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l. CiL METODIKY

Slozky mléka a jeho technologicka kvalita uréuji ekonomiku vyroby syr( a dalSich
mlécnych vyrobkd, které jsou hlavnim produktem chovu koz. Tyto parametry jsou
zasadné ovlivnény geny mlécnych bilkovin a jejich interakci. Sou¢asné vysledky
vyzkumu nabizi nové moznosti vyuZiti této skuteCnosti ve Slechtitelskych postupech,
které mohou zvysit efektivitu a konkurenceschopnost tohoto alternativniho odvétvi
ZivoCiSné vyroby.

Cilem metodiky je

e poskytnout odbornym pracovnikiim uznaného chovatelského sdruzeni
(SCHOK) podklady ke zavedeni pokrocilych metod do kontroly
uzitkovosti a selekéniho programu,

e poskytnout nové informace o narodnich plemenech koz za ucelem
zkvalitnéni vybéru jedinct do podporovaného genetického zdroje a do
konzervacnich projektd vramci Narodniho programu genetickych
zdrojl zvifat,

e seznamit chovatele s metodou vyuziti polymorfismu mlé€nych proteinG
u koz pro zlepSeni sloZeni a technologickych vlastnosti koziho mléka

e a poskytnout v§em uzivatelim konkrétni navod jak pfi vyuziti této
metody postupovat a podpofit tak jeji uvedeni do praxe.



Il. VLASTNI POPIS METODIKY

1. Podstata metody - polymorfismus mlécnych proteinti a moznosti jeho
vyuziti

1.1. SloZeni a technologické vlastnosti koziho mléka

Slozeni koziho mléka je ovlivnéno plemenem, vyzivou, faktory Zivotniho prostredi,
stadiem laktace, genetickymi vlivy a roénim obdobim. Primeérné sloZeni koziho mléka
a rozsahy hlavnich mléénych slozek z dostupnych udaji rdznych plemen ukazuje tabulka
¢.1 (hodnoty bilkovin reprezentuje hruba bilkovina tj. celkovy dusik vynasobeny 6,38).

Tab. 1. Celkové sloZeni koziho mléka

Slozky mléka primér min. max.
relkava «ni&ina (%) 13.02 995 215
ik (94A) 4.2 2.46 7.76
hritha hilkovina (%) 3.52 2.49 5.06
kasein (o0 2.9 2.33 4.63
laktaza (%) 452 3.62 6.3

mineralni [Atkv (94) 0.8 0.69 0.89

Tziboula-Clarke: Goat Milk, Encyklopedia Dairy Science, Academic press, 2003

Susinu koziho mléka tvofi tuk, bilkoviny, laktéza a mineralni latky.

Tuk je tvofen mensimi tukovymi kulickami, které maji relativné vice nasycenych
mastnych kyselin s délkou fetézce 4-12 atomd uhliku. Typicka chut a vané koziho mléka
je zpusobena vySSim podilem kyselin kaprylové, kaprinové a kapronové. V mléce nasich
koz tvofi 10-18%podil z celkového obsahu mastnych kyselin. Mezi jejich obsahem
a genotypem mlé&nych bilkovin nebyla nalezena Zadna souvislost.

Hlavni slozkou bilkovin jsou stejné jako u kravského mléka kaseiny (alfa S1 a S2, beta
a kapa) a syrovatkové bilkoviny (beta laktoglobulin, alfa laktalbumin, seroalbumin,
imunoglobulin a laktoferin). Kasein se v mléce shlukuje do tzv. micel, jejichZz pevnost
zavisi na obsahu dalSich latek, hlavné vapniku a fosforu. Pro tvorbu syfeniny je idealni
obsah nad 120 mg vapniku /100g susiny. Hodnoty zjiStované v mléce nasich plemen se
pohybovaly od 89,1 do 160,5 mg/ 100 g s primérem 117,3 mg/ 100 g.

Obsah a typ kaseini v mléce ovliviuje technologické vlastnosti mléka, zejména
syfitelnost (Cas potfebny ke koagulaci mléka). Kaseiny koziho mléka, aS1-kasein,
aS2-kasein, B-kasein a k-kasein, se od kravského li§i mnozstvim a svym pomérnym
zastoupenim, proto se kozi mléko srazi rychleji nez mléko kravské a tvofi méné pevnou
syfeninu. Ekonomicky vyznamnym ukazatelem kvality mléka je vytéznost, udavana
v syrovych jednotkach, které pfechazeji do syra ze zpracovaného 1 kg mléka:



SJ = hmotnost Xsuéina hmotnost Xtuénost . havazka
- (syl"'eniny @) syFeniny%) _(syf'eniny (@) syf'eniny%) * mléka (g)

Hodnoty syfitelnosti zjiStované u mléka nasich plemen se pohybovaly od 0,2 do 9,4 minut

(prdmérné 2,9 minut), pfitom u mléka s nizkym obsahem as;-kaseinu (geneticka varianta
as1-kaseinu FO) byl delSi (3,1 min). Pro porovnani, u kravského mléka je primérna doba
5-7 minut.

Hodnoty vytéZnosti u jednotlivych vzorkd mléka se pohybovaly od 2,30 SJ (geneticka
varianta as;-kaseinu F0) do 4,69 SJ (geneticka varianta as;-kaseinu AA)

1.2. Geny se vztahem k mlécné uzitkovosti jejich polymorfismus

Polymorfizmem se v genetice rozumi existence vice variant (alel) urcitého genu.

Zkoumani genetického polymorfizmu kaseinovych gentd (aS1-, B-, aS2- a k-kasein) ma
zvysSujici se tendenci pravé u koz, protoze polymorfizmus mléénych kaseind je ve
spojitosti nejen s kvantitativni, ale i kvalitativni variabilitou (obsahové slozka, koagulaéni
vlastnosti mléka, vytéZnost syra a jeho stabilita, velikost a mineralizace micel).

Alfa S1 kasein (CSN1S1)

Alfa S1 kasein je zodpovédny za velkou individualni variabilitu obsahu kaseinu v mléce.
Vyznamné ovliviiuje koagulacni vlastnosti mléka, vytéznost syra, senzorické
a technologické vlastnosti (formovani micel, které urcuji kvalitu srazeniny). V sou€asnosti
je pro tento gen popsano 17 variant - alel, které se od sebe li§i rozdilnym stupném
syntézy proteinu. Dle obsahu CSN1S1 kaseinu v mléce jsou genetické varianty CSN1S1
klasifikovany do &tyfech skupin:

silné alely: A, B1, B2, B3, B4, C, H, L, M, (syntéza 3,5 — 4,2 g proteinu/ | mléka)

stfedni alely: E, | (1,4 — 1,7 g proteinu)

slabé alely: D, F, G (0,4 — 0,6 g proteinu)

nulové alely: 01, 02, N (absence CSN1S1 kaseinu).
Typ mléka A (silné alely) ma vySSi obsah kasein( (g/kg), tukd, celkové susiny a proteinu,
ale ma mensi velikost micel, a obsah vapniku je nizsi v porovnani s mlékem typu F (slabé
alely). U mléka typu F se setkavame s vétSimi micelami nez u varianty A, B a E. Ma lepSi
tepelnou stabilitu, ale vys$Si nachylnost k lipolyze ($tépeni tuk(l) nez mléko typu A, takze
rychleji zlukne, a to ma negativni vliv pfi dlouhodobé manipulaci (uskladnéni) miéka.

Zvlastnosti kaseinové frakce je, Ze pfi sniZzovani mnozstvi CSN1S1 kaseinu v mléce, se
zvySuje relativni mnozstvi beta, kapa a alfaS2 kaseinu, zaroveri i pramér micel je vétsi.



Alfa S2 (CSN1S2)

V soucasnosti je pro tento lokus definovano 8 genetickych variant: A, B, C, D, E, F, G, 0,
které jsou spojeny s rozdilnym obsahem Alfa S2 kaseinu v mléce — varianty A, B, C, E, F
a G se vyznacuji normalnim obsahem kaseinu v mléce, varianta D se vyznaluje
snizenym obsahem a varianta nula (0) se vyznaCuje absenci aS2-kaseinu. Efekt
jednotlivych variant tohoto lokusu a jeho funkce doposud nebyl jednoznac¢né popsan, je
predpoklad, Ze spolu s ostatnimi kaseinovymi frakcemi se podili na senzorickych
a technologickych vlastnostech miéka.

