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The effect of polymorphism of AGPAT6 and LEP
genes on fatty acid composition in milk fat
of Czech Fleckvieh cows

Abstrakt

Prace méla za cil stanovit genotypy polymorfnich va-
riant nékterych kandidatnich lokusti v genech AGPAT6
a LEP a vyhodnotit vliv téchto polymorfnich variant na
mlécnou uzitkovost a na zastoupeni mastnych Kyselin
mlécného tuku. Genotypové a alelové frekvence AGPAT6
a LEP byly zjisfovany u dojnic plemene Cesky strakaty
skot a jeho kiiZenek. Byla pouZita metoda genotypi-
zace pomoci PCR/RFLP. Vysledky ukazaly, Ze v popu-
laci pfevazoval genotyp CT (AGPAT6) a MM (LEP).
Vliv polymorfismi AGPAT6 a LEP na ukazatele mlécéné
uzitkovosti za 1. laktaci se neprokazal. Byl prokdzan vliv
genotypu AGPAT6 na zastoupeni nékterych mastnych
kyselin s kratkym uhlikovym fetézcem. Vliv genotypu
LEP na zastoupeni mastnych kyselin prokdzadn nebyl.
Vysledky této prace prispivaji k rozsiteni znalosti o ge-
netickém polymorfismu.
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Klicova slova: dojnice, mlécny tuk, mastné kyseliny,
polymorfismus, kandidétni lokusy, AGPAT6, LEP

Abstract

The aim was to determine the genotypes of polymorphic
variants of some candidate loci in the AGPAT6 and LEP
genes and to evaluate the influence of these polymorphic
variants on milk yield and milk fatty acid proportions.
Genotypic and allele frequencies of AGPAT6 and LEP
were determined in cows of the Czech Fleckvieh breed
and its crossbreeds. The PCR/RFLP genotyping method
was used. The results showed that the CT (AGPAT6)
and MM (LEP) genotypes predominated in the popula-
tion. The influence of AGPAT6 and LEP polymorphisms
on milk yield parameters for the first lactation was not
proved. The influence of the AGPAT6 genotype on the
proportion of some short-chain fatty acids was found.
The effect of the LEP genotype on fatty acid proportions
was not proved. The results of this work contribute to the
increase in knowledge about genetic polymorphism.

Keywords: cows, milk fat, fatty acids, polymorphism,
candidate loci, AGPAT6, LEP

Uvod

Mlécny tuk je duleZitou slozkou mléka skladajici se
predevsim z triacylglycerolt (TAG), tj. esterti glycerolu
a mastnych kyselin (MK). Zastoupeni jednotlivych MK
ijejich vzajemny pomér do zna¢né miry ovliviiuji nutricni
a technologické vlastnosti mlééného tuku. Mlécny tuk
je z vetsi Casti tvoren nasycenymi MK (SFA), zejména
kyselinami laurovou, myristovou a palmitovou, které jsou
rizikovym faktorem kardiovaskularnich onemocnéni.
Tento nepriznivy vliv na zdravi Clovéka je pripisovan
také trans nenasycenym MK (Haug et al., 2007; German
et al., 2009). Z vySe uvedenych divodi by bylo vhodné
snizit v mlécném tuku zastoupeni SFA a zvySit pomér ne-
nasycenych MK v cis konfiguraci (Dhiman et al., 2005).

Zastoupeni MK v mléce je ovlivnéno mnoha faktory,
z nichz k nejvyznamnéj$im patii vyZiva. Ve vyctu faktort
vSak nelze opomenut ani genetické vlivy. Polymorfismus
kandidatnich genti mze mit velmi vyznamny vliv na
vlastnosti mlécného tuku (Li et al., 2015). Méné znamy-
mi kandidatnimi geny, které ovliviiuji sloZeni mlécného
tuku skotu, jsou AGPAT6 a LEP. Tyto geny koduji enzy-
my l-acylglycerol-3-fosfat O-acyltransferdzu 6 a leptin.

Enzym AGPAT6 zvysSuje obsah TAG v mléce. Gen
AGPAT6 1ze povazovat za kandidatni gen pro regulaci
syntézy glycerolipidil, produkce tuku a celkového sloZeni
mléka (He et al., 2011). ZvySenim genové exprese genu
AGPAT6 dojde k odpovidajicimu zvySeni mnoZzstvi en-
zymu AGPATG6, coz ma za nasledek zvySeni TAG v mléce
(Littlejohn et al., 2014).

Leptin ma v organismu za ukol regulovat obsah tuku.
Gen kodujici LEP je potencialni kandidatni gen pro re-
gulaci poméru tukové tkané a libové svaloviny u skotu.

