢ by bylo mozné navrhnout praktické postupy k pozitivni modifikaci mlééného tuku —

zvyseni obsahu nutricné prospésnych mastnych kyselin.

Dil¢i cile
= Posoudit vliv genetického zalozeni (plemene a individuality dojnice), potfadi a stadia
laktace na zastoupeni mastnych kyselin mlééného tuku u dojnic ¢eského strakatého

a holstynského skotu.

= Zjistit Cetnosti polymorfismu genti souvisejicich s biosyntézou mlééného tuku

a mastnych kyselin u dojnic ¢eského strakatého a holstynského skotu.

=  Vyhodnotit vztah polymorfismu gent diacylglycerol acyltransferazy 1 a stearoyl-CoA
desaturdzy 1 (pfipadné dalSich souvisejicich se syntézou mlécného tuku) a ukazatelii
mlécné uzitkovosti.

= Zjistit moznosti stanoveni mastnych kyselin pomoci rutinni metody a porovnat je se

stanovenim mastnych kyselin referen¢ni metodou.

= Zjistit moznosti izolace DNA ze vzorkii mléka a vyhodnotit metody genotypizace

vybranych genti souvisejicich s kvalitou kravského mléka.



3. MATERIAL A METODIKA

Kapitola ,,Material a metodika* neni v praci podrobné zpracovana. Jednotlivé metody

a designy experiment jsou uvedeny v prislusnych publikacich.

4. SHRNUTI VYSLEDKU A DISKUZE

Kapitola ,,Vysledky a diskuze* byla zpracovana s ohledem na dil¢i cile disertani prace
a prispévky, které byly v pritbéhu studia publikované. Struktura nésledujicich podkapitol byla
vytvotfena podle klicovych témat — 1) vlivu faktori (zejména biologickych) ovliviiujicich
zastoupeni mastnych kyselin (FA, fatty acids), ii) vyskytu polymorfismu genti souvisejicich

S P4

S obsahem a slozenim mlécného tuku a iii) metodami stanoveni mastnych kyselin mlééného
tuku. V tvodu jsou vzdy uvedeny jednotlivé prispévky, poté nasleduje strucné shrnuti dané
problematiky. Diskuze byla rozsitena i o nékteré dalsi poznatky, které v danych ptispévcich

pfimo uvedeny nebyly.

4.1.Faktory ovliviiujici zastoupeni mastnych kyselin mlééného tuku

4.1.1. Publikace vztahujici se k danému tématu

Hanusg, O., Samkova, E., Kfizova, L., Hasonova, L., Kala, R. 2018. Role of fatty acids in milk fat and the
influence of selected factors on their variability — A review. Molecules, 1636, 23(7): 1-32.

Samkova, E., Koubova, J., Hasofiova, L., Hanus, O., Kala, R., Kva¢, M., Pelikanova, T., Spicka, J. 2018a. Joint
effects of breed, parity, month of lactation, and cow individuality on the milk fatty acids composition.
Mljekarstvo, 68(2): 98-107.

Kala, R., Samkova, E., Koubova, J., Hasofiova, L., Kva¢, M., Pelikanova, T., Spi¢ka, J., Hanus, O. 2018a.
Nutritionally desirable fatty acids including CLA of cow’s milk fat explained by animal and feed
factors. Acta Universitatis Agriculturae et Silviculturae Mendelianae Brunensis, 66(1): 69-76.

Kala, R., Samkova, E., Hasotiova, L., Spicka, J., Pelikanova, T., Kfizova, Z., Hladky, J. 2016a. Proportion of
important fatty acids in cow and goat milk fat. In: 23" International PhD Students Conference
MendelNet 2016. Brno, 9-10 November. Brno: Mendel University in Brno, Faculty of AgriSciences,
Czech Republic, 582-587. ISBN 978-80-7509-443-8



4.1.2. Komentar k problematice

Jiz pocatkem 90. let 20. stoleti byly publikovany souhrnné publikace, které se zabyvaly
studiem faktord ovlivitujicich slozeni mlééného tuku. Zasadni vyznam mély predevsim studie
Palmquista a kol. (1993) a pozdéji Jensena (2002). Autoii zde oznacuji jako urcujici faktory
souvisejici se slozenim mlécného tuku predevsim biologické faktory a vliv vyzivy.

Na dana témata byla od té doby publikovana cela fada védeckych praci, at’ uz se zabyvala
genetickym zalozenim (Pesek a kol., 2005; Soyeurt a kol., 2006a; Kadlecova a kol., 2014),
poradim a stadiem laktace (Kirchnerova a kol., 2013; Tousova a kol., 2013) ¢&i vyskytem
polymorfismu gent souvisejicich s obsahem a slozenim mlé¢ného tuku (Conte a kol., 2010).

Pravidelné se v souvislosti s touto problematikou publikuji také prace reSerSniho charakteru

(napt. Schwendel a kol., 2015; Useni a kol., 2018).

