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Abstrakt Nejvyssi ztraty v chovu skotu jsou zplsobeny sniZenou
Urovni zdravi a reprodukce. Problémem §lechténi na tyto vlastnosti
je jejich nizka dédivost, diky které je tradicni selekce neucinna a
doporuduje se vyuZziti markery asistované selekce.

Cilem prace je vnést piehled do situace ohledné vybranych
funké&nich znakli a markery asistované selekce v Ceské republice.
Dale studie ptinasi prvni vysledky studie polymorfni oblasti genu
Leptinu zndmé jako A80V v ceské populaci Ceského strakatého
skotu. V této oblasti byly zmapovany genotypové frekvence dojnic
jako pilotni studie u tohoto plemene.

Kli¢ova slova: Polymorfismus, Geneticky marker, Skot, Leptin,
A80V

1. UvoD

Z hlediska $lechténi, pfeje dne$ni doba rozvoji novych metod.
Uplatnéni nachazi i markery asistovana selekce ¢i genomické
hodnoceni zvifat. Pfevazna cast ekonomicky dulezitych primarnich
(dojivost) i sekundarnich vlastnosti (zdravi, reprodukce) jsou
ovlivnény velkym mnoZstvim gent. Tyto geny spolu vzijemné
pusobi a ovliviiuji mimo jiné zdravotni stav zvifete nebo jeho
produkci. Tyto znaky jsou vSak ovlivnény i prostiedim ve kterém se
zvife vyskytuje. Dals$im problémem pii §lechténi téchto vlastnosti je
jejich nizka dédivost.

Elegantnim feSenim zminénych problémt, pii Slechténi vlastnosti s
nizkou dédivosti, by mohla byt pravé markery asistovana selekce
(MAS). Tato metoda je pokladéna za ucinnéj$i, nez vyuziti
tradi¢nich metod $lechténi (Togashi a Lin, 2010). Vyhodou MAS je
snadné zjisténi genotypu zvifete, rychlost a moznost provadét
analyzy v jakékoli etap€ Zivota zvitete.

V budoucnu se ve Slechténi skotu predpoklada také uplatnéni
genomické selekce zvifat. Genomika pocitda s vyuzitim velice
hustych molekulérnich ¢ipti, které detekuji bodové mutace v
genetickém kodu zvifat (SNP), a naslednym vypoctem genomické
plemenné hodnoty, ktera bere v Gvahu informace o jednotlivych

mutacich, kterych je zvife nositelem. Proto jsou SNP v tuto chvili
velmi vyznamnym nastrojem $lechténi zvitat.

2. RESERSE
2.1 Mastitis

Nejrozsifenéjsim onemocnénim, které se v chovu skotu vyskytuje je
mastitida, Ruegg (2003) uvadi skore vyskytu mastitidy ve stadé
mezi 25 % — 60 %. Toto onemocnéni také podstatné zvySuje
naklady na chov skotu. Ve Velké Britanii se ztraty zpisobené
mastitidou se vySplhaly na castku vyssi nez 7 000 Kc/rok/kus
(Hillerton a Berry, 2005), v USA se celkova ztrata piedpoklada 30—
60 miliard korun ro¢né nebo ztraty az 11 % z celkové mlééné
produkce (Ferrero et al., 2014). V Ceské republice uvadi Kvapilik
(2014a) prumérnou ztratu 565 kg mléka na jeden vyskyt klinické
mastitidy, coz ¢ini ztratu 9 000 K¢ (Kvapilik, 2014b). Za
nejvyznamnéj§i ztraty zplsobené mastitidou povazuje Kvapilik
(2014b) nizsi dojivost v pribéhu a po vyléceni mastitidy (Graf 1, 2),
stejné jako niz§i objem prodaného mléka z diivodu vytazeni mléka z
dodévky.