Beta kasein (CSN2)

U koz CSN2 ma v kozim mléce nejvy3Si zastoupeni, pfiblizné 50% z celkového
kaseinového obsahu, coz pfedstavuje okolo 10 g/l. V sou€asnosti je tento lokus definovany 8
genetickymi variantami, které jsou rozdéleny do dvou urovni podle kaseinového obsahu.
Varianty: A, A1, B, C, D, E se vyznacuji normalnim obsahem, nulové varianty: 0, 0'se
vyznaduji uplnou absenci beta kaseinu v mléce. Nizky obsah je spojen se zmendovanim
velikosti micel, prodlouZenim €asu srazeni a nestabilni pevnost sraZzeniny.

Kapa kasein (CSN3)

ur€uje nutriéni vlastnosti mléka (stravitelnost mlécné bilkoviny) a formovani a stabilizaci
micel, ¢imz ovliviiuje jeho technologické (vyrobni) vlastnosti, vytéZznost a organoleptickou
kvalitu. Sou€asny vyzkum popisuje 21 variant, z nich 16 (alely D, E, K a M s podobnym
izoelektrickym bodem IP =(5,66 a alely A, B, C, X,Y,C,F, G H, |,J,L,B'aB“sIP =
5,29) je popsano u evropskych plemen, a nové varianty N, O, P, Q a R nalezené v r.
2009 u indického plemene Jakhrana.

1.3. VyuZiti informace na drovni geni ve Slechténi

V soucCasnosti se ve Slechténi vyuzivaji dva zakladni postupy — kvantitativni (statisticka)
genetika a molekularné genetické nastroje, napfiklad genetické markery (MAS — Marker
Assisted Selection) ve vzajemné vazbé. Kvantitativni genetika hodnoti fenotypové
vlastnosti na zakladé kontroly uZitkovosti, sledovani jejich dédi¢nost a vypocitava
plemenné hodnoty.

Metoda kandidatnich gent

U dlouhodobé Slechténych plemen se alely (varianty) nékterych genll dostaly do
pFiznivych ustalenych Cetnosti a vazeb. Vyzkum struktury a plsobeni urcitych genl
umoznil prokazani souvislosti variability jednotlivych alel gent s rozdilnou produkéni nebo
jinou ekonomicky vyznamnou uzitkovou vlastnosti.

Kvantitativni uzitkové vlastnosti zvifat jsou ovliviovany mnozstvim gend malého ucinku,
nékteré geny vS8ak mohou mit vétsi vliv. Geny, které maji efekt na ekonomicky vyznamné
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produkéni vlastnosti oznaCujeme kandidatni geny. Geny umisténé v tésné blizkosti vedle
sebe na jednom nepohlavnim chromozomu vytvareji shluk gend, ktery oznaCujeme jako
haplotyp, a ktery se zpravidla dédi spolecné. Metody detekce téchto genl (jejich
genetické varianty) maji potencial pro ovliviiovani fyziologickych procesu (napf. syntézu
mlécnych proteind). Na jejich zakladé je mozné urcit alelu, ktera ma za nasledek zadouci
fenotypovy projev (vysledek), napfiklad lepsi syfitelnost. Detekce polymorfniho znaku
(genetického markeru) jehoz varianty vykazuji mendelistickou dédiénost a mohou byt
v asociaci s variabilitou znaku je pro chovatele zvifat dllezita. Marker sam o sobé& nemusi
uzitkové vlastnosti ovliviiovat, ale muze byt ve vazbé s genem, jenz néktery znak
ovliviiuje. Markery muzeme rozdélit do nékolika typu, které maji razny stupen
polymorfismu (rdznorodosti tvaru).

HIubsi poznani struktury DNA, ktera je tvofena opakujici se kombinaci 4 druh( nukleotid(
— Adenin, Thymin, Guanin a Cytozin a soucasny technologicky vyvoj pfinesl moznost
mnohonasobné analyzy genetické informace a bioinformatické metody se statistickymi
postupy, které umozniuji komplexni zhodnoceni velkého objemu dat. Jednim ze slibnych
smérl se jevi mapovani pomoci nového typu markeru, tzv. SNP (single nucleotide
polymorphisms), tedy jednonukleotidovych variaci sekvence DNA.

Vyhodnoceni rozdild alel kandidatnich gend mezi zvifaty a rGdznym fenotypovym
projevem, to znamena s ruznymi ukazateli uZzitkovosti, nabizi moznost identifikace
markeru (polymorfniho znaku) spojeného s fenotypovou (uzitkovou) hodnotou. Pokud se
vztah mezi uZitkovosti markerem a prokaze, Ize provést €asnou selekci mezi zvifaty jesté
dfive nez je znama jejich vlastni uZitkovost. ZjiStovani dat uZitkovosti je Casové i
ekonomicky naro€né, mlze byt zatizené Fadou chyb — pfi odbéru a analyze vzorkd,
v zadavani dat do automatického pocitatového programu a pod.

Dalsi vyhodou pouziti metody kandidatnich genl je zvySeni presnosti selekce pomoci
doplrikovych informaci pfimo vztazenych ke genotypu jedince a moznost snizeni
generacniho intervalu — moznost ziskat informace prakticky po narozeni, nezavisle na
pohlavi a véku.

V praktickém Slechténi umoznuje pouzit metodu genetickych markert ve dvojstupriové
selekci: v prvni fazi je informace o markerech vyuzita k ranné selekci (pfedvybéru) zvirat
s zadoucimi alelami, ve druhé fazi jsou predvybrana zvifata testovana na vlastni
uzitkovost a bez ohledu na informaci o markerech dale selektovana.

1.4. Variabilita narodnich plemen koz na urovni geni mléénych bilkovin

Na zakladé analyzy cca 800 vzork( DNA bilé a hnédé kratkosrsté kozy byla zjisténa
variabilita na sledovanych kaseinovych lokusech (odpovidajicich mistech gent na
chromosomu). Podobné byla analyzovana variabilita v albuminovych lokusech: beta
laktoglobulinu 1 a 2 (B-Lg 1, B-Lg 2, a alfa laktalbuminu (A La).

Rozdily ve frekvencich vyznamnych alel resp. jejich konkrétnich sestav - genotypl mezi
obéma plemeny jsou zplsobeny riznym vyvojem obou plemen v poslednich dvou
dekadach. Hnédé plemeno bylo od r. 1994 revitalizovano z velmi uzké skupiny cca 200
jedincq, navic regionalné ohrani¢ené - pozlstatek nékdejsi rajonizace plemen.



Tab. 2. Frekvence genotypl kaseinovych alel u bilého a hnédého plemene (M = kozli, F= kozy)

Frekvence genotypl CSN1S1 (%)

plemeno bilé (M) bilé (F) hnédé (M) hnédé (F)
pocet analyz 362 465 184 277
AO 0 0,2 1,1 0
EO 1,1 0,6 1,6 0,4
FO 2,5 1,9 0,5 0,7
AA 1,4 0,0 4.3 0,7
FA 50,8 45,2 51,1 49,5
FE 8,8 5,2 13,6 13,4
FF 35,4 46,9 27,7 35,4
Frekvence genotypli CSN1S2 (%)

pocet analyz 65 304 43 201
FF 35,4 29,3 7,0 8,5
FN* 56,9 50,3 58,1 70,1
N*N* 7,7 20,4 34,9 21,4
Frekvence genotypt CSN2 (%)

pocet analyz 13 339 39 202
AA 15,4 7,1 51 14,9
AC 69,2 40,1 53,8 50,5
CcC 15,4 52,8 41,0 34,7
Frekvence genotypl CSN3 (%)

pocet analyz 330 577 176 234
AA 2,7 4,3 27,8 23,1
AB 31,5 28,6 37,5 47,0
AC 0,6 0,9 0 0,4
BB 61,2 61,2 17,6 21,4
BC 3,9 4,5 0,6 0,0
BD 0 0,5 9,1 3,8
AD 0 0 6,8 4,3
DD 0 0 0,6 0




Graf 1 - souhrnny prehled alel lokus( kaseinovych a syrovatkovych bilkovin u koz (%)
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Kombinace alel kaseinovych lokust

Celkem bylo zjisténo 73 rdznych kombinaci alel CSN1S1/CSN1S2/CSN2/CSN3, z toho
48 u bilé kozy a 49 u hnédé kozy. Spole€nych pro obé& plemena je 21 kombinaci, které
pfedstavuji 70% celkové variability u bilych a 69% variability u hnédych koz. Frekvence
téchto kombinaci se ale u obou plemen lisi.