V publikaci typu review (viz kapitola 4.1.1 — Hanus a kol., 2018) jsme se rovnéz zabyvali
FA mlé¢ného tuku a vlivem vybranych faktorti na jejich variabilitu. Zamérem bylo shrnout
nejnoveéjsi poznatky souvisejici se zastoupenim FA mlééného tuku — jejich vyznam
z technologického a nutri¢niho hlediska, zmény v obsazich plisobenim biologickych faktorh
a vlivem vyzivy a v neposledni fad€ vyvoj v oblasti neptimych metod pro jejich stanoveni.
Cast zabyvajici se vyvojem nepiimych metod je detailné rozpracovana v kapitole 4.3.2
diserta¢ni prace.

V dalsich dvou publikacich (viz kapitola 4.1.1 — Samkova a kol., 2018a; Kala a kol.,
2018a) jsme se zabyvali vlivem biologickych faktorG a vlivem vyzivy. Prvni publikace
(Samkova a kol., 2018a) byla zaméfena na variabilitu FA a jejich skupin a podil jednotlivych
biologickych faktorti (plemeno, individualita dojnice, potfadi a stadium laktace) na slozeni
mlééného tuku. Z vysledki vyplynulo, Ze nejvyssi hodnoty koeficientii determinace (R?), jako
ukazateld podilu vSech faktori na celkové variabilit¢ v zastoupeni FA, byly zjiStény
61,8 %, resp. 23,3 %). V ptipadé skupin byly nejvyssi hodnoty R? zjistény u nasycenych FA
(SFA, saturated fatty acids), nejnizsi u polynenasycenych FA (PUFA, polyunsaturated fatty
acids; 46,8 %, resp. 39,2 %). U Cl14:1 byla potvrzena statistickd vyznamnost v ptipad¢
faktoru plemene, individuality dojnice a stadia laktace (P<0,001). Hodnoty u C4:0 statisticky
vyznamné nebyly. U skupiny SFA byla zjisténa statistickd vyznamnost u faktoru individuality
dojnice a stadia laktace (P<0,001) i potadi laktace (P<0,01). V pfipad¢ skupiny PUFA byla
zjiSténa statistickd vyznamnost u faktoru individuality dojnice a stadia laktace (P<0,001, resp.

P<0,01). Ze zjisténych vysledkd 1ze usuzovat, Ze nejvyznamnéjsi vliv na zastoupeni FA ma
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predevsim individualita dojnice a stadium laktace.

Ve druhé publikaci (Kala a kol., 2018a) jsme se zamé¢fili kromé vlivu biologickych faktort
také na vliv vyzivy. Nejvyssi hodnoty R? byly zjistény u kyseliny vakcenové (VA, vaccenic
acid) a FA s rozvétvenym fetézcem (BCFA, branched-chain fatty acids; 65 %, resp. 54 %),
monounsaturated fatty acids; 25 %, resp. 30 %). U vsech zjisténych hodnot R? byla potvrzena
statistickd vyznamnost (P<0,001). Vyziva se na celkové variabilit¢ podilela nejvice u VA
a konjugované kyseliny linolové (CLA, conjugated linoleic acid) v pfipadé skupin u PUFA.

Vysledky obou naSich analyz v zésadé potvrdily zavéry dalSich publikaci, tedy Zze
zastoupeni FA v mlééném tuku se méni v zavislosti na biologickych faktorech, a to s riznou
mirou intenzity. Né&ktefi autofi sledovali i dalsi faktory, napt. Kay a kol. (2005) vliv genetické
selekce na ukazatele mlééné uzitkovosti, Kgwatalala a kol. (2009a) vliv polymorfismu
stearoyl-CoA desaturazy 1 (SCD1, stearoyl-CoA desaturase 1) na zastoupeni FA, Mele a kol.
(2009) vliv heritability a genetickych korelaci na zastoupeni FA nebo Stoop a kol. (2009a)

vliv energetického metabolizmu na zastoupeni FA.

Kgwatalala a kol. (2009a) ve své studii zjistili, ze zastoupeni FA mléc¢ného tuku
kanadského holstynského plemene se v =zavislosti na pofadi laktace pfili§ neliSilo.
K podobnym vysledkim dospéli také Bilal a kol. (2014), kteti uvedli, Ze existuji sporné
dikazy o vlivu poradi laktace na zastoupeni FA. Naopak Garnsworthy a kol. (2010) vliv

poradi laktace na zastoupeni FA zaznamenali.

Kgwatalala a kol. (2009a) dale sledovali vliv stadia laktace. Laktaci rozdélili podle poctu
dni (DIM, day in milk) na obdobi ¢asné (1-100 dni), stfedni (101-200 dni) a pozdni (201- vice
dni) a zjistili, Ze dojnice v ¢asném obdobi mély vyznamné niz$i obsah kyseliny kaprinové
(C10:0, capric acid), laurové (C12:0, lauric acid), palmitové (C16:0, palmitic acid) a SFA
anaopak vyznamné vysSi obsah kyseliny olejové (C18:1n9c, oleic acid) VA a PUFA

V porovnani se sttednim a pozdnim obdobim laktace.