Mastitida vSak ovliviiuje nejen kvalitu mléka, ale promita se i do
celkového fungovani organismu. Negativni vliv ma také na
reprodukéni funkce plemenic, napf. na servis periodu a insemina¢ni
index (Vacek et al., 2007). Vyhodou Slechténi na zdravi vemene a
ukazatele plodnosti se tedy zda byt jejich vzajemny pozitivni vztah
(Buch a Norberg, 2008). Tyto Gvahy doklada i studie polskych
védet, kteti uvadeji, ze produkce mléka s obsahem somatickych
bunék niz§im nez 100 000 bunék/ml se promitla ve zlepSeni zdravi a
plodnosti krav (Olechnowicz a Jaskowski, 2013).

I ptes vyznamny vliv prostfedi na mastitis, respektive odolnost vici
ni, mize byt genetického pokroku dosazeno selekci. Diky rozdilim
mezi plemeny, ale i jednotlivymi zvifaty se jako vhodny nastroj
nabiz{ pravé MAS (Wojdak-Maksymiec et al., 2010).
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2.2 Plodnost

Se zvySujici se dojivosti krav mize dochazet ke snizovani jejich
plodnosti (Norman et al., 2009). JelikoZ je pravidelna reprodukce
pfedpokladem rentabilniho chovu skotu, zplisobuje chovatelim
zhorSeni plodnosti plemenic a zdravi vemene vyznamné
ekonomické ztraty.

Z cekonomického hlediska je tfeba brat v tuvahu, ze kazdé
prodlouzeni servis periody nad 80 dni o 20 dni pfedstavuje ztratu 0,3
az 0,4 telete v piipadé osmiletého vyuzivani dojnice a 4% snizeni
uzitkovosti roéné (Riha a Hanug, 2001). S obdobnou studii ptichazi i
Vacek a Kvapilik (2010), ktefi uvadéji ztratu 24 telat za rok/100
krav pifi prodlouzeni mezidobi o 3 mésice. ZhorSenim ukazatelt
plodnosti se prodluzuje délka laktace. S jejim prodlouZenim sice
dochazi ke zvySovani produkce mléka za normovanou laktaci, ale
snizuje se produkce mléka v pfepoctu na jeden den. Tato situace
negativné ovliviiyje ndklady na litr vyprodukovaného mléka, jelikoz
dochazi ke snizeni produkce mléka v prepoctu na kravu/rok. Mezi
dals$i naklady je mozné zahrnout naptiklad 1 vyS$i pocet
inseminacnich davek potiebnych k zabfeznuti.

2.3 Dlouhovékost

Velmi dalezitou ze sledovanych funkénich vlastnosti je
dlouhovékost. V kontrole uzitkovosti za rok 2013/14 (metoda A)
bylo vyfazeno vice nez 32 % krav z toho 25 % prvotelek (CMSCH,
2015). JelikoZ nejvyssi dojivosti dosahuji kravy na téeti a &tvrté
laktaci, jsou tato ¢isla pro chovatele znacné€ nepfizniva. Procentudlni
zastoupeni krav podle poradi laktace (Graf 3) naznacuji vékovou
skladbu krav v ramci ¢eské populace.

Vytazovanim prvotelek dochazi ke snizovani dojivosti stada, ale
jelikoz prvotelky byvaji nositelkami genetického pokroku stada,
nemusi v chovu dochazek k odpovidajicimu genetickému progresu.
Nejcastéjsim diavodem vyfazeni prvotelek z kontroly uzitkovosti
metody A (kromé ostatnich zdravotnich dtivodl) byla v tomto
kontrolnim roce neuspokojiva plodnost (21,4 %), nizka uzitkovost
9,1 %), onemocnéni vemene (8,1 %) a tézky porod (9,9 %)
(CMSCH, 2015). Dlouhovékost zvifat je mimo jiné ovlivnéna i
plemenem, potazmo zastoupenim holStynské krve (Tab. 1).