U bilého plemene bylo nalezeno 23 rozdilnych genotypl (v pofadi CSN1S1-CSN2-
CSN1S2-CSN3), nejcastejsi byly genotypy FFCCFFAC (21.5%), FA*ACFN*AB (12%),
FA*ACFN*BB (11.1%).

U hnédého plemene bylo nalezeno 29 rozdilnych genotypd, z nichz Ctyfi nejcastéjsi byly
FFACFN*AB (10%), FA*ACN*N*BD (8.6%), FA*ACFN*AB a FFACFN*AA (7.1%).
Nasledné byl vypocitan i odhad frekvence haplotypu kaseinovych lokus(i a stanoveno 22
moznych haplotypd, z nich u KBK byl nejcastéjSi haplotyp F-C-F-B (v pofadi: CSN1S1-
CSN2-CSN1S2-CSN3) s frekvenci 0.2605. U KHK byl nej¢astéjsi haplotyp F-C-F-A
(0.2177)
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1.5. Vztah kvalitativnich a technologickych parametri mléka a genotypu
kaseinl u nasich plemen

Vztah zjisténé genetické variability v lokusech mléénych proteind, chemického slozeni
mléka a jeho technologickych vlastnosti byl v pribéhu feSeni projektu ovéfovan nékolika
zpusoby.

V prvni fazi byly jednorazové zanalyzovany vzorky z nékolika farem pro ovéfeni rozsahu
zjiStovanych hodnot (tab. 3,4,5), v dalsi fazi byl pro vylouéeni vlivu chovatelského prostredi
k podrobné technologické analyze zvolen jeden faremni velkochov (cca 500 koz).

Udaje o produkci, syfitelnosti a technologickych vlastnostech mléka.byly zpracovany
analyzou variance s pouzitim statistického programu SAS v.9.1, procedury GLM. Pro
odhad vlivu jednotlivych gent na sledované ukazatele produkce a dalSich vlastnosti
mléka byly pouzity modely s pevnymi efekty, v nichz byly alternativné zafazovany
genotypy genli CSN1S1, CSNS1S2, CSN2 a CSN3.

Obsah bilkovin, kaseinu a vytéznost je ovlivnéna genotypem CSN1S1, kromé& genotypu
AA, jehoZ vyskyt v populace je velmi vzacny (ale relativné Cetny napfiklad u dovezenych
anglonubijskych koz, pouzivanych pro kfiZzeni v komerénich mlékaficich chovech), podle
oCekavani nejlepsi vysledky vykazuje mléko typu FA a FE.

Vliv alel F/N genotypu CSN1S2 nebyl prokazan, stejné jako u genotypu CSN2, pfestoze
betakasein tvofi témé&f stejnou cast celkového proteinu jako kasein AS1 (témé&f 30%).

U genotypu kapakaseinu CSN3 byly zjisténé rozdily v obsahu bilkovin a kaseinu
u genotypu obsahujicich alelu D zdanlivé vysoké (0,24 — 0,4%), ale neprikazné, jejich
Cetnost v souboru i vyskytu v populaci je vSak velmi nizka, coz mohlo prikaznost ovlivnit.
Prukazny byl vliv na syfitelnost a vytéznost.

Vliv kaseinového genotypu na celkovou produkci bilkovin za laktaci

K analyze byly pouzity vysledky individualnich odbérl kontrolnich vzorkd kontroly
uzitkovosti (5-7 za laktaci, podle metodiky AT - ICAR). Do vypoc&tu byly zahrnuty pouze
vzorky odebrané mezi 40 — 280 dnem laktace, vzhledem vyraznym zménam v obsahu
slozek v pocatcich a na konci laktace. Z téchto dat byla vypocitana primérna denni
produkce mléka, primérny obsah proteinu a celkova produkce bilkoviny za obdobi 40-
280 dni. Data uzitkovosti byla testovana podle modelu ktery zohlednil efekty roku
kozleni (2003 az 2008), plemene (plemeno B a H), poradi laktace (laktace 1., 2. a 3.)
a efekty genu (alternativné genotypy gend CSN1S1, CSNS1S2, CSN2 a CSN3). Vysoce
priikazné rozdily byly zjistény u ridznych genotypu alfa kaseinu (S1 i S2) a kapa kaseinu,
stfedné priikazné byly i rozdily v genotypu beta kaseinu (tabulky 3 az 5).

11



Tab. 3. Stfedni hodnoty parametr( mléka u zvifat podle genotypu kaseinli - jednorazovy odbér
vzorkl ze 4 farem (n=393)

Genotyp CSN1S1 Genotyp CSN1S2| Genotyp CSN2 Genotyp CSN3

ukazatel FF FA FE FO EO|FF FN NN|AA AC CC|AA AB AC BB BC

n=137 n=180 n=26 n=6 n=1 |n=70 n=177 n=89 | n=27 n=141 n=171|n=18 n=102 n=7 n=246 n=20
susina
celkem 11,37 11,33 11,85 10,67 10,34|11,4 11,37 11,36|11,71 11,33 11,38|11,43 11,36 11,16 11,37 11,58
%
obsah
bilkovin 12,88 2,99 3,09 2,58 3,132,992 2,97 299| 3 3,03 291|292 293 3,12 292 3,13
%
obsah
kaseinu | 2,22 229 24 185 241|224 2,27 231|232 231 223|227 224 25 223 244
%
g;flkOOmI 3,4 329 3,77 3,15 2,22|3,41 3,37 3,31|3,73 3,25 339|329 336 3 341 3,28

Tab. 4. Stfedni hodnoty parametr( miéka - technologicky rozbor vzorka z jedné farmy (n=105)

genotyp CSN1S1 genotyp CSN1S2| genotyp CSN2 genotyp CSN3
ukazatel | FF FA FE FO AA[FF FN NN |AA AC CC|AA AB AD BB BD
n=33 n=58 n=6 n=6 n=2 [n=22 n=56 n=27| n=5 n=46 n=54| n=3 n=36 n=4 n=60 n=1
z:fk'(';fn% 10,92 11,32 11,21 10,78 11,38|11,38 11,2 11,01|11,44 11,13 11,18[11,01 11 11,06 11,24 12,9
obsah
osah 1594 325 308 2,89 343|315 3,15 3,11[3,09 3,17 3.1 |3,18 3,03 342 3,18 3,27
bilkovin %
obsah
: 2,24 245 229 2,08 269|237 237 2,35(238 2,38 234 25 228 27 239 23
kaseinu %
tgu,lioom 2,94 315 323 293 3,62[332 313 294|351 304 312|279 3 263 3,15 459
fg’iﬁte'”“t 2,8 2,78 2,76 1,99 352|278 2,62 3,05[312 2,64 291| 38 291 226 248 58
gleznost 1285 31 318 224 334296 2,98 300|321 302 297|345 286 337 304 3,22

Tab. 5. Stfedni hodnoty produkce bilkovin za 240 dni laktace (n = 360 laktaci)

genotyp CSN1S1 genotyp CSN1S2| genotyp CSN2 genotyp CSN3

FF FA FE FO AA|FF FN NN ]| AA AC CC|AA AB AD BB BC BD
ukazatel

n= n= n= n= n= n= n= n= n= n= n= n= n= n= n= n= n=

140 204 24 15 6 49 246 65 34 189 166 | 26 106 9 241 1 6
denni 2,46 247 258 252 22 216 258 2,68(2,54 2,45 245|232 252 253 245 227 2,78
nadoj (kg)
opsah_ 2,88 2,89 291 259 293|129 288 28294 289 285|281 286 3,09 2,89 3,67 3,04
bilkovin(%b)
produkce
bilkovin 16,36 16,32 17,47 14,74 14,63(14,55 17,14 17,19|17,54 16,33 15,94|15,00 16,38 18,07 16,33 17,59 20,36
kg/240 dni
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Vliv kaseinového genotypu na syraiskou vytéznost mléka

V priibéhu feSeni projektu byly u odebiranych vzork( mléka v priibéhu roku opakované
analyzovany i technologické vlastnosti, z nichz zejména syrafska vytéznost ma pfimy
ekonomicky efekt. Prlmérné hodnoty mléka podle jednotlivych genotypi AS1kaseinu
ukazuje graf ¢. 2.