Bastin a kol. (2011) uvedli, ze profil FA se ménil béhem celé laktace, zejména pak v jejich
prvnich dnech. Zmény jsou dle autor zpisobeny genetickym zaloZenim dojnice a vnéj$imi
vlivy (napf. vyZiva).

Bainbridge a kol. (2016) se ve své studii zamé¢fili na porovnani VA, konjugované kyseliny
linolové (CLA, conjugated linoleic acid) a kyseliny o-linolenové (ALA, a-linolenic acid)
u dojnic holstynského (H, Holstein) a jerseyského (J, Jersey) plemene, a u prvni generace
kiizenek holstynského a jerseyského (CB, crossbreds) plemene. Laktaci rozdélili do ¢ty



obdobi — 5, 95, 185 a 275 DIM. Z vysledkt studie vyplynulo, ze v ptipadé H a CB bylo
zastoupeni VA a ALA vyssi v prvnim obdobi laktace (5 DIM) a v dalSich obdobich (95, 185
a 275 DIM) spiSe klesalo. Hodnoty CLA pak stadiem laktace ovlivnény témét nebyly.

Stoop a kol. (2009b) ve své studii zjistili, Ze stadium laktace a energeticky stav dojnice
vyznamné ovliviyji sloZzeni mlééného tuku. Dle autort mélo stadium laktace vliv na profil FA
s vyjimkou FA s C5:0-C15:0 a izomeru CLA (C18:2n10t12c). Obsah C16:0 se dle autoru
zvysil mezi 80. a 150. dnem laktace (31,2 %, resp. 33,3 %) a poté zustal relativné konstantni.
Obsah SFA se v prvni poloving laktace zvySoval, v druhé naopak snizoval (71,5 %, resp. 69,7
%). V mléce dojnic s negativni energetickou bilanci (NEB, negative energy balance) byl
rovnéz zjistén nizsi obsah C5:0-C15:0 a vyssi obsah C16:0 a kyseliny stearové (C18:0, stearic
acid; Stoop a kol., 2009b). Vysledky zjisténé autory naznacuji mozny nedostatek energie,
zménu krmné davky (nizsi pfisun sloucenin se tfemi uhliky — C3) béhem de novo syntézy
a navic také mobilizaci tukovych rezerv. VSechny tyto zmény jsou pfizna¢né piedevsim pro

zacatek laktace.

Rozdily v zastoupeni FA jsou rovnéz zavislé na druhu zvifat (viz kapitola 4.1.1 — Kala
akol.,, 2016a). V této studii jsme se zamé&fili na porovnani zastoupeni FA v mlécném tuku
u dvou plemen dojnic a dvou plemen koz, a na vzidjemné porovnani obou druhti mlééného
tuku. Z vysledkii vyplynulo, Ze zatimco mezi plemeny dojnic nebyly v zastoupeni FA zjistény
statisticky vyznamné rozdily, v ptipadé koz byl vliv plemene potvrzen pro ALA (P<0,01),
VA (P<0,001) a nenasycenych FA (UFA, unsaturated fatty acids; P<0,01). Ze srovnani
dojnic a koz vyplynulo, Zze v porovnani s dojnicemi bylo v mlé¢ném tuku koz zjisténo nizsi
zastoupeni C16:0, vyssi zastoupeni kyseliny linolové (LA, linoleic acid) a ALA a vyrazné
vyssi zastoupeni teékavych FA (VFA, volatile fatty acids). Tyto vysledky potvrdili také
Bartowska a kol. (2011).

4.2.Polymorfismus gent souvisejicich s obsahem a sloZzenim mlé¢ného tuku

4.2.1.Publikace vztahujici se k danému tématu

Hanus, O., Samkova, E., Ktizova, L., Hasofiova, L., Kala, R. 2018. Role of fatty acids in milk fat and the
influence of selected factors on their variability — A review. Molecules, 1636, 23(7): 1-32.

Hanusova, L., Citek, J., Samkova, E., Kala, R., Kiizova, Z., Hanus, O. 2018. Frekvence polymorfismil v genech
DGAT1, FASN, LEP a SCD1 v dojené populaci skotu v Ceské republice. Miékaiské listy - Zpravodaj,
170, 29(5): 31-34.

Citek, J., Hanu§, O., Vederek, L., Samkova, E., Hanusova, L., KfiZova, Z., Jelinkova, 1., Kala, R. 2018a.
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Certifikovana metodika QJ1510339 CM 181 — Izolace bovinni genomové DNA z neinvazivné
ziskanych biologickych vzorkd. Tato CM je dolozend statutirné podepsanou smlouvou o aplikaci
certifikované metodiky mezi Vyzkumnym ustavem mlékarenskym s.r.o. Praha a Svazem vyrobcui mléka
a.s.z 24. 9. 2018. Datum certifikace: 8. 10. 2018.