2.4 Jednonukleotidovy polymorfismus a markery
asistovana selekce

V soucasnosti je za budoucnost ve Slechténi skotu povazovano
dynamicky se rozvijejici odvétvi genomiky. Kromé¢ genomiky, ktera
nalezne uplatnéni pii Slechténi na Grovni populace je za velice
vhodnou metodu Slechténi povazovano sledovani
jednonukleotidového polymorfismu (SNP) u kandidatnich gend
(Togashi a Lin, 2010). N¢které geny mohou mit vyznamnéjsi podil
na fenotypovém projevu dané vlastnosti nez ostatni. V tomto
ptipadé hovoifime o tzv. kandidatnich genech, u kterych se
pfedpoklada bezprostiedni vliv na uZitkové vlastnosti. Vyuziti SNP
zvysi efektivnost Slechténi nejen diky pfispéni ke zptesnéni odhadu
plemenné hodnoty, ale umozni i zvySeni intenzity selekce a
pravdépodobné zkrati generacni interval (Urban, 2009).

Vyraz polymorfismus vychazi z fecké piedpony poly- (mnoho, vice)
a morphos (tvar). Zaména vétSinou jednoho paru nukleotidi
(zékladni  stavebni prvky DNA) je dGvodem vyskytu
jednonukleotidovych polymorfismi. Zamé&na byt jen jednoho
nukleotidu muze zpusobit zvySeni ¢i snizeni odolnosti viaci
patogeniim, zkraceni délky servise periody ¢i ¢asnéjsi nastup fije po
oteleni. Pravé SNP je mozné vyuzit jako marker (znacku) podle
kterého je mozné se pfi selekci zvitat orientovat.

Vzhledem k nizké dédivosti se zlepSeni reprodukénich ukazateltl pii
vyuziti tradi¢nich metod Slechténi povazuje za velice slozité
(Campos et al.,, 1994). Za vhodnou nahradu tradi¢nich postupt
Slechténi se v dne$ni dob& povazuje markery asistovana selekce
(Togashi a Lin, 2010). Selekce zvifat, ktera je zaloZena na principu
genetickych markerti a specialné SNP vesla v povédomi jako
markery asistovana selekce (Lande a Thompson, 1990). Diky
genetickym markerdm, které je mozné pii selekci pouzit, mizeme
zredukovat Cas a zvysit presnost selekce (Meuwissen a
Vanarendonk, 1992).

Stejné jako vétSina postupi se i MAS setkdva s urcitymi omezenimi.
Jeji uskali spociva pfedev§im v malém mnozstvi SNP na které jsme
se zaméfili (Asaf et al.,, 2014). Vyhodnoceni vétsiho mnoZstvi
vzorki samostatné vSak muze byt cCasové i finanéné narocné.
Budoucnost MAS tkvi v genomické selekci, kdy je mozné v ramci
jedné analyzy detekovat nékolik tisic SNP, pficemz nezbytnosti je
pravidelné sledovani jednotlivych SNP a vyhodnocovani jejich
vztahu k vybranym vlastnostem. Uzite¢né je tedy vyuziti MAS ve
stadé¢ za ucelem zjisténi menSiho mnozstvi SNP, které ovliviluji
vlastnosti naSeho zajmu.

Dalsim problémem muze byt rozdilné rozlozeni SNP rtznych
plemen. Prozatim se ve svété provadi velké mnozstvi studii, které
jsou z velké ¢asti provadény jednostranné na holStynském skotu.
Vzhledem k tomu, Ze v Ceské republice je do kontroly uzitkovosti
zapojeno skoro 40 % krav eského strakatého skotu (CMSCH.
2015), je proto nezbytné zjistit genotypové frekvence kandidatnich
gent i na Ceské populaci zviat a provést asociaéni studie i na tomto
plemeni. Jednim zvyznamnych gentl, ktery je povaZovan za
kandidatni je Leptin.

2.5 Leptin

Gen Leptin se nachazi na 4. bovinnim chromozomu (Stone et al.,
1996), obsahuje 16 735 kb (Taniguchi et al., 2002) a je ptekladan do
146 aminokyselin. Gen se sklada ze tfi exont a dvou intronti (Chen
et al., 1995), pficemz prvni exon neni transkribovan a nevznika
tudiz Zadny protein (Komisarek and Antkowiak, 2007).