Graf 2. syraiska vytéZznost mléka jednotlivych genotypt AS1 kaseinu
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1.6. Hodnoty obsahu mléénych slozek zjistované v kontrole uzitkovosti

Vyvoj obsahu mlécnych slozek u naSich plemen koz mdzeme hodnotit az od roku
1992, kdy se poprveé zacal sledovat obsah bilkovin. Celkovou produkci mléka ani tuku
a bilkovin za laktaci nelze porovnat, protoze vypocet i délka kontrolniho obdobi se
nékolikrat zménil. Od roku 1999 se oddélené vyhodnocuiji i kozy chované individualné
(do 5 ks) a ve stadech. Primérné hodnoty obsahu bilkovin se vlivem cilené selekce
zvysuji, béhem 10 let v prdméru o 4% za rok u bilych a o 7% u hnédych koz.
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Tab. 6. Vysledky kontroly mlé&né uzitkovosti koz 1992-2009

pocet mléko tuk bilkoviny | pocet mléko tuk bilkoviny
rok laktaci kg % % laktaci kg % %
bilé kozy hnédé kozy

1992 1343 947 3,86 2,44

1993 1931 837 3,73 2,70

1994 2570 723 3,63 2,74

1995 2019 760 3,74 2,81

1996 1421 789 3,71 2,82

1997 969 793 3,80 2,81

1998 869 804 3,66 2,77

1999 918 840 3,74 2,78 106 933 4,20 2,82
2000 859 830 3,66 2,79 112 894 3,94 2,76
2001 900 865 3,45 2,82 223 841 3,70 2,68
2002 973 807 3,66 2,79 246 88 3,57 2,80
2003 1095 719 3,29 2,77 341 909 3,53 2,81
2004 1098 757 3,14 2,81 727 806 3,42 2,88
2005 1276 715 3,23 3,01 541 778 3,62 3,14
2006 1244 680 3,30 3,00 537 776 3,40 3,13
2007 1124 693 3,16 3,02 533 794 3,49 3,14
2008 1235 620 3,27 3,07 462 754 3,66 3,26
2009 1390 651 3,06 2,91 512 811 3,49 3,16
chovy stada individualni

1999 390 722 3,77 2,75 642 912 3,73 2,80
2000 617 749 3,52 2,74 369 981 3,93 2,86
2001 778 783 3,34 2,73 366 1026 3,78 2,88
2002 649 800 3,30 2,81 598 852 3,55 2,97
2003 662 730 3,25 2,75 842 778 3,43 2,82
2004 1171 726 3,06 2,79 376 905 3,62 2,93
2005 1445 698 3,06 2,79 411 850 3,62 2,93
2006 1458 665 3,33 3,05 381 867 3,55 3,05
2007 1388 688 3,26 3,05 358 878 3,38 3,14
2008 1539 622 3,35 3,13 261 846 3,70 3,22
2009 1724 658 3,12 2,96 318 877 3,66 3,18
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Graf 3. Vyvoj vykazovanych primérmych hodnot obsahu bilkovin v mléce 2000 — 2009
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U jednotlivych koz vSak zaznamenavame velmi vyrazné rozdily, zpusobené hlavné
vyzivou, vlivem zplsobu chovu, v nékterych pfipadech vlivem zplsobu odbéru vzorkd
a strojového vyhodnoceni dat. Na rozdil od obsahu tuku, ktery Ize i kratkodobé (v obdobi
kontrolniho odbéru) vyZivou vyrazné ovlivnit, obsah bilkovin je mnohem stabilngjsi, ve
velké mife ale zavisi na zplsobu odbéru vzorku. Objektivni zplsob pomoci milkmetrl je
aplikovan zatim vyhradné ve stadech, protoze v individualnich chovech se doji ru¢né.

Mezi roky 2000-2009 se v jednotlivych letech v databazi mésicnich vysledkd rozbor(
vzorkd mléka vyskytuje 0,2 az 1% extrémné vysokych hodnot obsahu bilkovin (6 az
9,99%), vesmés z odbéra v fijnu az prosinci a 0,1 az 1,7% extrémné nizkych hodnot (0,6-
1,99%). Pridmérné vypocitané hodnoty za normalni laktaci jsou pak vykazovany
v rozmezi 1,6 — 5,62%.

Hodnotit za toto obdobi je moZné pouze obsah bilkovin, protoZe v metodice vypoctu
dochazelo k upravam — z puvodnich 305 se postupné pfechazelo na ,normovanych” 280
dni.

Pro vypocet ,pramérné hodnoty” je neméné dulezité obdobi odbéru vzorkli — zejména
vzorky z konce laktace maji vyrazné jiny obsah sloZzek — a také kontrola event. o&isténi
dat zadavanych do vypoctu pramérnych hodnot.
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Priklady:

Pro druhou laktaci kozy ¢.196361 je vypocéitana primérna hodnota 3,68% bilkovin,
rozborem vysledk( analyz mésicnich kontrolnich vzorku zjistime, Ze miniméiné dva ze 6
vzorkti maji vyrazné odliSny obsah sloZzek (tuk, bilkovina i laktéza), nejspi§ viivem
momentalni fyziologické nebo metabolické nerovnovahy. Pii zahruti téchto vysledk( do
vypoctu pak dostavame zkreslené ,primémé”“ hodnoty. Pro tfeti laktaci je prumérna
hodnota zkreslena jesté vyraznéji (5,62%).

Tab.7.

laktace  Cislo zvifete mléko kg tuk % tuk kg bilk. % bilkoviny kg

1. 00196361CZ 484,6 3,77 18,3 2,93 14,2
00196361CZ 4994 4,04 20,2 3,68 18,4
datum mléko kg tuk % bilk. % lakt. % den laktace
26.4.2001 1,8 2,83 4,20 2,80 95
2 27.5.2001 1,9 8,35 3,51 4,06 126
28.6.2001 1,8 3,44 2,53 4,15 158
30.7.2001 1,9 4,02 3,37 3,53 190
27.8.2001 1,8 6,02 2,79 4,40 218
24.9.2001 1,8 3,17 5,40 2,87 246

Cislo zvirete mléko kg tuk % tuk kg bilk. % bilkoviny kg

00196361CZ 550 4,61 25,40 5,62 31,00
datum mléko kg tuk % bilk. % lakt. % den laktace

25.4.2002 1,8 4,25 3,25 4,48 55
3. 27.6.2002 2,4 2,02 3,21 4,43 84
27.9.2002 1,7 8,08 9,15 2,54 144
29.5.2002 2,2 1,73 3,36 4,55 178
29.7.2002 2,4 1,92 3,81 3,71 210
29.10.2002 1,2 7,28 9,39 0,96 257

K podobné zkreslenému primérnému vysledku (1,62%) dojde pfi zahrnuti hodnot 0,00

(slozky zrejmé v jednom ze vzorkd nebyly stanoveny, v dal§im jsou nestandardni)
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Tab.8

laktace Cislo zvirete mléko kg tuk % tuk kg bilk. % bilkoviny kg

1. 00343661CZ 1100,7 4,55 50,1 2,71 29,8
2 00343661CZ 1486,0 3,89 57,8 2,49 37,0
3. 00343661CZ 12975 3,66 47,5 2,66 34,5
4 00343661CZ 11125 4,67 52,0 2,59 28,8

Cislo zvifete mléko kg tuk % tuk kg bilk. % bilkoviny kg

00343661CZ 1300 5,49 71,40 1,62 21,10
datum mléko kg tuk % bilk. % lakt. % den laktace
5 3.5.2000 5,6 6,02 2,22 4,34 58
11.6.2000 5,4 3,60 0,00 0,00 97
16.7.2000 5,2 5,05 1,14 2,40 132
15.8.2000 5,0 6,50 2,28 4,79 162
19.9.2000 4.5 6,45 2,49 4,60 197

Objektivizace vysledkii KU

Od roku 2001 doslo k vyznamné zméné hodnoceni uzZitkovosti u koz. Namisto produkce
tuku za laktaci, ktera byla hlavnim kriteriem od roku 1929, se kozy hodnoti podle
mnozstvi vyprodukované bilkoviny. Je to zplsobeno jednak zménou nazoru na vyznam
tuku ve vyzivé, jednak se vétsina podnikatelskych chovl koz zaméfuje na vyrobu syrd,
kde vzhledem k povinnému tepelnému oSetfeni mléka €ast tuku odchazi do syrovatky a
nepfispiva ke zvySeni vytéznosti vyrobkl. Zlistava ale vyznamnym faktorem, ktery
ovliviuje senzorické vlastnosti a kromé toho je nositelem nékterych dulezitych vitamin(
(A,D,EK).

