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Abstrakt

Cilem studie bylo vyhodnotit vliv genovych polymorfismu
a negenetickych faktori na linedrni skére poctu somatic-
kych bunék (SCS) v mléce holStynskych (n=148) a ceskych
strakatych dojnic (n=73) a jejich kiizenci (n=6). Byly
genotypovany polymorfismy v genech CSNISI, CSN2,
CSN3, LGB, DGATI, LEP, FASN, SCD1 a AGPAT6 a byla
provedena asociacni analyza k SCS v kravském mléce.
Dale byl analyzovan vliv plemene, farmy, roku, mésice
roku, poradi a faze laktace na SCS. Byl zjiStén vyznam-
ny vliv polymorfismd v genech CSN2, CSNIS1 a DGATI
na SCS. Jiné polymorfismy nebyly vyznamné. SCS mélo
vyznamnou souvislost s kombinovanym tc¢inkem farmy
a roku, dale s vlivem faze laktace a mésice roku. Poradi
laktace a plemeno dojnice nemély vyznamny vliv.

Klicova slova: dojnice, pocet somatickych bunék,
geny, polymorfismus, farma, laktace

Abstract

The goal of the study was to evaluate the influence of
gene polymorphisms and non-genetic factors on the linear
score of somatic cell count (SCS) in milk of Holstein
(n=148), Czech Simmental (n=73) and crossbred (n=6)
cows. The polymorphisms in genes of CSNISI, CSN2,
CSN3, LGB, DGATI, LEP, FASN, SCDI and AGPAT6
were genotyped, and the association analysis to SCS
in cow’s milk was done. Additionally, the effect of breed,
farm, year, month of year, parity and lactation stage was
evaluated. Significant effect of polymorphisms in CSN2,
CSNISI and DGATI genes on the SCS was found. Other
polymorphisms were not significant. SCS was significan-
tly influenced by the combined effect of farm and year,
further by lactation stage and month of the year. Lactation
parity and cow’s breed were not significant.

Keywords: dairy cows, somatic cell count, genes, po-
lymorphism, farm, lactation

Uvod

Mastitida je jednim z nejvyznamnéjSich zdravotnich
problémt v chovech dojeného skotu. Zpiisobuje obrovské
finan¢ni ztraty v dasledku snizené produkce a kvality mlé-
ka, pfed¢asného vyrazovani dojnic a zvySenych ndklada
na oSetfeni. Rezidua veterinarnich 1écivych pripravkl
pouzivana k 1é¢bé mastitid pak mohou negativné ovlivnit
zpracovani mléka a lidské zdravi (Halasa et al., 2007).

Mastitida je multifaktoridlni onemocnéni, jehoZz
dédivost je velmi nizka. V ceské populaci dojnic byla
zjiSténa dédivost 0,10 a opakovatelnost 0,19 (Kasnd
et al., 2018). Pokud se tyce vlivu major gent (geny tzv.
velkého ucinku), byly provedeny analyzy zaméiené na
identifikaci polymorfismu spojenych se zdravim mlécné
zlazy. Byl studovan mimo jiné vliv polymorfismu
v genu pro serinovou proteinazu 1 s pridruzenym lekti-
nem vazajicim manézu — (MASPI1). Zhang et al. (2019)
nasli v tomto genu asociaci g2.5766A>G s obsahem bil-
kovin v mléce, avsak nikoliv s obsahem tuku, dojivosti
a linedrnim skore poctu somatickych bunék (SCS). Jini
autofi (Pokorska et al., 2020) zjistili vyznamny dopad
polymorfismli v genu lipocalin-2 (LCN2) na primérné
hodnoty SCS, nikoli vSak na produkci mléka, obsah bil-
kovin, tuku a laktézy nebo vyskyt mastitidy u dojnic.
Dalsi zdroj uvadi vysledky analyzy tfi polymorfismu
v genu FADS2 pro desaturdzu 2 (Li et al., 2020). Enzym
hraje klic¢ovou roli v biosyntéze polynenasycenych mast-
nych kyselin a predchozi studie prokazaly, Ze FADS2 byl
jednim z gena s nejvice sniZenou aktivitou béhem nega-
tivni energetické bilance u dojnic v poporodnim obdo-
bi. Polymorfismy v genu byly vyznamné asociovany
s dojivosti v testovacim dni, obsahem tuku a 305 denni
produkci mléka, tuku a bilkovin, obsahem bilkovin
a SCS. Rovnéz byl zjistén vliv na zastoupeni mastnych
kyselin mléc¢ného tuku (Proskura et al., 2019). Je tedy
zfejmé, Ze existuji geny velkého ucinku, které maji po-
tencidl ovlivnit produkci mléka, zlepSit zdravi mlécné
Zlazy a zvysit tak odolnost proti mastitide.

