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	Doktorandská práce je zaměřena především na řešení metodických otázek - rozpracování metod DNA - testu pro detekci některých genetických markerů u skotu. Polymorfní genetické markery jsou využitelné při sestavování šlechtitelských programů jako další zdroj informací, umožňující zpřesnit a zintenzivnit selekci. Určení genotypů u jednotlivých zvířat je pak zvláště cenné u znaků limitovaných pohlavím, jakým je např. mléčná produkce. Metody DNA - testu se vyznačují přesností, citlivostí a vysokou reprodukovatelností. Výsledky analýz nejsou ovlivněny věkem, pohlavím a fyziologickým stavem zvířete. Vzhledem k tomu byli vytýčeny následující cíle:


Zpracovat ucelený přehled publikovaných vědeckých prací v oblasti detekce a využití vybraných genetických markerů u skotu.


Rozpracovat metody molekulární genetiky pro vybrané markery použitelné pro selekci a šlechtění a zavést je na pracovišti Ústavu genetiky.


Porovnat a vyhodnotit použité metody.


	Práce je zaměřena postupně na některé vybrané polymorfní genetické markery - významné strukturní geny mléčných bílkovin, regulační oblasti těchto genů, gen růstového hormonu a markery umožňující detekci pohlaví u raných stádií embryí.


	Geny mléčných bílkovin. Při produkci mléka a mléčných výrobků mají dosud největší význam geny kappa-kaseinu ((-CN) a beta-laktoglobulinu ((-LG) (Ng-Kwai-Hang et al., 1987, Geldermann 1993). Pro určení genotypů v těchto lokusech byly rozpracovány a zavedeny dvě metody přímé detekce. Pro samostatné určení genotypu (-CN byla upravena metoda PCR-RFLP (dříve používaná na Ústavu genetiky pro detekci syndromu maligní hypertermie u prasat). V případě lokusu (-LG byla rozpracována metoda alelově specifické PCR (AS-PCR), umožňující rychlé určení genotypu (-LG bez další restrikční analýzy. Tato metoda byla dále optimalizována tak, že lze dále určit i genotyp (-CN při úspoře jednoho laboratorního postupu (PCR). Dále bude probíhat zjišťování genotypů u několika populací skotu, určení frekvencí alel a porovnání metod.


	Regulační oblasti genů mléčných bílkovin. Další část práce je věnována genetickým markerům potenciálně využitelných pro selekci na vyšší obsah bílkovin v mléce. Variabilita ve strukturních genech přímo neovlivňuje kvantitu produktu. Z literárních údajů je patrné, že velký vliv na množství bílkovinných složek mléka má variabilita v oblastech na 5´-konci jednotlivých genů (Schild et al., 1994, Wagner et al., 1994). Tato regulační oblast zahrnuje kromě obecných sekvencí promotoru také poznávací místa pro specifické vazebné faktory, které jsou zodpovědné za tkáňově specifickou expresi např. genů mléčných bílkovin a ovlivňují proces translace genů. A právě variabilita v těchto vazebných místech zřejmě ovlivňuje množství produktu - v tomto případě pak množství bílkovin v mléce. Byla rozpracována metodika pro detekci alel v pěti polymorfních místech regulační oblasti beta-laktoglobulinového genu. Následovat bude otestování vybraných zvířat ke zjištění asociací haplotypů s alelami strukturního genu a také vypracování metodiky pro detekci variability v oblasti na 5´-konci genu pro (-CN.


	Gen bovinního růstového hormonu. Tento gen byl vybrán jako potenciální marker užitkovosti na základě literárních údajů. Růstový hormon se vyskytuje ve dvou variantách, lišících se ve 127. aminokyselině (valin - leucin). U laktujících krav byl po aplikaci růstového hormonu s valinem 127 zjištěn větší nárůst produkce mléka oproti užití varianty s leucinem (Eppard et al., 1992). Schlee et al. (1994 a) zjistili průkazné rozdíly v plemenné hodnotě býků podle genotypů růstového hormonu. Pro detekci genotypů růstového hormonu byla upravena a zrychlena publikovaná metodika (Schlee et al., 1994 b). Byl otestován soubor býků z inseminačních stanic a vypočtena frekvence alel.


	Markery použitelné pro detekci pohlaví u embryí. Z několika popsaných markerů používaných či použitelných pro sexaci embryí byl vybrán gen pro amelogenin. Tento gen není přítomen pouze u jednoho pohlaví (jako např. gen SRY či minisatelit na chromozomu Y), ale je polymorfní podle pohlaví. Tím je vyloučena možná chyba při určování pohlaví a zvyšuje se tak přesnost sexace. Byla ověřena vhodnost tohoto genu při použití DNA z krve, nyní bude metodika upravována pro detekci pohlaví přímo z embryonálních buněk.


	Průběžné výsledky práce, které jsou získávány s podporou grantu  FR VŠ MŠMT č. 0712, jsou publikovány na konferencích a ve vědeckých časopisech.