Pouzivana metoda kontroly mlé€né uzitkovosti ICAR-AT, tj. méfeni jednoho nadoje za
mésic, stfidavé z ranniho a vec&erniho dojeni, zejména v malochovech poskytuje
prostor pro celou fadu chyb a nepfesnosti, ktera se projevi na vysledné hodnoté
produkce mléka resp. mlé&né bilkoviny za laktaci:
e nadoj je méfen rucné
e mozny posun doby dojeni proti bézné rutiné az v fadu hodin, coz ma na velikost
nadoje u kozy vyznamny vliv,
e slozeni vzorku odebraného z nadoje jinak nez milkmetrem zavisi na promichani a
zpusobu odbéru
e protoze se naméfené hodnoty velikosti nadoje do vypoctu nasobi dvéma, nasobi
se i mozna chyba pfi odbéru
e vysledky analyz z kontrolnich rozborovych protokoll jsou zadavany do strojniho
zpracovani bez potifebné kontroly, analyzy a eventualniho o€idténi dat
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2. Potencialni prinos genotypizace

2.1. Vliv jedincti — nositelu ,,silnych alel”

Pridélovani kozl(i by nadale mélo respektovat zasadu stfidani linii, a to i v pfipadé chovl
které nejsou orientovany na produkci plemennych zvifat, a az druhym kriteriem pro volbu
by méla byt pfitomnost ,silnych alel* v genotypu kaseinového lokusu. | kdyZ neni znam
genotyp matek, které mohou byt nositelkami jak silnych (S) tak ostatnich (O) alel, pfi
pouziti kozla s genotypem SO minimalné u 25% dcer Ize oCekavat vyssi vyskyt téchto
silnych alel a u 50% dcer kombinaci obou (SO). Jestlize otec je nositelem kombinace SS,

genotyp matky (kombinace alel) genotyp otce genotyp dcer
SS SO SO SS 50% SS  50% SO
SS SO 00 SO 25% SS 25% OO0 50% SO

V ramci projektu jsme ovéfovali vliv zamérného pfipafovani kozli vybranych podle
genotypizace na zlepSeni obsahu slozek, zejména bilkovin v mléce. Plemenni kozli
genotypovani na tzv. ,silné“ alely AS1 a kapa kaseinu byli v letech 2004 - 2005 pfidéleni
do kontrolovanych velkych chovi a zdat vysledkd kontroly uzitkovosti jejich dcer
s neznamym genotypem nasledné hodnoceny rozdily jejich uzitkovosti proti uzitkovosti
jejich matek (rovnéz s neznamym genotypem). Primér uzitkovosti (za 2 — 3 laktace)
matek a dcer je porovnavan v tabulce 9.

Byli vybrani kozlové nesouci silné alely AS1 + neutrélni alely kapa kaseinu (skupina 1),
dale nositelé kombinace silné a neutralni alely AS + silnych alel kapa kaseinu (skupina
2), nositelé slabych alel AS1 + silnych alel kapa kaseinu (skupina 3) a kone¢né nositelé
slabych alel AS1 + kombinace silné a neutralni alely kapa kaseinu (skupina 4).

U vSech skupin doSlo ke zvySeni stfedni hodnoty obsahu bilkovin u dcer (i kdyz u
jednotlivych zvifat tomu pfirozené ve 100% pfipadu tak nebylo), a to v nejvétsi mife u 1.

Srovnani mnozstvi vyprodukované bilkoviny neni zcela objektivni, protoze nékolik matek
mélo laktace kontrolované v individualnich chovech a vysledky jejich dcer pochazi
z velkochovl, u hodnot obsahu bilkovin je mira objektivity pfirozené mnohem vyssi. To
se tykd hlavné koz skupiny FA/BC a FA/BD. Vysledky koz (n = 20) ze skupin, které
vreZimu dvoufazové reprodukce stdda zahajily laktaci mimo bé&Znou sezdnu (Cerven-
Cervenec) nebyly do srovnani zahrnuty. Jejich vzorky odebirané mezi srpnem a prosincem
maji vysoky a pomérné stabilni obsah bilkovin (2,7 — 4,4%), prdmér za laktaci je pak 3,52%
ale pfi kratSi laktaci a podstatné niZzSim nadoji (pouze 300 — 450 | mléka), takZe celkova
produkce bilkovin se pohybuje mezi 10 — 15 kg.
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Tab.9. Porovnani vysledk( kontroly uZitkovosti matek a dcer

genotyp uzitkovost matek (primér ze 2-3 laktaci) uzitkovost dcer (prdmér ze 2-3 laktaci)
skupinaAflg%‘ZtN = mlékobilkoviny bilkoviny _ . mléko bilkoviny , ... .
(E)tcfj pocet kg % Kg pocet kg % bllkl?g\;/my

stfed.hodnota 917 2,71 25,1 stfed.hodnota 873 3,01 26,6

AA/BB (5) 27 (hnédé) max. 1192 3,34 382 39 max. 1177 3,47 39,4

min. 621 2,28 16,8 min. 678 2,49 19

stfed.hodnota 1109 2,95 32,8 stfed.hodnota 969 3,27 31,6

1 AA/AB (1) 5 (hnédé) max. 1192 329 3763 6 max. 1191 3,42 36,9
min. 894 2,69 2525 min. 757 3,07 24,6

stfed.hodnota 1006 2,52 25,2 stfed.hodnota 1025 2,64 27,1

AA/AB (2)2 (bilé) max. 1031 2,82 28,2 1 max. 1082 2,70 28,8

min. 944 2,35 22,2 min. 979 2,55 25,0
stfed.hodnota 682 2,84 19,52 stfed.hodnota 526 2,96 15, 56

FA/BC (2) 12 (bilé) max. 1084 3,12 24,6 8* max. 793 3,16 24,2
2 min. 453 2,66 13,2 min. 361 2,68 10,12
stfed.hodnota 1023 2,80 28,2 stfed.hodnota 946 2,98 28,2

FA/BD (6) 16 (hnédé) max. 1262 3,00 36,2 31 max. 1129 3,31 36,4
min. 856 2,42 24,7 min. 696 2,46 21,2

stfed.hodnota 796 2,74 22,0 stfed.hodnota 925 3,10 28,4

3 FF/BD (1) 3 (hnédé) max. 871 2,84 247 6 max. 1346 3,25 42,5
min. 645 2,56 16,55 min. 681 2,88 22,1

stfed.hodnota 746 2,86 21,3 stfed.hodnota 715 2,89 20,9

4  FF/AC(2) 82 (bilé) max. 1095 3,37 29,8 110 max. 989 3,36 30,2
min. 380 2,33 10,6 min. 388 251 11,2

8* mladé kozy, vysledky jsou jen za prvni laktace

Selekce na uzitkovost a geneticka rozmanitost populace

Cilena selekce na jakykoliv znak ma za nasledek zuzovani genetické rozmanitosti
(diverzity) v populaci. Narodni program uchovani a vyuziti genetickych zdroji ma za ukol
v populaci se vyskytujici. Ktomu vyuziva jak tradiéni metody — fizenou plemenitbu s rotaci
plemenikd, s cilem udrzet vSechny existujici genealogickeé linie kozl( a zarover zabranit jejich
opakovani v otcovské pozici dfive nez za 3 generace, ale také vysledky molekularné
genetickych analyz, kdy je mozné cilenym pafenim urcitého poctu genotypovanych jedincl
docilit narozeni jedincli s poZzadovanym genotypem.