Cilem této studie bylo vyhodnotit dopad vybranych
faktorti na SCS v mléce dojnic holsStynského a ¢eského
strakatého skotu. Byly genotypovany polymorfismy
v genu (CSNISI) pro kasein alfa S1, genu (CSN2) be-
ta-kaseinu, genu (CSN3) kappa-kaseinu, genu (LGB)
beta-laktoglobulinu, genu (DGATI) acyl-CoA diacyl-
glycerol transferazy 1, genu leptinu (LEP), genu (FASN)
syntazy mastnych kyselin, genu stearoyl CoA desaturazy
1 (SCDI) a genu 1-acylglycerol-3-fosfat O-acyltransfe-
razy 6 (AGPAT6) a byla provedena asociacni analyza.

Material a metodika

Analyzovanou skupinu (n=227) tvorily dojnice hols-
tynského (n=148), ceského strakatého (n=73) plemene

18

MLEKARSKE LISTY 188, VOL. 32, No. 5



VEDA, VYZKUM

a jejich kiiZzencti (n=6). Dojnice byly ustdjené na péti
farméch s volnym ustdjenim a celorocné krmené jednot-
nou krmnou davkou sestavajici z kukuric¢né silaze, travni
silaze, sena a produkéni krmné smési. Dojnice byly
otelené v letech 2015-2017.

Odbéry mléka byly provadéné v pribéhu celého
roku béhem dvou za sebou nasledujicich laktaci, doj-
nice byly na 1. az 6. laktaci. Vzorky mléka byly ana-
lyzovany v akreditované laboratofi Ceskomoravské
spolecnosti chovatelll a.s. za pomoci pritokového cy-
tometru Somacount (Bentley Instruments, Chaska,
Minnesota, USA). SCS bylo vypocteno podle vzorce:
SCS = log, (PSB/100 000) + 3, kde PSB je pocet so-
matickych bunék v tis./ml.

DNA byla izolovana ze vzorkli mléka pomoci extrak-
toru DNA / RNA MagCore HF16 Plus (RBC Bioscience,
New Taipei, Tchaj-wan). Genotypizace byla provedena
metodou PCR / RFLP. Alely B a C genu CSNISI byly
genotypovany podle Ardicli et al. (2018) a Kucerovd
et al. (2006); alely A a B genu CSN2 podle Medrano
a Sharrow (1991); alely Al a A2 podle Miluchovd et al.
(2013); alely A, B, C a E genu CSN3 podle Barroso
et al. (1998); alely A, B genu LGB podle Strzalkowska
et al. (2002); alely A (alanin) a K (lysin) genu DGATI
podle Kuhn et al. (2004); alely M a W genu LEP podle
Buchanan et al. (2002); alely A a G genu FASN podle
Roy et al. (2006); alely C a T genu SCD1 podle Inostroza
etal. (2013); alely C a T genu AGPAT6 podle Littlejohn
etal (2014).