Genotyp LEP muzZe mit také vliv na zastoupeni monoeno-
vych nenasycenych MK, a dale kyselin myristoolejové,
stearové a olejové (Orru et al., 2011).

Cilem prace bylo vyhodnotit vliv vybranych poly-
morfnich variant v genech AGPAT6 a LEP na mlécnou
uzitkovost a na zastoupeni MK mlécéného tuku ceského
strakatého skotu.

Material a metody

Do analyzy byly zapojeny dojnice plemene cesky
strakaty skot (C100) a jejich kfiZenky s minimalné 50%
podilem Ceského strakatého skotu (C50X) ze Ctyt chovu.
Genotypizace polymorfismu AGPAT6 byla provedena
u 391 dojnic, pomér C100 a C50X ¢inil 64:36. Geno-
typizace polymorfismu LEP byla provedena u 336 dojnic
v poméru 65:35. Pro tyto soubory byly vypocitany genoty-
pové a alelové Cetnosti a z databaze plemenic spolecnosti
Plemdat s.r.o. zjistény udaje o mlécné uzitkovosti dojnic
na prvni laktaci (Svobodovd, 2021 ).

V ramci kontroly uzitkovosti byly od kazdé dojni-
ce odebrany vzorky mléka pro analyzu DNA (pfimo
z mlécné Zlazy) a pro analyzu kvality mléka a zastoupeni
MK. Pocet sledovanych dojnic byl v tomto ptipadé 253
(AGPAT6), resp. 205 (LEP) — Tabulka 1.

Tab. 1 Charakteristika souboru genotypizovanych dojnic

AGPAT6 (n = 253) LEP (n = 205)
X Sy X S
Poradi aktualni laktace 1,19 0,59 1,21 0,63
Laktacni den 184 105 170 92
MIécna uZitkovost v den kontroly
Dojivost (kg) 21,2 5,8 22,3 5,2
Tuk (%) 4,38 0,79 4,37 0,72
Bilkoviny (%) 3,69 0,30 3,67 0,29
Laktoza (%) 5,15 0,18 5,15 0,19

Ze vzorkli mléka byla izolovina DNA za pouziti
automatického analyzatoru a komeréniho kitu od firmy
MagCore®. Pomoci spektrometru byla zméfena kvalita
a mnozstvi izolované DNA. Polymorfismus v genu LEP
(alely M a W) byl genotypizovan metodou PCR/RFLP dle
Buchanan et al. (2002), polymorfismus v genu AGPAT6
(alely C a T) pomoci fragmentové analyzy podle Little-
Jjohn et al. (2014).

Pro analyzu zdkladniho sloZeni mléka byla zvolena
metoda infracervené spektroskopie ve stfedové oblasti
s vyuzitim zafizeni CombiFoss FT* (Foss Analytical
A/S). MK byly analyzovany plynovou chromatografii.
Kvantifikace zastoupeni MK v mlécném tuku byla
uréena z poméru ploch pikil jednotlivych methylestert
MK k celkové plose jejich pika. Identifikace jednotlivych
methylestertt MK byla provedena pomoci kvalitativnich
standardd firmy Supelco (USA) a hmotnostniho detek-
toru 4000 MS firmy Varian (Samkovd et al., 2020).

Pro statistické vyhodnoceni byl pouZit program Sta-
tistica 12 (StatSoft CR s.r.0.). U souboru byly vyhodno-
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ceny predpoklady pro uziti parametrickych metod (nor-
malita dat a homogenita rozptyltl). Pro analyzu nezavislé
proménné (polymorfismus pfislusSného genu) byla
pouzita jednofaktorova analyza rozptylu. K naslednému
porovnani ve skupinach byl pouzit Fishertiv LSD test.

Vysledky a diskuse

Pfi pozorovani genotypovych cetnosti genu AGPAT6
v zévislosti na populaci (C100, C50X) nebyly zjiStény

Tab. 2 Vliv polymorfismu genu AGPAT6 a LEP na mlé¢nou uZitkovost
a zastoupeni vybranych mastnych kyselin (MK) a jejich skupin
v mlééném tuku dojnic ¢eského strakatého skotu a jejich kfizenek

statisticky vyznamné rozdily. Pro celkovou populaci byla
stanovena genotypova frekvence 0,226 pro genotyp CC,
0,741 pro CT a 0,033 pro genotyp 77. Alelova frekvence
¢inila 0,596 pro alelu C a 0,404 pro alelu 7.