Citek, J., Vegerek, L., Hanusova, L., Samkova, E., Hanu§, O., K¥izova, Z., Kavova, T., Kala, R. 2018b.
Certifikovana metodika QJ1510336 CM 1975 — Genetické polymorfismy pro kvalitu kravského mléka.
Tato CM je dolozena statutarné podepsanou smlouvou o aplikaci certifikované metodiky mezi
Jihoceskou univerzitou v Ceskych Budéjovicich, Zemédélskou fakultou a Svazem vyrobcii mléka a.s.
z 24.9. 2018. Datum certifikace: 8. 10. 2018.

Kala, R., Samkov4, E., Citek, J., Hasofiova, L., Hanusova, L., Tothova, L. 2017. Association of selected genes
with milk fat in two breeds of cattle. In: 24th International PhD Students Conference MendelNet 2017.
Brno, 8-9 November. Brno: Mendel University in Brno, Faculty of AgriSciences, Czech Republic, 696-
701. ISBN 978-80-7509-529-9

Kala, R., Samkova, E., Citek, J. 2016b. Selected candidate genes affecting milk fatty acids. Acta Fytotechnica
et Zootechnica, 19 (Special Issue): 31-33.

4.2.2. Komentar k problematice

Obsah (%) 1 produkce (kg) tuku jsou vyznamnymi selekénimi kritérii ve Slechtitelskych
programech skotu (Miglior a kol., 2005). Slozeni mlé¢ného tuku mutze také poskytnout

informace o zdravotnim stavu dojnice (van Haelst a kol., 2008).

Dil¢im cilem diserta¢ni prace bylo zjistit vyskyt polymorfismu v lokusech souvisejicich
S biosyntézou mlééného tuku a FA u dojnic Ceského strakatého a holStynského skotu.
Disertacni prace byla plivodné zamétena predevsim na geny diacylglycerol acyltransferazu 1
(DGATL, diacylglycerol acyltransferase 1) a SCD1, v prubéhu jejiho zpracovani vSak byla
rozSitena 1 o sledovani vyskytu polymorfismu dalSich genli souvisejicich s mléénym tukem,
a to syntazu mastnych kyselin (FASN, fatty acid synthase) a leptin (LEP, leptin).

Také v této Casti disertacni prace byla problematika zpracovana reSerS$ni formou (Vviz
kapitola 4.2.1 — Kala a kol., 2016b; Hanus a kol., 2018) a vysledky jsou zpracované ve
veédeckych publikacich (viz kapitola 4.2.1 — Kala a kol., 2017; Hanusova a kol., 2018).

ResSer$ni prace byly mj. zaméfeny na vyskyt polymorfismu kandidatnich gent ve vztahu
k FA mlé¢ného tuku a obsahuji struéné shrnuti vyznamnych genti (DGAT1, SCD1, FASN,
LEP) vcetné jejich souvislosti k ukazatelim mlécné uzitkovosti, ptipadné k jednotlivym FA.
Nasledujici text, ziskany studiem literatury vztahujici se k tomuto tématu, je doplnénim

problematiky, ptedev§im s ohledem na obsah a sloZeni mlé¢ného tuku.

Mutace K232A v genu DGATL je odpovédna za variabilitu profilu FA na trovni 50 %
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(Schennink a kol., 2008). Rada autorti ve svych publikacich piedpoklada, Ze polymorfismus
K232A mize byt vyuzit jako geneticky marker pfi selekci kiizenci plemen skotu —
nizozemské hols$tynské (Schennink a kol., 2008; Bouwman a kol., 2011), italské hnédé (Conte
a kol., 2010) ¢i thajské holstynské (Molee a kol., 2012). Rovnéz byly zjistény mozné
pleiotropni ucinky tohoto polymorfismu, napt. DGAT1 a receptor riustového hormonu (GHR,
growth hormone receptor) jsou spojovany s variabilitou reproduk¢énich znaki. Navic,
polymorfismus F279Y (konkrétn€¢ substituce T za A vedouci k aminokyselinové zaméné
fenylalaninu na tyrosin v pozici 279) na exonu 8 bovinniho GHR genu je spojovan s produkeci

a slozenim mléka (Blott a kol., 2003).

SCD1 je dalsim genem, ktery ovliviiuje slozeni mlé¢ného tuku a ma vyznamny vliv na
profil FA, napt. ma hlavni roli pii syntéze MUFA. Kgwatalala a kol. (2009b) prokazali, ze
alela A v polymorfismu A293V u genu SCD1 pozitivn¢ ovliviiuje C10:0, C12:0 a kyselinu
myristovou (C14:0, myristic acid) u kanadského jerseyského plemene. Autofi uvadéji, ze
polymorfismus A293V mizZe byt pouzit jako geneticky marker pfi selekci plemene jersey se
zamé&fenim na C10:0, C12:0 a C14:0. Bouwman a kol. (2011) zjistili podobnou spojitost mezi
vy$$im zastoupenim C10:0, C12:0 a C14:0 a alelou A u holandského holStynského plemene.