Statistické analyzy byly provadény pomoci SAS (SAS
9.3, SAS Institute, Cary, NC, USA). Soubor dat obsaho-
val opakovand métfeni PSB transformovanych na SCS na
dojnici Pocet analyzovanych vzorka byl 300 (Tabulka 1).
K analyze ucinktl polymorfismi a dalSich uc¢inkti na SCS
byl pouzit nasledujici linearni smiseny model (MIXED
postup systému SAS s opakovanymi méfenimi) a metoda
LSM:

SCSijk1mn = MU+ CSN]S]i ar CSNZABJ' 2P CSN2A1A2k =P
CSN3\ + LGB, + DGAT 1, + LEP, + FASN, + SCD1, +
AGPAT6;, + FR; + lak + més, + porlak, + plemy, + otecx +
dojy + €ijkimnopgrstuvwxy, Kde SCSijumn = linedrni skore PSB;
CSNI1S1; = fixni efekt genotypu CSNIS, (tridici efekt;
i=1,2); CSN2AB; = fixni efekt genotypu CSN2AB (tfidici
efekt j = 1, 2, 3); CSN2AIA2, = fixni efekt genotypu
CSN2A1A2 (tridici efekt k = 1, 2 ,3); CSN3, = fixni efekt
genotypu CSN3 (tridici efekt 1 = 1,..., 7); LGBy, = fixni
efekt genotypu LGB (tfidici efekt m =1, 2 ,3); DGAT I, =
fixni efekt genotypu DGAT (tfidici efekt n =1, 2); LEP,
= fixni efekt genotypu LEP (tfidici efekt o = 1, 2, 3);
FASN, = fixni efekt genotypu FASN (tfidici efekt p = 1,
2); SCD1, = fixni efekt genotypu SCD/ (tridici efekt q =
1, 2, 3); AGPAT6, = fixni efekt genotypu AGPATO6 (tridici
efekt r = 1, 2 ,3); FRy = kombinovany fixni efekt farmy
aroku (tfidici efekt s =1, ..., 5); lak, = fixni efekt laktacni
faze (tfidici efekt t = 1, 2, 3 na den laktace 1-99, 100-200,
201-305); més, = fixni efekt kalendainiho mésice podle
vzorkovani (tfidici efekt u = 1, ..., 10); porlak, = fixni

efekt poradi laktace (tfidici efekt v = 1,..., 6); plemy, =
fixni efekt plemene (tfidici efekt w = 1, 2, 3,); otecy =
nahodny efekt otce dojnice; doj, = trvaly vliv prostredi
na dojnici (opakované méfeni); €jjximnopgrstuvwxy = Ndhodny
reziduélni efekt.

Do vypoctu byly zapojeny pouze dojnice se vSemi
genotypy. Model pro efekt alely byl stejny jako u geno-
typd, avsak misto efektu genu byla fixnim efektem alela
(tfidici efekt 1 = 1, 2, 3 pro alely CSN3; 1=1, 2 pro alely
ostatnich geni). Pro post-hoc analyzu byl pouzit Tukey-
Kramerav test. K vylouceni faleSné pozitivnich vysledka
byla pouzita Bonferroniho korekce, kdy je prah vyznam-
nosti délen poctem genll v analyze, hodnota p musi byt
(v nasem pripadé) <0,005.

Vysledky a diskuze

Jak ukazuje Tabulka 1, vyznamny efekt genovych
polymorfismit na SCS byl ojedinély. Kromé genotypu

Tab.1 Linedrni skdre poctu somatickych bunék v zavislosti
na sledovanych genech a genotypech

Gen Genotyp n LSM+SE  Efekt genotypu Efekt alely
(p-hodnota) (p-hodnota)
BB | 261 | 2,519+0,653 0,303 0,030
canist BC 39 | 2,898+0,763 B<C
AA 7 1,994+1,041 0,397 0,981
CSN2 AB | 108 | 3,092+0,630
BB | 185 | 3,040+0,619
A1AT 27 | 3,407%x0,771 0,019 0,263
CSN2 A1A2 | 110 | 2,206°+0,696 Al<A2?
A2A2 | 163 | 2,512°+0,685
AA 124 | 2,800+0,691 0725 | A:B0,754
AB | 141 | 2,511+0,674 A:B 0,103
CSN3! AE 11 | 3,078+0,858 B:E 0,831
BB 14 | 2,408+0,841
BE 10 | 2,746+0,841
AA 15 | 2,658+0,815 0,819 0,921
LGB AB | 234 | 2,833+0,712
BB 51 | 2,635+0,711
AA | 274 | 2,644+0,692 0,770 0,024
DGATT KA 26 | 2,773+0,748 A<K
MM | 217 | 2,856+0,685 0,786 0,975
LEP MW | 73 | 2,696+0,682
ww 10 | 2,574+0,885
AG 89 | 2,609+0,728 0,454 0,618
FASH GG | 211 | 2,809+0,668
ce 94 | 2,796+0,694 0,877 0,937
SCD1 c 172 | 2,732+0,676
T 34 | 2,598+0,766
ce 9 | 2984+0,631 0,387 0,883
AGPATE CT 200 | 3,168+0,583
m 4 | 1,975+1,154