Hormon leptin ma vyznamny vliv na udrZovani télesné homeostazy.
Pomoci leptinu je fizen ptijem krmiva, uloZeni energetickych rezerv
a energeticky metabolismus. Leptin hraje také dulezitou roli v
regulaci télesné hmotnosti a rdstu savcl (Agarwal et al.,, 2009).
Kershaw a Flier (2004) popisuji ve své praci vliv leptinu na
reprodukci, imunitni a renalni systém, diferenciaci bunék i jejich
proliferaci.

Déle bylo zjisténo, Ze vliv na uvedené vlastnosti ma i genotyp,
respektive varianty polymorfnich oblasti v Leptinu, kterych bylo u
skotu dosud podle databdze Ensembl popsano 1165. Byl naptiklad
prokazan vztah genotypu Leptinu k dojivosti (Banos et al., 2008),
reprodukénim ukazatelam (Liefers et al., 2005; Agarwal et al.,
2009) a sloZeni mléka (Glantz et al., 2012, Kadlecova et al., 2014).
Clempson et al. (2011) naznaduji, Ze polymorfismus genu Leptinu
ma vliv i na kvalitu oocytli a nasledny embryonalni vyvoj. Brickell
et al. (2010) dale nalezli zavislost mezi genotypem Leptinu a
perinatalni mortalitou telat u holstynskych jalovic. Spekuluji rovnéz
o vlivu Leptinu na rozvoj plic telete a 0 moZné predispozici telat k
respiratornim problémim po oteleni v ptipadé deficience leptinu.

Na jejich praci volné navazuji vysledky Orru et al. (2012), kteti jsou
pfesvédceni, ze hormon leptin mé vliv na imunitni systém, a proto
ve své praci naznauji vyuziti Leptinu jako markeru pro zlepSeni
imunologické kondice v peripartalnim obdobi.

Ve studii, kterd se zaméfila mimo jiné na pravdépodobnost
predCasného vyfazeni dojnice ze stada na zakladé genotypu, je
ziejmé, ze obecné maji vyss$i pravdépodobnost vyfazeni zvirata
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s neptiznivym genotypem v Leptinovém genu (Szyda et al., 2011).
Vliv genotypu na zdravi zvifat naznaduje i Oikonomou et al. (2009),
ktefi pozorovali snizeni rezistence dojnic proti onemocnéni
mastitidou.

3. MATERIAL A METODIKA

Do sledovani bylo zapojeno 50 zvifat ¢eského strakatého skotu
narozenych vroce 2003 a 2004, ze tif rGznych chovli po 8
plemenicich. Studovanym genem byl Leptin - polymorfni varianta
umisténa na 3. exonu (rs29004508), kterd zptisobuje zaménu 59.
aminokyseliny v fetézci leptinu a to Alaninu za Valin (A80V).
Genomicka DNA byla ziskana z krve a izolovana na automatickém
izolatoru ABI PrepStation 6100. Genotypy byly stanoveny metodou
PCR-RFLP, primery byly navrZeny podle Haegeman et al. (2000).
PCR reakce obsahovala 20 — 100 ng genomické DNA, 2mM MgCl,,
20 mM dNTP, 5 % DMSO, 0,5 U Taq Purple polymerazy (Top-Bio,
s.ro.; Ceska republika), 10 pmol primera (R, F) (Generi Biotech,
Ceska republika), 1x PCR pufr. Teplotni profil reakce byl: 94 °C (10
min) 1 cyklus, 94 °C (30 s), 54 °C (30 s), 72°C (1 min) ve 30
cyklech, se zavéreénou elongaci 72 °C (10 min) v 1 cyklu.
Amplifikované fragmenty byly nasledné 12 hodin $tépeny pii 37 °C
pomoci 5U enzymu Hphl (Thermo Fisher Scientific, USA), §tépené
fragmenty byly vizualizovany na 3,5 % agarézovém gelu. Délka
ziskanych fragmentt byla pro alelu C 331 bp, pro alelu T 311 bp a
20 bp.