V komerénich stadech, ktera nejsou zaméfena na produkci plemennych zvifat, se tedy
budou vysledky genotypovani vyuZzivat jinak nez v nukleovych stadech genového zdroje.
Vzhledem k délce generagniho intervalu u koz (tj. doby od narozeni jedince do doby
narozeni jeho potomstva) pak bude z hlediska zachovani potfebné miry diverzity a
udrzeni pfijatelné nizké hodnoty indexu pfibuzenské plemenitby (zejména ve velkych
stadech) zadouci zajistit kazdych 5 let ploSny screening v rozsahu cca 25-30% celé
populace, eventualné prubézny screening (kazdoro¢né 5-10% populace) s vybérem
jedincl podle plemenarské evidence.
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Vyuziti genotypovanych kozlii v komerénich stadech

Pro chovy zaméfené na produkci mléénych vyrobkd ma vyznam zvySovani podilu ,silnych
alel* AS1 a kapa kaseinu. Prognéza vyvoje chovu pfedpoklada i nadale snizovani kapacit
zajmovych chovl s 1-3 plemennymi kozami, které az dosud jsou téméF vyhradnim
zdrojem plemennych kozl(. Tuto jejich roli budou postupné prebirat nékteré faremni
chovy, zafazené do kontroly uzitkovosti. Jestlize je stado zafazeno do kontroly miécné
uzitkovosti, je mozné vytipovat nejlepsi matky urc¢ené pro produkci plemennych zvirat:

Jako matky kozld jsou zafazovany kozy s nejlepSimi vysledky kontroly miééné
uzitkovosti v minimalné dvou laktacich, s odpovidajicim exteriérem. Jejich produkéni
obdobi obvykle trva 3- 6 (vyjimeCné i vice) let a proto se rozhodné vyplati jejich
genotypizace na AS1 a kapa kasein:

genotyp AS1 — vylouéeni nulové alely, rozliseni A/E/F,
genotyp kapa kaseinu — kompletni SNP pro zjisténi nositelek silnych alel C,D.
Mladé kozicky uréené na odchov pro obnovu stada

Vzhledem k cené analyz a velmi malé frekvenci vyskytu nulovych alel je v sou€asné
populaci genotypovani AS1, 2 a beta kaseinu mozno povazovat za nadstandardni, pro
chovy se syrafskym zaméfenim je vyhodné zjistit genotyp kapa kaseinu — kompletni
SNP pro zjisténi nositelek silnych alel C,D. Tato informace by mohla vést i ke
zjednoduSeni kontroly uzitkovosti — napfiklad stanoveni obsahu slozek by se provadélo
jen 3x za laktaci, idealné mezi 90 — 150. dnem, eventudlné pouze v jedné kontrolované
laktaci.

Vyuziti ve Slechtitelském programu SCHOK
Plemenni kozli

Idealni stav je kompletni genotypizace, kde bychom méli postupné dospét k jejimu
rutinnimu zafazeni v procesu vybéru do plemenitby. Primérny aktivni vék plemennych
kozlu je v souCasné dobé 4,7 resp. 2,9 roku u bilych resp. hnédych koz, podil jednotlivych
vékovych skupin ukazuje graf ¢.3, to znamena ze pfi genotypovani vSech nové
zafazovanych kozl( a jejich ro€ni obméné v rozsahu cca 12 -15 % by za 7-8 let mohli byt
takto zmapovani vSichni aktivni plemenici. Cena kompletni analyzy sice zvysi naklady na
produkci plemenného kozla (viz kapitola 8, ekonomika), ale zvySi tim jeho uzitnou
hodnotu, ktera se promitne pfimo do vy3si prodejni ceny.
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Graf 3. zastoupeni vékovych kategorii kozll v populaci
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Matky kozli chované v soucasnosti hlavné u individualnich zajmovych chovatell by
mély stejné jako plemenni kozli byt postupné kompletné genotypovany, informace o
genotypu zvySi moznosti fizeného pfipafovani s definovanym cilem (zvySeni obsahu
mlécénych slozek, zejména bilkoviny u potomstva tj. novych plemennych kozl{)

Vyuziti v konzervaénim programu (Narodni program genetickych zdroju zvirat)

Pro ucely Slechténi resp. vybéru jedincl do nukleu genetického zdroje a fizené
pfipafovani s cilem udrzeni (rozSifeni) genetické diverzity je ucelné provést nasledujici
analyzy:

e lokus AS1- pfitomnost E, F a 01 alely

e lokus AS2- doplrikové na (ne)pfitomnost O alely, detekce alely D (pro genobanku)

e lokus beta-kaseinu - doplfikové (ne)pfitomnost O alely, detekce A a C alely (pro

genobanku)
e lokus kapa-kaseinu: genetické varianty A-G (PEA analyza, sekvenator ABI PRISM 3100)

V souCasné dobé je pro zajisténi Narodniho programu dostalujici systém fizené
Cistokrevné plemenitby jedincll vybranych jako geneticky zdroj a umisténych v bézném
chovu. S oCekavanou zménou ve struktufe chovu (sniZzovani poctu individualnich chovi
s Cistokrevnou plemenitbou, pfevaha faremnich chovid s vysokym pocétem polosester
a/nebo se zvySenym vyuzivanim uZitkového kfiZzeni) bude ziejmé& nutné zahajit specialni
konzervacni programy. Diverzita zde bude uchovavana predevSim prostfednictvim
konzervace definovanych semennych davek.

a) Nukleové chovy

Tyto chovy budou tvofit vybrané genotypované matky, fizené pfipafované (inseminovaneé)
genotypovanymi kozly. Matefska ¢ast nukleové populace bude vybirana a udrzovana v co
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nejsSirSi genetické rozmanitosti, tedy véetné ,negativnich® genotypl kaseinovych lokusu.
Z potomstva budou vybirani kozli potfebnych genotypl (tedy i negativnich — jde o
uchovani diverzity!) k odchovu do nastupu pohlavni aktivity a odbéru semennych davek
pro genobanku, k vlastni reprodukci nukleového chovu a eventualné Kk distribuci do
jinych chovld. Timto zpUsobem bude mozné zajistit zaroven i uchovani vsech
genealogickych otcovskych linii.

b) Kryokozevace ,,ekonomicky nevyhodnych“ genotypt

V navaznosti na pfedpokladanou rutinni selekci nové zafazovanych plemenik( s ohledem
na genotyp kaseinovych lokusi nebude ¢&ast kozlll s ,ekonomicky nevyhodnym®
genotypem zafazena do plemenitby. Tito kozli budou bud smluvné odchovani do doby
jejich pIné reprodukéni aktivity a nasledné vyuziti pro odbér a kryokozervaci semennych
davek, nebo v pfipadé nasledné kastrace &i porazky budou jejich semenné davky
ziskany metodou extrakce nadvarlat (epididymalni sperma). Tato metoda je pouzitelna i
u varlat odebranych na jatkach, pokud jsou béhem 48 hodin udrzovana v chladu a
dopravena do laboratofe ke zpracovani.

2.2. Vyuziti v praxi
Analyzy DNA

Metodiky pro detekci genetického polymorfismu kalcium-senzitivnich bilkovin u koz byly
bé&hem feseni projektu optimalizované v laboratofi molekularni genetiky VUZV v.v.i., pro
nékteré byly vyvinuty patentové chranéné postupy:

Lokus Metoda Alely Reference
CSN1S1 AS-PCR? E,non E Jansa-Pérez et al.,1994;
Rando et al.,1998
01, non 01 Sztankoova et al., 2006
PCR-RFLP A*a, F Ramunno et al., 2000
CSN2 AS-PCR 0’ Ramunno et al., 1995
Light Cycler Analysis A, C Sztankoova et al., 2008
CSN1S2 PCR-RFLP D, F, N*b, 0 Ramunno et al., 2001a, b
CSN3 PEA? A B,C,DEFG Yahyaoui et al., 2003
" AS-PCR= allele specific —-PCR; 2PEA=Primer extention analysis
*=A, B, C, D
bN*=A, B, C, E

Organizace genotypovani - odbéry vzorkl

Potieba informaci pro vyuZiti ve $lechténi je ukoz sezénni (bonitace mladych
plemennych zvifat, prodej a distribuce kozld — tj. srpen, zafi), to znamena Ze je mozné
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odbéry vzorkd DNA predvybranych kozliki u individualnich chovateld a hlavné pak
nasledné zpracovani a analyzy vzorkd organizovat hromadné. To m{ize vyznamné snizit
zejména cenu analyz, protoze lze vyuzit riznych poloautomatickych systému, efektivné
vyuzit drahé chemikalie i personalni kapacity laboratore.

Potfeba informaci pro chovatele hlavné ve faremnich chovech je zavisla na tom, jaky je
v daném chovu systém rané selekce kozi¢ek pro obnovu stada. Vzhledem k poméru mezi
cenou zvifete a cenou analyzy, ktery je neporovnateny se skotem, neni plosné vyuziti
postupu pouzivaného u skotu (tj. prvni stupen selekce podle genotypu) racionalni.
Prvotni selekce, ktera je rovnéz sezénni a probiha vétSinou koncem bfezna (tak, aby
nevhodni jedinci mohli byt prodani jako jate¢na velikono¢ni kulzlata), se tedy opira
o informace o uzitkovosti matek. Jestlize jsou matky genotypovany, vybér je usnadnén.