n = pocet vzorki od dojnic s prislusnym genotypem; LSM = least square mean (nejmensi
priimérny ¢tverec); SE = standard error (standardni chyba)

ab | SM s odlisnymi hornimi indexy ve stejném sloupci ukazuji statistickou vyznamnost
mezi genotypy na hladiné p<0,05

A8 LSM s odlisnymi hornimi indexy ve stejném sloupci ukazuji statistickou vyznamnost
mezi genotypy na hladiné p<0,01

u genu CSN3 byla cetnost genotypli BC a EE piili$ nizké pro provedeni analyzy
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CSN2 (p<0,05) nevykazovaly ostatni geny statisticky
vyznamny vliv na SCS. RovnéZ efekt alel byl vétSinou
statisticky nevyznamny, pouze rozdily mezi alelami B
a Cv genu CSNISI, alelami A a K v genu DGATI byly
statisticky vyznamné (p<0,05). V genu CSN/S] byla ale-
la B lepsi (nizsi SCS) a efekt genotypu BB byl také lepsi
nez BC, i kdyZz nevyznamné. Pokud jde o polymorfismy
genu DGATI, efekt genotypu i alely mély stejnou ten-
denci, tj. genotyp AA byl nevyznamné lepsi nez genotyp
KA a alela A lepsi nez alela K. V genu CSN2 byl vliv
genotypu A/A] hor$inez genotypli AIA2 a A2A2, ale ten-
dence alelového efektu byla opacnd. Rozdil mezi alelami
byl v§ak nevyznamny a musi byt interpretovan opatrné.

Gen DGAT1 kéduje prislusny enzym, ktery katalyzuje
posledni krok syntézy triglyceridi.. Sanders et al. (2006)
uvadi, Ze varianta lysinu mutace genu DGATI K232A
vykazovala vyznamné G¢inky na vétSinu znakt produkce
mléka. Rovnéz specifickd alela promotoru VNTR genu
DGATI vykazovala ve srovnani s ostatnimi alelami
vyznamné G¢inky na vlastnosti a obsah laktézy, obsah
mlécné energie a SCS.

Pro DGATI Sanders et al. (2006) uvadéji vliv alel K
a A a polymorfismu v promotoru na SCS, ale jejich hap-
lotypy nevykazovaly vyznamny efekt, podobné inter-
akce polymorfismt. Momke et al. (2011) poukazuji na
vyznam uc¢inku alely DGATI na produkci mléka a tuku
a obsah tuku a bilkovin, ale ne pro SCS. V dal§i praci
byl zjistén vliv polymorfismti CSN3 na SCS (Viale et al.,
2017). V této souvislosti je vSak tfeba zminit vztah SCS
k vyskytu klinické mastitidy. V nékterych pripadech,
i kdyz byl uveden vliv polymorfisml nékterych genii na
SCS, nebyl zjistén jejich vliv na vyskyt mastitid (Pokor-
ska et al., 2020).

Pfi pouziti Bonferroniho korekce nebyla hranice
p<0,005 prekrocena v zidném analyzovaném polymorfis-
mu, potvrzuje se tak nevyznamnost jejich acinku na SCS
v kravském mléce. Pocet odebranych vzorktl od jedné
dojnice byl jeden az pét. Pokud byly z analyzy vylouceny
dojnice s pouze jednim vzorkem, liSily se vysledky od
kompletniho datového souboru pouze zanedbatelné (data
nejsou uvedena). Celkové lze konstatovat, Ze zatazeni
nékterych polymorfismi do Slechtitelskych programi
s cilem snizit frekvenci mastitid by bylo v souc¢asné dobé
predcasné.