4. VYSLEDKY A DISKUZE

Laboratorni analyzy prokazaly vyskyt tfi genotypi (Tab. 2).
Z frekvence alel je ziejma pievaha alely C, naopak nejméné
frekventované pozorovéni bylo alely T. Sledovana populace zvifat
se, vtomto genu, nenachazi v Hardy-Weinbergové rovnovaze.
Tento vysledek byl ocekavan, jelikoz ve sledované populaci dochazi
jak kselekci, tak nendhodnému ptipafovani zvifat coz vyvraci
zékladni podminky pro vytvofeni rovnovazné populace. Diky tomu
je i zfejmé, Ze v populaci dochazi ke Slechténi v rdmci studované
oblasti.

Sledované genotypové frekvence se nelisily od vysledkii Szyda a
Komisarek (2007) ziskanych z polské populace holstynskych byki
nebo Liefers et al. (2002, 2003) pochézejici z Nizozemi. Obdobné
rozloZeni genotypovych frekvenci avSak svy$Sim podilem CC
homozygoti uvadi ve své praci na holStynském plemeni z Velké
Britanie i Clempson et al. (2011).

Oproti vysledkim Glantz et al. (2012), ktefi studovali holStynskou
populaci ve Svédsku, vysledky naseho pozorovani vykazuji nizsi
podil heterozygotnich jedinct, ve prospéch genotypu CC. VysSi
podil heterozygotnich jedinci je popsan i v dalSich studiich (Szyda a
Komisarek, 2007(holStyn); Komisarek a Antkowiak, 2007 (Jersey)).

5. ZAVER

Zjisténé genotypové frekvence se, navzdory odliSnému plemeni i
uzitkovému typu zvifat, v rozloZeni jednotlivych genotypt nelisi od
vétsiny dostupnych praci. Rozdily vrozlozeni genotypt jsou
popsany pouze u polské a Svédské populace. Navzdory pievaze
zvitat s alelou C vysledky naznaduji, dal$i moZnost $lechténi i v této
mutaci.

V poslednich letech se vyzkum zaind orientovat i na vlastnosti,
které se tradinimi metodami $lechténi nedafilo zlepSovat. JelikoZ
jsou vtuto chvili ve svété jiz znamy genotypy, které pitiznive
ovlivituji napt. plodnost nebo zdravi vemene, probiha v sou¢asnosti

intenzivni vyzkum i na populaci Ceskych krav. Zda se tedy, ze
molekularni genetika za¢ne ve $lechténi skotu mit kli¢ovou roli.

Tato prace @yla realizovana za podpory projektu Ministerstva
zemédeélstvi CR MZEROQ714 vramci institucionalni podpory na
dlouhodoby koncepcni rozvoj vyzkumné organizace.
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Piiloha

Graf 1: Pocet somatickych bunék (PSB) v mléce krav a pokles produkce mléka (kg/rok) (Kvapilik, 2014a)
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Graf 2: Kalkulace jednotlivych slozek ztrat zpiisobenych mastitidou (Kvapilik, 2014b)
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Graf 3: Pocet krav podle poradi laktace, zapojenych do KU oddil A v kontrolnim roce 2013/2014 (CMSCH, 2015)
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Tab. 1: Vztah mezi dlouhovékosti, dojivosti a plemennou piislusnosti krav (Lorenc, 2002)

Plemeno Podil holStynské Priamérny pocet 1. laktace podil Vsechny laktace Celozivotni uzitkovost
krve laktaci (A) mléka prumér (B) AxB

Simental 23% 4,1 5159 6 047 24793

Fleckvieh 56,4 % 4,1 5694 6 705 27 491

Red | 82,9 % 3 6273 7194 21582

hol3tyn

Holstyn - 2,2 6 759 7299 15238

Tab. 2: Genotypové a alelické frekvence v genu Leptinu (A59V)

Genotyp Genotypové frekvence Alela Alelickeé frekvence
cC 0.5098
C 0.6961
CT 0.3725
TT 0.1176 T 0.3039
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