Byl sledovan vliv polymorfismu AGPAT6 na mlécnou
uzitkovost dojnic na 1. laktaci. U dojnic genotypu 7T
byla zjisténa vyssi dojivost (7 027 kg), vyssi produkce
mlécného tuku (290 kg) a bilkovin (257 kg) — Tabulka 2.
Mezi jednotlivymi genotypy nebyly ve sledovanych para-
metrech zji§tény statisticky vyznamné rozdily (p>0,05).
K podobnym vysledkim dospéli rovnéz
Upadhyay et al. (2019) u dojnic plemene
Karan Fries.

Asociacni analyza prokdzala u geno-

AGPATS cc cr T P typu 7T vyssi (p<0,01) zastoupeni MK
X x X S X S, s kratkym uhlikovym fetézcem (SCFA),
SEULGITEU L L n=87 n = 267 n=12 coz ovlivnily rozdily u odpovidajicich
Dojivost (kg) 6872 | 1066 | 6828 | 1104 | 7027 | 1333 | 0,8008 MK — méselné (C4:0), kapronové (C6:0)
Produkce tuku (kg) 285 | 50 | 282 | 44 | 200 | 62 | 07400 | 4 kaprylové (C8:0). U genotypu CC bylo
Produkce bilkovin (kg) 246 38 245 39 257 48 0,5827 zji$téno vyssi zastoupeni nenasycenych
UZitkovost v den odbéru n =55 n=194 n=38 MK (UFA; 29,38 %) v porovnani s geno-
DOjiVOSt (kg) 22,6 5,6 20,8 59 215 53 0,1217 typy CT aTT (29,22 % a 28,21 %)’ roz-
Tuk (%) 438 1 077 1 436 | 080 | 486 | 053 | 02568 | 47}y yyak nebyly statisticky vyznamné.
Bilkoviny (%) 359 | 087 | 371° | 027 | 377% | 025 | 0,230 Opacny trend pozorovali Littlejohn et al.
Laktoza (%) 5,18 0,17 5,14 0,19 5,15 0,15 | 0,3055 (2014), kteii uvadi 30,14 % pro genotyp
MI.(vden Lz i) r: = i na= 189 0=t 1T, 29,70 % pro genotyp CT a 29,26 %
040 2,16 058 | 189 049 | 254 056 | <0,001 pro genotyp CC. Rozdily byly statisticky
C6:0 1,88° 0,35 il 737 0,30 2,13¢ 0,39 | <0,001 vyznamné (p<0,001)
. a a b s o
80 136 | 025 | 130 | 021 | 156" | 026 | 00026 | 7seng 1iz hodnoty UFA u viech
SFA 68,41 423 | 68,50 | 3,48 | 69,67 | 417 | 0,6581 genotypl lze pricist skuteCnosti, Ze
MUFA 23,7 72 |2 22,31 4| 04 N
PLEJFA 33'095 3’39 33'1510 322 3 ’133 325 ggggg v zadném ze sledovanych chovi nebyly
UFA 2038 | 417 | 2922 | 343 | 2821 | 398 | ogorg | oimice pasene im p“k,rmgvlj‘;e cerstvou
SCFA 1350 | 245 | 13100 | 201 | 1553 | 244 | 00047 p“il.’ oz an;? Zupen; 2000- L.V zra}zze
MCFA 5104 | 402 | 5150 | 329 | 51,66 | 331 | 06766 | ©V 1;/ngjoe](4.r;lc erat, ey 8-1Z o d"
LCFA 028g1 | ¢ al ; Hanus et al., ; Avondo
etal., 2019).

LEP . .

X S X Sy

f V zastoupeni SFA nebyly mezi geno-

typy (69,67 % u 1T, 68,50 % u CT

UZitkovost za 1. laktaci n =240 n =68 n=12 . o
Dojivost (kg) 6837 | 1139 | 6864 | 955 | 6654 | 841 | 0ge70 | @ 0841 % u CC) zjisteny statisticky
Produkce tuku (kg) 83 | 47 | 283 | 43 | 271 | 33 | oeess | VYyznamné rozdily, oproti studii Lirtle-
Produkce bilkovin (kg) 244 | 40 | 245 | 33 | 239 | 38 | 08785 | John et al. (2014) uvadgjici statisticky
Usitkovost v den odbéru n=145 n=43 n=38 vyznamné (p<0,001) rozdily (69,86 %
Dojivost (kg) 24 | 52 | 220 | 53 | 221 | 40 | og9r1 | u7T,70,30 % u CT a70,74 % u CC).