Kombinovany uacinek farmy a roku byl vyznam-
ny a rozdily byly znacné (Tabulka 2). Tato zjiSténi
zdlraznuji vyznam podminek v konkrétnich mléénych
farmach, i1 kdyZ v naSem vyzkumu byl systém chovu po-
dobny, nebot na vSech farmach byly dojnice volné usta-
jeny a celoro¢né krmeny konzervovanym krmivem. Na
zacatku laktace bylo SCS nejnizsi a poté, ve 2. a 3. fazi,
vykazovalo statisticky vyznamné zvysSeni. Vliv mésice
byl rovnéz vyznamny, v dubnu byla jasna tendence ke
zhorSeni kvality mléka, pricemz nejlepsi byl cerven
az srpen. Rovnéz dalsi autori uvadeéji (Dobranic et al.,
2008), ze sezéna i mésic mely vyznamny vliv na PSB
v mléce. Poradi laktace a plemeno nebyly v nasi praci

zjiStény jako vyznamné, i kdyZ hodnoty SCS pro doj-
nice ¢eského strakatého plemene byly niZSi neZ hodnoty
u hol$tynskych dojnic.

Tah. 2 Vliv vybranych faktord na hodnoty linearniho skdre
poctu somatickych bunék (SCS)

SCS (p-hodnota)
Farma x rok 0,020
Faze laktace 0,022
Poradi laktace 0,803
MEésic roku 0,027
Plemeno 0,752
Zaver

Obecné byl dopad deseti polymorfismt v deviti genech
na hodnoty linearniho skoére poctu somatickych bunék
v kravském mléce slaby, vyznamnost vykazovaly pouze
genotypy AIA2 CSN2 a alely CSNISI a DGATI. Byl
potvrzen rozhodujici vyznam faremniho managementu,
stejné jako vyznam laktacni fize a mésice roku. Efekt
poradi laktace a plemene nebyly statisticky vyznamné.
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Prebiotic activity of fractions from alga
Chlorella vulgaris

Abstrakt

Prace se zaméfuje na izolaci frakci z biomasy fasy
Chlorella vulgaris, jejich charakterizaci pomoci infra-
cervené spektroskopie. Dale byla sledovana prebioticka
aktivita ziskanych frakci, a to, na zakladé stanoveni
rustu tfi kmend z rodu Lactobacillus denzitometricky
a na zékladé produkce kyseliny mlécné a octové v mé-
diich s ptfidavkem téchto frakci. Vyznamnou prebio-
tickou aktivitu projevila frakce s oznacenim F3, ktera
stimulovala rast testovanych kmend nejvice, coz bylo
potvrzeno i vysokou produkci organickych kyselin. Tato
frakce byla ziskdna promytim rasové biomasy orga-
nickymi rozpoustédly, naslednou extrakci horkou vodou
a Castecnym enzymatickym odstranénim proteint. V po-
rovnani s ostatnimi frakcemi obsahovala nejvyssi podil
polysacharidii. Z naméfenych spekter pomoci FTIR
spektroskopie je patrné, Ze se jednd prevazné o Skrob,
zasobovaci polysacharid fas a vyssich rostlin. Pokud jde
o metabolickou aktivitu testovanych laktobacilli, byla
v médiich s pfidavkem fasovych frakci zaznamendna
vySs§i produkce kyseliny octové. Jeji mozny vliv na sen-
zorické vlastnosti fermentovanych mléénych vyrobku
s pridavkem rasovych frakci bude tfeba ovéfit.

Klicova slova: Chlorella vulgaris, frakce, bakterie
rodu Lactobacillus, prebioticka aktivita

Abstract

The work focuses on the isolation of fractions from the
biomass of the alga Chlorella vulgaris, their characteri-
zation by using infrared spectroscopy. Furthermore, the
prebiotic activity of the obtained fractions was evaluated
on the basis of the growth of three strains of the genus
Lactobacillus determined densitometrically and on the
basis of the production of lactic and acetic acid in the
media with the added fractions. Significant prebiotic
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