DalSi stupen selekce kozicek, kdy se napfiklad rozhoduje o tom zdali budou vybrany do
Cistokrevné plemenitby nebo do uzitkového kfizeni s anglonubijskym ¢&i burskym
plemenem, se ¢asové shoduje s bonitaci kozl(. Potom je mozné molekularné-genetické
analyzy organizovat spole¢né se vzorky kozliku.

Ziskavani DNA

DNA k analyze je mozné ziskat z jakéhokoliv biologického materialu - z krve, stéru sliznic
z tlamy nebo nosu, z chlupovych cibulek, z pefi nebo z jiné tkané (svaly, vnitini organy,
kiize, placenta atd.). Spolehlivym zdrojem dostateéného mnozstvi kvalitni DNA je krev,
odbér krve vSak podle nasi legislativy mize provadét pouze veterinaf nebo veterinarni
technik na rozdil od stérl sliznic, ktery maze jednoduSe provést kazdy chovatel sam.

V rdmci projektu jsme porovnavali vytéznost a Cistotu DNA ziskanou z rliznych biologickych
materialt (krev, chlupy a sliny). Ziskavani DNA z chlupd ani ze slin nebylo optimalni,
z duavodd nizké vytéznosti a Cistoty (pro optimaini pribéh PCR reakce je nutné dvoj- az
trojnasobné mnozstvi izolatu), skladovatelnosti a pfipadné opakovatelnosti analyz. Je mozné
pro rutinni (jednorazové) genotypovani zvifat, protoze je lehce zvladnutelné pfimo ve
faremnich podminkach, bez nutné asistence veterinafe/ veterinarniho technika a pfi
minimalnim stresu pro zvifata. Extrakce DNA z krve je optimalni z nasledujicich davodu:

e vyextrahovana DNA z krve ma vyssi Cistotu a tedy i vysSi vytéznost
e vyextrahovana DNA z krve je stabilng;si
e krev je vhodna pro dlouhodobé skladovani

e vysSi objem DNA ziskany extrakci z krveumozriuje realizovat vétsi pocet analyz,
a to i opakované po dlouhé dobé po ulozZeni (v Fadu roku)

e je nizSi potfeba (mnozstvi) vychoziho materialu pro jednotlivé analyzy.

Negativem je nutnost pfitomnosti veterinarniho pracovnika pfi ukonu ziskavani krve.

Na zakladé vysledku jednotlivych analyz Ize doporucit nasledujici:

Pro uloZzeni v genobance a extrakci DNA odebirat vyhradné krev. Pro jednorazové
stanoveni (napfiklad ¢asna selekce plemennych kozlikli pro odchov) by pfipadala
v Uvahu extrakce DNA ze slin, v krajnim pfipadé z chlupu.
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Odbér krve

Odbéry krve provadi veterinarni Iékaf. Soupravu na odbér krevniho vzorku zasila po
objednani pfimo laboratof a obsahuje zpravidla sterilni zkumavku s latkou zamezujici
krevnimu srazeni (EDTA), obalku se zpate¢ni adresou a formulaf k vypInéni (identifikaci
zvifete a chovatele).

Pro jednorazovou analyzu posta&i 1 ml krve, eventualné odebrané i na specialni
odbérové karty s terem ze ssavého materidlu, oSetfeného specialnim preparatem (FTA
card), ale pro ulozeni do genobanky je potfeba pocitat s cca 10 — 15ml, protoze vzorky
se ukladaji a zpracovavaji jinym zplsobem, navic se vS§echny ukladaji z bezpe¢nostnich
ddvodu v dubletech (zdvojené).

Zkumavku je nutné protfepat, aby se krev promisila s antikoagulantem a dobfe
zaSroubovat. Krev |ze uchovat v lednici po dobu nezbytné nutnou, nejlépe je ji ihned
odeslat do laboratofe. Spolehliva doba udrzeni kvality vzorku mezi odbérem a
zpracovanim v laboratofi jsou tfi dny.

Odbér vzorku ze sliznice tlamy

Tento zplisob odbéru kombinuje odbér ze sliznice a ze slin, a ma dobrou vytéznost Cisté
DNA. Zejména u prezvykavcl jej ale mize komplikovat skute€nost, Ze zvifata i delSi
dobu po nakrmeni mohou mit v tlamé zbytky pfezvykované potravy, ze stejného diivodu
je velmi nespolehlivy u sajicich mladat resp. klzlat napajenych mlé€nou nahrazkou, kde
muze dojit ke kontaminaci vzorku DNA z mléka.

V soucasné dobé se proto hlavné u skotu doporucuje stejnym zplsobem provadét odbér
z nosni sliznice, k némuz jsou dostupné rizné druhy kitl, dodavané i pfes internetové e-
shopy. U nasledujiciho zahrani€niho kitu se uvadi komfortni odbér i ve velkych stadech,
vykon je az 150 kusU zvifat za hodinu, je ale nutné kalkulovat i s vysokou cenou
odbérovych souprav v relaci s hodnotou zvifete (ktera je u koz x-nasobné niz$i nez u
skotu). Vyhodou je, Ze zvifata nejsou v dobé odbéru omezovana v pfijmu potravy
(mléka). Stejného efektu Ize dosahnout odbérem do soupravy pfipravené laboratofi
VUZV pro odbéry slin.
Soupravu k odbéru zasila po objednani pfimo laboratof a obsahuje zpravidla stérovy
tampon nebo kartaCek v uzaviratelném obalu, zkumavku na ulozeni tamponu po odbéru,
formulafr k vyplnéni (identifikaci zvifete a chovatele) a obalku se zpateéni adresou. P¥i
stéru je nutné dodrzet nasledujici postup a zasady:
e Zvife nesmi alespon 20 minut pfed stérem mit pfistup ke krmivu a pokud mozno
by nemélo ani pit. Nejlepsi je stér uskutec€nit pfed pravidelnym krmenim.
e Odbér se provadi v rukavicich (aby nedoslo ku kontaminaci vzorku stopami DNA,
které zanecha odebirajici v misté uchopeni ty€inky odb&rového tamponu)
e Po vyjmuti z obalu se tampon nesmi dotykat jiného pfedmétu, nez uUstni dutiny
odebiraného jedince.
e Tamponem dukladné po dobu 5 sekund otaivym pohybem stirejte vnitfni stranu
dasné nad hornimi fezaky zvifete

e Po odbéru bezprostfedné viozte tampon do zkumavky s konzervaénim roztokem
(EDTA) a pevné zaSroubujte
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e Na 8titku zkumavky vyplriite CiteIné Udaje (identifikace chovatele, odebiraného
zvifete), se zkumavkou vlozte do pfilozené obalky a odeSlete co nejdfive do
laboratofe. Spolehliva délka udrzeni potfebné kvality vzorku mezi odbérem
a zpracovanim je 3-4 dny.

Obr.1 Postup pfi odbéru stérll z nosni sliznice

r B
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Odbér chlupt

Rizikem pfi odbéru chlupl je kontaminace vzorku jinymi chlupy, které mohou ulpivat na
téle zvifat pfi vzajemnym otirani nebo otiranim o pfedméty s uchycenymi chlupy jinych
zvirat. Odebirat je proto nutné pouze chlupy ziskané vyskubnutim, nikoliv vy&esavanim.
Chlupy musi mit vlasovou cibulku, neni tedy mozné je ziskat ostfihanim!

Soupravu na odbér chlupt zasila po objednani pfimo laboratof a obsahuje zpravidla dvé
samolepky s natisténym rameckem k vypInéni identifikaéniho cisla zvifete, uzaviratelny
(zip) polyetylénovy sacek se viozenym krycim papirem, obalku se zpate¢ni adresou
a formular k vyplnéni (identifikaci zvifete a chovatele).