Tuk (%) 438 | 068 | 439 | 083 | 401 | 065 | 03561 Zastoupeni  polynenasycenych MK
Bilkoviny (%) 365 | 028 | 372 | 030 | 363 | 034 | 03372 | (PUFA) bylo u genotypa CC, CT, TT
Laktéza (%) 516 | 019 | 513 | 019 | 516 | 018 | 07637 | nasledujici: 3,13 %, 3,11 %, 3,09 %.
MK v den odbéru (%) n =151 n=43 n=7 Littlejohn et al. (2014) zjistili zastoupeni
SFA 68,75 | 3,69 | 69,05 | 342 | 67,6 | 364 | 04441 | PUFA 4,13 % u genotypu CC, 4,20 %
MUFA 2329 | 317 | 2306 | 292 | 2450 | 363 | 05293 | u genotypu CT a 4,27 % u genotypu TT.
PUFA 313 | 040 | 308 | 035 | 325 | 030 | 04938 | Uvedenérozdily byly statisticky vyznam-
UFA 29,02 | 363 | 2869 | 335 | 30,50 | 3,67 | 04612 | né (p<0,01), a na rozdil od vysledku této
SCFA 1342 | 2,14 | 1369 | 243 | 13,17 | 262 | 0,7342 | prace potvrdily vliv genotypu na zastou-
MCFA 5144 | 349 | 5157 | 334 | 4888 | 248 | 01450 | peni PUFA.

LCFA 3514 | 476 | 34,74 | 456 | 37,96 | 4,62 | 02485 U genotypovych cetnosti genu LEP

abe priiméry s odliSnymi indexy v fadce se statisticky vyznamné liSi; p = hladina vyznamnosti; SFA = nasycené MK;
MUFA = mononenasycené MK v cis konfiguraci; PUFA = polynenasycené MK; UFA = nenasycené MK;

SCFA = MK s kratkym uhlikovym fetézcem; MCFA = MK se stfednim uhlikovym fetézcem;
LCFA = MK s dlouhym uhlikovym fetézcem.

v zavislosti na populaci (C100, C50X)
nebyly zjiStény statisticky vyznamné
rozdily. Z celkové sledované populace
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dojnic predstavovala genotypovéd frekvence 0,747 pro
genotyp MM, 0,214 pro genotyp MW a 0,039 pro geno-
typ WW. Alelova frekvence pro alelu M ¢inila 0,854 a pro
alelu W 0,146.

Pti hodnoceni ukazateli mlé¢né uzitkovosti za 1. lak-
taci nebyly mezi polymorfismem genu LEP potvrzeny
statisticky vyznamné rozdily (p>0,05). Napr. v doji-
vosti byly zjiStény velmi podobné hodnoty pro geno-
typy MM (6 837 kg) a MW (6 864 kg) a o néco nizsi
byla dojivost pro genotyp WW (6 654 kg) — Tabulka 2.
Kala et al. (2017) rovnéZ analyzovali dojivost u dojnic
ceského strakatého a holStynského plemene a kiiZenek,
pricemz jako ptiznivéjsi oznacili genotyp MM s nado-
jem 7 989 kg. Nejnizsi dojivost byla shodné s nasi studii
pozorovana u genotypu WW. Kulig et al. (2009) zjis-
tili u dojnic plemene Jersey nejvyssi dojivost za laktaci
(4 587 kg) u genotypu MW.

Asociacni analyza neprokazala statisticky vyznam-
ny vliv polymorfismu genu LEP na zastoupeni MK.
7 nutricniho hlediska se vsak jako pfiznivéjsi jevi geno-
typ WW, protoze ma nizsi zastoupeni SFA (67,16 %)
oproti UFA (30,50 %), resp. PUFA (3,25 %). Podobné
Pegolo et al. (2016) nezjistili statisticky vyznamné rozdi-
ly mezi genotypy LEP v zastoupeni SFA, MUFA a PUFA.

Zaver

Studie potvrzuje statisticky vyznamny vliv polymorfis-
mu genu AGPAT6 na nékteré parametry sloZeni mléka
a na ukazatele kvality mlécného tuku. Vliv polymorfismu
LEP na parametry mlécné uZzitkovosti a na zastoupeni
mastnych kyselin nebo jejich skupin se neprokazal.
U polymorfismu genu AGPAT6 je z nutri¢niho hlediska
lepsi genotyp CC a u polymorfismu genu LEP geno-
typ WW. Ziskané vysledky sledovanych genit AGPAT6
a LEP prispivaji k prohloubeni znalosti o genetickém
polymorfismu ve vztahu k mlécné uZitkovosti a ke sloZzeni
mléka a mlééného tuku.
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