Gen FASN ma kli¢ovou roli v de novo syntéze FA (Wakil, 1989; Palmquist, 2006) a podili
se rovnéz na syntéze FA s dlouhym fetézcem (LCFA, long-chain fatty acids; Roy a kol.,
2001). Bhuiyan a kol. (2009) uvadgji, ze exony 39-42 v komplexu FASN jsou odpovédné za
syntézu zejména C16:0. Komplex FASN dle Abeho a kol. (2009) kéduje také thioesterazovou
(TE, thioesterase) doménu genu FASN, ktera reguluje ukonéeni syntézy FA. Jini autofi pak
zjistili vliv na obsah mlé¢ného tuku (Roy a kol., 2006) a adip6zni tuk (Morris a kol., 2007).

Gen LEP koduje peptidovy hormon leptin sekretovany predevsim bilymi adipocyty (Zhang
a kol., 1994). Podili se na regulaci pfijmu krmiva (tzv. signal sytosti; Block a kol., 2003)
pusobenim na centrdlni nervovou soustavu prostfednictvim specifickych receptorti
exprimovanych pfedev§im v hypotalamu. Buchanan a kol. (2003) uvadéji, ze
jednonukleotidovy polymorfismus (SNP, single nucleotide polymorphism; konkrétné
substituce C za T vedouci k aminokyselinové zamén¢ argininu na cystein) na exonu 2 v genu
LEP je spojovana s ukazateli mlééné uzitkovosti. Rtizné polymorfismy tohoto genu jsou dle

dalsich autorti spojovany s produkci mléka v kg (Chebel a kol., 2008; Kulig a kol., 2009).
Polymorfismus genti DGAT1, SCD1, FASN a LEP byl v rdmci této disertani prace

zkouman nejen z pohledu genotypovych a alelovych frekvenci, ale také s ohledem na vliv

polymorfnich variant t€chto genll na ukazatele mlécné uzitkovosti u dojnic na prvni laktaci.

V prvni publikaci (Kala a kol., 2017) jsme se nejdiive zaméfili na analyzu genetické
12



variability u ¢eského strakatého skotu, holstynského skotu, resp. jejich kiizenek. Z vysledk
vyplynulo, Ze ve sledované populaci byl u genu DGAT1 nejcetnéjsi genotyp AA s pievahou
alely A (0,981, 0,986, resp. 0,956). U genu FASN byl nejéetnéjsim genotyp GG s pievahou
alely G (0,883, 0,831, resp. 0,884). V piipadé genu LEP byl nejcetnéjsim genotyp MM
s prevahou alely M (0,835, 0,870, resp. 0,902). U geni DGAT1 a FASN byly rozdily mezi
plemeny statisticky vyznamné (P<0,01).

V navaznosti na cile disertacni prace je v této ¢asti doplnéna analyza genetické variability
genu SCD1 podle plemen, tedy vyskyt polymorfismu u ceského strakatého skotu,
holstynského skotu, resp. jejich kiizenek. Z vysledkd vyplynulo, Ze nejcetnéjSim genotypem
byl TC (0,576, 0,599, resp. 0,567) s ptevahou alely C (0,541, 0,618, resp. 0,519). Zjisténé
rozdily byly statisticky vyznamné (P<0,01). V piipadé holstynského plemene byl déle y?
testem potvrzen prukazny rozdil mezi pozorovanymi a ofekavanymi Cetnostmi na hlading
vyznamnosti P<0,05. Inostroza a kol. (2013) dospéli k podobnym vysledkim v ptipadé
plemene chilské holstynské. Nejéetnéjsi byl genotyp TC s pievahou alely C nad T (0,620,
resp. 0,380). Milanesi a kol. (2008) uvadéji, ze alela C ma spojitost s vys§i koncentraci
MUFA.

Ve druhé publikaci, tykajici se vyskytu polymorfismu v dojené populaci skotu (Hanusova
a kol., 2018), byla provedena rovnéz analyza genetické variability, a to pro geny DGATL,
SCD1, FASN a LEP. Cetnosti polymorfnich variant byly sledovany bez ohledu na plemennou

pfislusnost. Vysledky zhruba odpovidaji vySe uvedenym cetnostem zjiSt€énym v rameci plemen.

Asociaéni analyza polymorfismu SCD1 k ukazatelim mlécné uzitkovosti také nebyla
soucasti obou vyse zminénych publikaci. Kromé vztahu jednotlivych polymorfnich variant
genu SCD1 (SNP T878C) a ukazateltit mlécné uzitkovosti dojnic na prvni laktaci byl doplnén
I vztah k ukazatelim mlécné uzitkovosti dojnic na druhé laktaci.

