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Abstrakt


	Cílem práce bylo vypracování a odzkoušení nejmodernějších metod molekulární genetiky pro běžnou chovatelskou praxi. Jako nejrychlejší a nejspolehlivější metoda byla vybrána analýza PCR, která je pro svoji principiální jednoduchost použitelná v konečné fázi i přímo u chovatele. Touto metodou bylo analyzováno v letech 1993 - 1996 přes 8.000 prasat na syndrom maligní hypertermie (MHS), 567 ks skotu na syndrom BLAD, dále byly u 226 býků určeny alely mléčné bílkoviny (-kaseinu a v letech 1994 - 1996 bylo přímo v chovech vysexováno 107 embryí, ze kterých se dosud narodilo 14 telat. Rovněž bylo prováděno ověřování možností převedení klasických paternitních kontrol  z analýzy krevních skupin na analýzu DNA mikrosatelitů. Zde pak byly dosud provedeny ověřovací pokusy u skotu na 11-ti mikrosatelitech, u koní na 12-ti               mikrosatelitech a u koz na 9-ti mikrosatelitech. V neposlední řadě je cílem práce shrnout získané poznatky a zkušenosti s touto metodou v ucelené formě tak, aby byly použitelné při sestavování nových typů analýz.





	Všechny výše uvedené analýzy byly prováděny na základě požadavků chovatelské veřejnosti, ať už se jedná o analýzy užitkových znaků nebo identifikace genu, který způsobuje závažné onemocnění či vadu. Pouze analýzy mikrosatelitů DNA pro účely paternity jsou výsledkem světového trendu. Nesporná přednost všech těchto testů spočívá ve skutečnosti, že se analyzuje přímo genetická predispozice a nikoli až samotný projev. Tento fakt umožňuje mnohem větší selekční možnosti či naopak udržení vynikajícího zvířete v chovu při zachování správného připařovacího postupu. Samotná analýza je pak velmi rychlá (řádově hodiny - maximálně den) a je možno ji provádět i z velmi malého množství vzorku (např. sexace embryí se provádí z 5 - 10-ti buněk). Pro tato fakta se  již dnes tyto testy dokáží prosadit, a to i přes svoji jistou finanční náročnost. Výsledky jsou totiž mnohem rychlejší a spolehlivější. 


V této práci byly rovněž odzkoušeny nejrůznější typy vzorků, ve snaze co nejvíce usnadnit chovateli jejich odběr. Principiálně stačí i množství DNA z jednoho buněčného jádra (v laboratoři se podařilo získat reprodukovatelný výsledek ze dvou embryonálních buněk), ovšem pro praxi je vhodnější počítat s větším množstvím. Testy lze rutinně provádět z krve (40 (l stačí bez problémů na 50 analýz), z vlasových či chlupových  cibulek  (3 - 5  na  jednu  analýzu),  z mléka  (stejné  jako  krev), ze semene  


(1 I.D. stačí na stovky analýz), z nejrůznějších pevných tkání (2 mm3 stačí na 50 analýz), z embryonálních buněk. Analýzy lze provádět i ze samotného krevního séra, i když samo o sobě by nemělo obsahovat žádné buňky, ale vždy je nějakým způsobem „znečištěno“, což je na test dostatečné. Byly rovněž prováděny pokusy se vzorky, které obsahovaly stěry bukálních sliznic, ovšem stejně jako u krevního séra byla spolehlivost výsledků relativně velmi nízká. Obecně je možno říci, že analyzovat lze jakoukoli formu DNA - jde vždy pouze o to najít vhodný způsob její izolace a kompromis mezi náročností v odebírání vzorku a v laboratorním zpracování.





	Jednotlivé typy testů budou podrobně popsány ve vlastní práci. Komplikovanější je situace  okolo mikrosatelitů DNA, protože v dnešní době jsou již publikovány stovky mikrosatelitů (krátké úseky DNA vykazující polymorfismus) u jednotlivých druhů hospodářských zvířat.  Z důvodu mezinárodní rovnocennosti výsledků paternitních expertíz jsou stanovovány  tzv. minimální standardy, tj. testy které je nutné běžně provádět. Jsou to jak krevní skupiny a polymorfní znaky, tak už i vybrané mikrosatelity DNA (viz. konference I.S.A.G. Tours, Francie 1996). U skotu je to 9 mikrosatelitů (4 jsou v diskusi), u koní 12 mikrosatelitů. U ostatních druhů zvířat dosud nedošlo k dohodě. U koní byl minimální standard stanoven dříve, takže bylo zkoušeno správných 12 mikrosatelitů (AHT 4, 5( ASB 2( HMS 2, 3, 6, 7( HTG 4, 6, 7, 10( VHL 20). U skotu jsou z jedenácti ověřovaných pouze 4 v minimálním standardu (TGLA 53, 122, 126, 227). U koz se z devíti zkoušených zatím jeví pouze tři jako použitelné v paternitních sporech (RM 4( TGLA 53 - stejný i pro skot, 263).
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