Postup:

Idealni misto k odéru je u kofene ocasu, k analyze je potfeba minimalné 20 chlupl
s vlasovymi cibulkami. VeSkera manipulace s pfedméty, kterych se budou po odbéru
vzorky dotykat, by méla byt provadéna v rukavicich.

e Na samolepce a na sacku vyplnite Cislo (identifikaci) zvifete

e Misto vybrané k odbéru chlupli nasucho otfete, event. vyCeste, abyste jej zbavili
pfipadnych mechanickych necistot a volnych chlupl. Odebirané chlupy musi byt
suché — pfipadné zapareni v obalu by znehodnotilo DNA.

e Popsanou samolepku sejméte z kryci folie a vySkubnuté chlupy pfitisknéte na
samolepku tak, aby vlasové cibulky vy€nivaly a 0,5-1 cm mimo lepici plochu,
prelozte v naznacené linii a stisknéte, tim chlupy zafixujete.

o Jestlize se vam nepodafi ziskat dostateCny pocet chlupu, postup opakujte
s druhou samolepkou.

e VlozZte do pfipraveného kryciho papiru v sa¢ku a uzavrete zip.
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Obr.2. Postup pfi odbéru vzorku chlupt
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I1l. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Geny s pfimym vztahem k parametrdm mlééné uzitkovosti a technologické kvalité mléka
je mozné vyuzit ve Slechténi dojenych plemen koz, podobné jako je tomu u skotu.
Efektivita tohoto postupu zavisi na diverzité plemen v dané oblasti (tj. polymorfismus
gend mlécnych bilkovin), a na optimalizaci postupu Slechténi vyuzitim znalosti
existujiciho rozsahu tohoto polymorfismu ve Slechténé populaci. Pfedkladana metodika
je vysledkem vyzkumu, ktery se u ¢eskych plemen koz uskutec¢nil viibec poprvé. Zarazeni
informace o genotypu kaseinovych lokusl jako selekéniho kriteria nebylo ve
$lechtitelskych programech koz v CR dosud aplikovano.

Vybér novych plemenikl v sou¢asné dobé probiha hlavné na zakladé hodnoceni milé¢né
uzitkovosti jejich matek, vlastni uzitkovost plemenika je znama az po vyhodnoceni
uzitkovosti jejich dcer (to znamena 1,5 — 3 roky prodleva) a nelze ji zcela objektivné
posoudit, pokud jsou jeho dcery rozptyleny v nékolika malych individualnich chovech
s neporovnatelnou urovni chovatelskych podminek.

Informace o genotypu zérovefi pfedstavuje kvalitativné vy&Si kriterium pro zafazovani
jedincll do genetického zdroje resp. do konzervacénich projektdl obou narodnich plemen
koz v Narodnim programu genetickych zdrojd, a vytvafi lepsi podminky pro zachyceni a
uchovani jesté vétSiho spektra jejich genetické diverzity.

IV. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je urena:
e Svazu chovatelll ovci a koz — opravnéné organizaci zajistujici Slechtitelské
programy koz,
e odbornym pracovnikim — Slechtiteldm plemenafskych sluzeb,
o  krajskym informaénim stfediskim a zemédélskym poradcum,
e chovatelim dojenych plemen koz.
Dale je mozné ji pouzit jako studijniho resp. vyukového materialu pro studenty a
pedagogy stfednich odbornych a vysokych Skol pfislusného zaméreni (zootechnika).
Jeji uplatnéni efektivné a rychleji umozni zvysit kvalitativni parametry koziho miléka,

zlepsit konkurenceschopnost a podpofit rozvoj tohoto alternativniho odvétvi Zivocisné
produkce.
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V. EKONOMICKE ASPEKTY

Naklady na genotypizaci pro chovatele jsou zavislé jednak na pozadovaném rozsahu
analyz, jednak na velikosti souboru vzorkd, ktery je analyzovan.

Cena se sklada z nékolika casti:
a) ziskani a pfiprava vzorku, tj. cena odbérové soupravy, zpracovani vzorku po
doruceni a extrakce DNA — tato ¢ast je stejna u kazdého vzorku;
b) fixni cena rozborl (spotfeba chemikalii, energie, odpis pFistroju aj.) ktera
CasteCné zavisi na poctu analyz;
c) pracovni naklady obsluhy — zavisi na velikosti analyzovaného souboru,

optimalni je moznost pouzivat poloautomatické techniky nastavené na
hromadnou analyzu 96 vzorkd.

Tab. 10 Naklady na genotypovani (na 1 vzorek, 2010)

rozsah analyzy a b (o
lokus
priprava , pracovni pracovni Ccelkem
analyza _, .
vzorku naklady 1 naklady 2
AS1 pouze vylou€eni O alely 50 70-130 20-30  200-310
detekce A/F
60 70-130 20-30 210-340
(=ostatni/slaba alela) 130
beta pouze vylouceni O alely 50 70-130 20-30  200-310
kapa kompletni analyza SNapShot 130 70-130 20-30  280-390

pracovni naklady 1 = individualni rozbor na vyZadani, do 5-10 vzork{

pracovni naklady 2 = hromadny rozbor (pro aukéni zvirata, pro screening stad)

PFfi doporuc¢ovaném postupu pro plemenné kozy a matky kozll pfi hromadné
organizované analyze by se tedy cena kompletni genotypizace jednoho zvirete
mohla pohybovat (pfi cenovych relacich roku 2010) okolo 900 K&, u genotypizace v
produkénich chovech pouze na kapakasein (pro uc€ely selekce s cilem zvySit obsah
mlécného proteinu ve stadé) kolem 280 KE. Naklady na analyzu malého poctu
individualnich vzorkd budou asi o 50% vyssi, tj. ca 1350 K& u kompletni analyzy a 400
K& u genotypizace pouze alel kapakaseinu.

Prfimy ekonomicky prinos (posuzovany zvySenim celkové produkce bilkoviny a
syrafské vytéznosti mléka) bude kromé zvySeni obsahu bilkovin v mléce ovlivnén také
urovni chovného prostredi, zejména vyZivou a kondici zvirat.

Zvyseni obsahu bilkovin v mléce vyuzitim cileného pfipafovani kozlu se ,silnymi alelami*
bude zaviset na ,startovaci drovni tj. vychozi hodnoté tohoto parametru ve stadé. U
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potomkl matek se silnymi alelami bude zvySeni mensi nez u potomkd matek s ostatnimi
alelami, a zvySovani bude samoziejmé mozné pouze do dosazeni biologického limitu.

V ovéfovaci aplikaci metody cileného pfipafovani kozl( se ,silnymi“ alelami kaseinu ve
faremnich chovech dos$lo ke zvySeni obsahu bilkoviny u skupin dcer po kozlech —
zlepSovatelich genotypu (viz tabulka 9, skupiny 1 az 3) v priméru o 0,12 - 0,3% a
Zlepseni syrafské vytéznosti o 4 — 25% (u nékterych jednotlivych dcer bylo zvySeni jesté
vétsi, v zavislosti na genotypu matek, ktery nebyl zjiStovan).

Tab. 11. Potencialni zvy$eni mnozstvi vyprodukovanych bilkovin v kg za laktaci

primérna uzitkovost za laktaci

zvyseni (kg mléka)

% bilkovin 600 700 800 900
+0,1 0,6 0,7 0,8 0,9
+0,2 1,2 1,4 1,6 1.8
+0,3 1,8 2,1 2,4 2,7

Na zakladé téchto hodnot, pfi uvazovaném primérné 10% zvySeni vytéznosti mléka a
cené 300 K&/kg syra Ize odhadnout pfimy ekonomicky pfinos u jedné kozy mezi 200 —
900 K¢ za laktaci, v zavislosti na jejim nadoji. Pfi primérné uvazované produkéni
Zivotnosti Ctyf laktaci to znamena 800 — 3600 KE&. U dcer matek s velmi ,nevyhodnym*
genotypem kaseinu muze byt uvazovano i se zvySenim vytéZznosti o 20%, a to by
znamenalo zdvojnasobeni tohoto ekonomického efektu.

Kromé toho by bylo mozné dosahnout snizeni nakladi zmensenim poctu analyz pro
kontrolu uzitkovosti. V sou€asné dobé se kontroluje minimalné 5 vzorkd v kazdé ze tfi
méfenych laktaci, pfi aplikaci pouze tfi analyz ve dvou laktacich a cené 12 K¢ za analyzu
(tj. cenova uroven 2010) by se pfimé naklady chovatele na kontrolu uzitkovosti sniZily o
ca 110 K&.

V kazdém pfipadé vyuzivani tohoto postupu bude nejlepSim moznym zplsobem dosazeni
trvale vysoké kvality koziho mléka coby vychozi suroviny pro daldi miékarenské (syrafské)
Zpracovani.
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