Statisticky vyznamné rozdily byly zjiStény v ptipadé produkce mléka (kg) a tuku (kg)
a obsahu bilkovin (%) u dojnic na prvni 1 druhé laktaci. Nejvyssi hodnoty byly zjiStény
u genotypu CC, a to v ptipad¢€ produkce mléka (8261 kg, resp. 8940 kg) i tuku (337,0 kg, resp.
363,9 kg). Navic, u dojnic na prvni laktaci byla zjiSténa statistickd vyznamnost v piipadé
produkce bilkovin (254,0 kg, 277,8 kg, resp. 278,7 kg; P<0,01). Asadollahpour Nanaei a kol.
(2014) uvadéji, ze SNP u genu SCD1 (T878C) ovlivnila ukazatele mlécné uzitkovosti —
produkci mléka (kg), tuku (kg) a bilkovin (kg). SNP (T878C) byl lokalizovan v exonu 5
a zabyvali se jim také Taniguchi a kol. (2004) nebo Inostroza a kol. (2013), kteti zkoumali
vliv jednotlivych SCD1 genotypt (TT, TC, CC) na zastoupeni C14:1, kyseliny palmitoolejové

(C16:1, palmitooleic acid), C18:1n9c ¢i CLA v mlé¢ném tuku chilského holstynského skotu.
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Komisarek a Dorynek (2009) se zabyvali dalsim SNP (A293V) genu SCD1 ovlivitujicim
odhadované plemenné hodnoty (EBV, estimated breeding value) pro produkéni znaky
(produkce mléka, tuku a bilkovin v kg a obsah tuku a bilkovin v %) u plemennych bykt
polského holstynského skotu. Z uvedenych ukazatelii byl zjistén vliv tohoto SNP pouze na
obsah tuku (%).

Dil¢im cilem bylo rovnéz zjistit moznosti izolace bovinni genomové DNA z mléka (viz
kapitola 4.2.1 — Citek a kol., 2018a). Dosud byla DNA izolovana vétdinou z krve, popi.
byciho spermatu, méné casto pak z tkéni (napf. svalovd). Zamérem bylo izolovat DNA
Z neinvazivné ziskanych biologickych vzorkt. Z nasSich vysledkd vyplynulo, Ze izolace DNA
ze vzorkii mléka je mozna. Metodika uvadi nékolik postupi, napt. izolaci DNA pomoci

chelexu.

Predesly dil¢i cil zabyvajici se moznostmi izolace DNA z mléka plynule navazuje na
studium genetického polymorfismu ve vztahu ke kvalité kravského mléka (viz kapitola 4.2.1 —
Citek a kol., 2018b). Genotypizace provadéna na genové Grovni pomoci metod molekularni
genetiky je popséna u genil, jimiZ se diserta¢ni prace zabyva — DGAT1 a SCD1. Rovnéz je
popsana genotypizace genu LEP a l-acylglycerol-3-fosfat acyltransferazy 6 (AGPAT®6, 1-
acylglycerol-3-phosphate acyltransferase 6) Podkladem pro optimalizaci metod byly studie
Wintera a kol. (2002) v ptipadé DGATL1 a Inostrozy a kol. (2013) v piipadé genu SCD1.

4.3.Metody stanoveni mastnych kyselin mlééného tuku

4.3.1. Publikace vztahujici se k danému tématu

Kala, R., Samkova, E., Pecova, L., Hanu§, O., Sekmokas, K., Riaukiené, D. 2018b. An overview of
determination of milk fat: Development, quality control measures and application. Acta Universitatis
Agriculturae et Silviculturae Mendelianae Brunensis, 105, 66(4): 1055-1064.

Samkova, E., Kala, R., Hasonova, L., Pecova, L., Hanu$, O. 2018b. Vyuziti rutinniho stanoveni mastnych
kyselin pti odhadu heritability. Miékarské listy - Zpravodaj, 168, 29(3): 13-16.

Samkova, E., Hanus§, O., Spi¢ka, J., Klime$ova, M., Hasoova, L., Jedelska, R., Travnigek, J., Kopecky, I.,
Kala, R., Elich, O. 2017. Certifikovana metodika QJ1510336 RO1417 CM 35 — Validace a doporuceni
ke kalibraci nepiimé metody infracervené spektroskopie pro stanoveni profilu mastnych kyselin
mlécného tuku. Tato CM je dolozena statutarne podepsanou smlouvou o aplikaci certifikované
metodiky mezi  Jihoceskou univerzitou v Ceskych Budéjovicich, Zemédélskou  fakultou
a Ceskomoravskou spolecnosti chovatelii a.s. z 27. 9. 2017. Datum certifikace: 22. 12. 2017.

Hanus, O., Samkova, E., Spi¢ka, I., Hasoiové4, L., Kala, R., Klimova, Z., Kopunecz, P., Kopecky, J. 2015.

Porovnani metod pouzivanych pfi stanoveni zastoupeni zdravotné¢ vyznamnych mastnych kyselin
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mlécného tuku v bazénovych vzorcich mléka dojnic. Miékarské listy - Zpravodaj, 151, 26: 12-15.
Samkova, E., Hanus, O., Spiéka, J., Kala, R., Koubova, J., Smetana, P., Hasoniova, L., Kiizova, Z., Klimova, Z.,
Kopunecz, P., Kopecky, J. 2015. Porovnani metod stanoveni mastnych kyselin v mléce. Nas chov,

75(9): 74-76.

4.3.2. Komentar k problematice

Soucasné metody vyuzivané pro analyzu vybranych kvalitativnich parametrit mléka jsou
citlivé a presné. Patii mezi né predevsim plynova chromatografie (GC, gas chromatography),
hmotnostni spektrometrie (MS, mass spectrometry) ¢i spektroskopické techniky, mezi néz je
fazena fluorescencni spektroskopie, infracervena spektroskopie v blizké (NIR, near-infrared
spectroscopy) a stfedni (MIR, mid-infrared spectroscopy) oblasti spektra nebo nuklearni
magneticka rezonance (NMR, nuclear magnetic resonance). Spektroskopické techniky jsou
vyuzivany ptredevSim proto, Ze jsou rychlé a relativné piesné. Kamal a Karoui (2015) dale
uvadéji, Ze tyto techniky nevyzaduji ptipravu vzorki a jsou jednoduché na provedeni.

V publikaci typu review (viz kapitola 4.3.1 — Kala a kol., 2018b) bylo nasim zamérem
zpracovat piehled soucasnych metod vyuzivanych pro stanoveni mlééného tuku, jejich vyvoj
a moznosti aplikace. Prizkumem bylo zjisténo, ze rutinni metody je mozné vyuZzit pro
stanoveni mlé¢né¢ho tuku s velmi dobrymi vysledky. Ty mohou byt ovéfeny metodami
referencnimi. Stanovenim mlécného tuku, popt. stanovenim FA se zabyvali také napt. Brondz

(2002) ¢1 Karoui a de Baerdemaeker (2007).

Dil¢im cilem disertacni prace bylo zjistit moZnosti stanoveni FA pomoci rutinni metody
(MIR) a porovnat je se stanovenim FA referencni metodou (GC). V oblasti rutinnich
spektroskopickych technik bylo prilomem zavedeni infracervenych spektroskopi
s Fourierovymi transformacemi v 70. letech 20. stoleti (Dvotak a kol., 2016), coz umoznilo

rozvoj metody MIR a jeji nasledné vyuziti pro stanoveni FA.

Nejpiesnéjsi metodou je staile GC (Casto v kombinaci s plamenové-ionizacnim
detektorem). Metoda je vhodna napi. pro detekci falSovani mléénych produktt (Fadzlillah
akol., 2013) nebo pro stanoveni zastoupeni FA v mléce a mlé¢nych produktech (Pujolras
akol., 2015). Jeji nevyhodou je vSak pomérné¢ naro¢na piiprava vzorkl spocivajici
V hydrolyze a nasledné methylaci FA (Aldai a kol., 2005).

V ramci disertacni prace jsme provedli porovnani obou metod, a to jak u bazénovych
vzorkd, tak u individualnich vzorkli mléka. Dil¢i vysledky byly publikovany jiz v roce 2015
(viz kapitola 4.3.1 — Hanus a kol., 2015; Samkova a kol., 2015).
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Z vysledkl analyz bazénovych vzorka vyplynulo, ze n¢které skupiny FA (napt. UFA) lze
stanovovat s vysokou mirou vérohodnosti (Hanu$ a kol., 2015). Vysledky zjisténé v piipadé
trans FA (TFA, trans fatty acids) viak tolik priikazné nebyly, coz potvrzuji hodnoty R?

vypocitané u obou skupin ze zjisténych korelacnich koeficientd (88 %, resp. 35 %).

U individuélnich vzorkli jsme rovnéz potvrdili vysokou miru vérohodnosti stanoveni
u nékterych skupin FA (Samkova a kol., 2015). V ptipadé SFA byla zjiiténa hodnota R? (71
%). K podobnym zavérim dospéli také Ferrand-Calmels a kol. (2014), ktefi rovnéz vyuzili

metodu MIR pro stanoveni FA a jejich skupin.

Databaze vyse uvedenych vysledki z referen¢ni a rutinni analyzy byla v pribé¢hu dalSich
let rozsitena a jeji vyhodnoceni se stalo soucasti certifikované metodiky (viz kapitola 4.3.1 —
Samkova a kol., 2017). Zavéry této certifikované metodiky prakticky koresponduji se zavéry
obou pilotnich studii. Hodnota R? byla v p¥ipadé bazénovych vzorki nejvyssi u skupiny SFA,
nejniz§i pak u skupiny MUFA (51,4 %, resp. 35,3 %; P<0,001). Hodnota R? u skupiny PUFA
byla 39,4 % (P<0,001). U individudlnich vzorkt byly nejvyssi hodnoty zjistény rovnéz
u SFA, nejnizsi vSak u PUFA (73,8 %, resp. 11,0 %; P<0,001). U skupiny MUFA byla
zjisténa hodnota R?57,5 % (P<0,001).

Jednim z praktickych vyuziti stanoveni FA pomoci MIR by mohly byt odhady heritability
pro jednotlivé FA (viz kapitola 4.3.1 — Samkova a kol., 2018b). Z provedené metaanalyzy, do
niz bylo zahrnuto 8 studii odhadu heritability FA stanovenych metodou GC, metodou MIR ¢i
kombinaci obou metod vyplynulo, Ze hodnoty heritability byly vy$si u metody MIR. Zavéry

potvrzuji Poulsen a kol. (2014), ktefi pro stanoveni FA vyuzili obé metody.
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5. ZAVERY

V disertacni praci byly posouzeny faktory ovlivitujici zastoupeni mastnych kyselin

mlééného tuku (genetické zalozeni, pofadi a stadium laktace) u Ceského strakatého

a holstynského skotu a jejich kiizencu. Dale byl vyhodnocen vyskyt polymorfismu v lokusech

souvisejicich s obsahem a slozenim mlé¢ného tuku a byla posouzena vhodnost rutinni metody

pro stanoveni mastnych kyselin.

Z. uvedenych studii vyplyvaji nasledujici zavéry:

Vysledky potvrdily, Ze zastoupeni mastnych kyselin v mlééném tuku se méni
Vv zéavislosti na biologickych faktorech, a to s riznou mirou intenzity. Vyznamnou roli
hrala pfedev§im variabilita uvnitt plemene a stadium laktace. Uvedené poznatky je
mozné vyuzit pii vybéru mléka se specifickym profilem mastnych kyselin (napt. vyssi
zastoupeni nutriéné prospéSnych mastnych kyselin). V tomto ptipadé¢ by se vSak

jednalo spiSe o mensi chovy.

U dojnic ¢eského strakatého a holStynského skotu byly zjistény Cetnosti polymorfnich
variant geni DGAT1, FASN, LEP a SCD1, které souviseji s biosyntézou mlécného
tuku a mastnych kyselin. Homozygotni genotypy s pievahou dominantnich alel A, G
a M byly potvrzeny u gent DGAT1, FASN a LEP. V ptipadé¢ SCD1 byl jak u ¢eského
strakatého, tak holStynského plemene jako nejcetnéjsi zjiStén heterozygotni genotyp
TC s ptevahou alely C, ktera je spojovédna s vy$§im zastoupenim nutri¢né prospésnych
mononenasycenych mastnych kyselin. Na zaklad¢ studia problematiky lze usuzovat,
ze dalsi védecka prace v této oblasti ma do budoucna potencial, ktery by mohl vést ke

zlepSeni profilu mastnych kyselin.

V souvislosti s ukazateli mlééné uzitkovosti byl vyhodnocen vztah polymorfismu genti
DGAT1, FASN, LEP a SCD1. Byla potvrzena souvislost mezi produkci tuku (kg)
ageny DGAT1 a SCD1. Zzjistené vysledky mohou byt vyuzity ve Slechtitelskych

programech pro selekci jedincli zaméfenych na mlécnou produkci.

Bylo zjisténo, ze pomoci rutinni metody lze stanovovat nckteré skupiny mastnych
kyselin v individudlnich i bazénovych vzorcich mléka s vysokou mirou vérohodnosti.
Na zakladé zjisténych vysledkt byla pripravena certifikovana metodika "Validace
a doporuceni ke kalibraci neprimé metody infracervené spektroskopie pro stanoveni

profilu mastnych kyselin mlécného tuku". Jeji soucasti jsou vysledky porovnani rutinni
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a referencni metody, z kterych Ize usuzovat, ze MIR-FT ma velmi dobrou vypovidaci
schopnost a je vhodna pro pouziti v mlékarenskych provozech ¢i akreditovanych
laboratofich pro analyzu mléka, jako nepiima metoda pro stanoveni mastnych kyselin,

resp. jejich skupin.

Bylo zjisténo, Ze izolace genomové DNA z mléka je moznd. Na zaklad€ zjisténych
vysledkii byla piipravena certifikovana metodika "Ilzolace bovinni genomové DNA
Z neinvazivné ziskanych biologickych vzorku". V navaznosti na metody izolace DNA
z mléka byla pripravena také certifikovana metodika "Genetické polymorfismy pro
kvalitu kravského mléka". Soucasti obou metodik jsou laboratorni postupy izolace
DNA a genotypizace vybranych gent souvisejicich s biosyntézou mlé¢ného tuku. Tyto
laboratorni postupy jsou pouzitelné v laboratofich zabyvajicich se analyzou

genetického zaloZeni skotu pomoci metod molekularni biologie.
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