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I. Cil metodiky

Cilem certifikované metodiky je predat praktické zkuSenosti pro zpracovani biologickych
vzorkl — izolaci DNA. Diraz je kladen na neinvazivnost odbéru vzork.

Metodika je dedikovana projektu NAZV QJ1510339 a bude poskytnuta laboratotim, které
se zabyvaji genetikou skotu.

I1. Vlastni popis metodiky

Biologické vzorky zpracovatelné pro nésledné genetické analyzy jsou ty, v nichz zistalo
bunécné jadro obsahujici chromozémy. Pfi izolaci DNA jde o jeji uvolnéni z komplexu
S chromozomalnimi proteiny, zbaveni zbytkti bun¢k a tkani, v piipad¢ krve plazmatickych
proteind, u mléka vSech mlécnych proteini, tuku a dalSich slozek mléka.

Dosud se velmi ¢asto jako zdroj DNA pouziva krev. U savcu vé. skotu obsahuje jaderné
leukocyty a dalsi bunky uvolnéné z endotelu cév. Jeji ziskani vSak vyzaduje invazivni odbér
provedeny zaskolenou kvalifikovanou osobou nebo veterinarnim lékafem, coz je spojeno
s dal§imi naklady. U skotu je krev odebirdna vétSinou z podocasni Zily do zkumavek ¢i
jednorazovych odbérovych souprav s antikoagula¢nim roztokem, nejcastéji EDTA. Thned po
odbéru se obsah zkumavky promichd, aby se zamezilo vzniku srazenin. DNA je mozné
z krve izolovat ihned po odbéru, kdy je kvalita i vytéznost DNA nejvyssi. EDTA pisobi jako
konzervant, takze pti pokojové teploté 1ze plnou krev uchovavat 24 hodin, v chladnicce pti 4
°C ptiblizné 1 tyden. ZmraZeny vzorek lze uchovavat i n€kolik let, nelze vSak vyloucit jeho
postupnou degradaci nebo zhorSeni kvality. Zmrazenim na velmi nizké teploty az —80 °C lze
dosahnout lepSich vysledk, avSak laboratof musi mit k dispozici drahy hlubokomrazici box.
Pro naslednou izolaci DNA je nabizena fada komer¢nich kitd pro zpracovani krve, nebo se
pouzivaji rutinné zavedené postupy modifikované pro piislusnou laboratof.

Dalsim zdrojem DNA je by¢i sperma. Je kdispozici Vinseminac¢nich davkach
Vv plastovych trubickach, pro ucely inseminace je prechovavano v tekutém dusiku pfi teploté
-196 °C. Pro izolaci DNA postaci je skladovat v béZném mrazdku pifi —18 °C, ev.
V hlubokomrazicim boxu. Pro transport do laboratofe je mozné pouzit obalku a dodavku
postou, protoze neni nutné zachovat oplozenischopnost spermii a i po nékolikadennim
transportu Vv letnim obdobi lze z inseminaénich davek DNA izolovat. K tomu se opét

nejcastéji pouzivaji komeréné nabizené kity.



Méné casto se DNA izoluje z dalSich materialt, odebiranych zejména post mortem. Lze
uvést svalovou tkan, kousky usi, jater a dalsi. V téchto pfipadech, kdy je nutné k oddéleni
vzorku pouzit nliz nebo skalpel, je nutné upozornit na nutnost dokonalé mechanické ocisty
nastroje mezi odbérem jednotlivych vzorkti a zni¢eni DNA na jeho povrchu v plameni
(plynovy kahan, v terénu lihovy kahan apod.). Jinak miize dojit ke kontaminaci odebiraného
vzorku a vysledky nasledné analyzy, ¢asto pomérné nakladné, jsou nespolehlivé. lzolaci
DNA Ize provést z Cerstvé tkan€, nebo ji uskladnit v mrazicim boxu. K vlastni izolaci DNA
se pouzivaji tzv. tkanové kity, specialné pfipravené pro zpracovani tkani.

V soucasné dobé je hojn¢€ pouzivana technika bukalnich nebo naséalnich stéri, tj. odbér
epitelidlnich bunck z dutiny Ustni nebo nosniho otvoru. Tampon Vv ochranném pouzdru se
zaSle do laboratote, ktera opét komerénim kitem izoluje DNA.

Pro izolaci z vySe uvedenych materialt je nabizena fada komerénich kit od riznych
firem. Postup je vétsinou pomérné jednoduchy, navod je soucasti kitu. V této metodice se
proto zaméfime zejména na neinvazivni metodu ziskani DNA z mléka.

Pti odbéru jakékoliv tkdné€ je nezbytné zabranit kontaminaci, tj. pfenosu materidlu mezi
vzorky, ale i jakymkoliv jinym zne¢isténim. Kazdy vzorek (zkumavka) musi byt pti odbéru
fadn€ oznalen a zapsadn do seznamu, ktery umozni naslednou jednoznacnou identifikaci
zvitete, od néhoz pochazi. Je rovnéz nutné vést jednoduchou a prehlednou evidenci vzork
V laboratornich denicich s uvedenim identifikace zvirete, druhu tkan€, data odbéru atd.
Transport vzorkl ze stdje, jatek apod. do laboratofe, ev. transport mezi laboratofemi musi byt
ptizptisoben druhu odebrané tkang, délce transportu, roénimu obdobi. U insemina¢nich davek
je mozna postovni zasilka. U rychlé piepravy osobnim automobilem, trvajici 1-2 hod. neni
chlazeni vzorkil nezbytné. Pfi déletrvajicim transportu se doporu€uje zkumavky se vzorky
umistit do polystyrenové bedny se suchym ledem (CO2) nebo namrazenymi vlozkami.

K extrakci a purifikaci DNA je k dispozici vice metod. Vzdy musime zvolit vhodnou
metodu s ohledem na poZadovanou cistotu a kvalitu DNA a jeji pozadované mnozstvi.
Dutlezité je rovnéz to, z jakého materidlu chceme DNA ziskat. V laboratofi je nutné vzdy
metodu vyzkouSet a eventualné upravit, zejména pokud chceme zpracovat vétsi pocet
vzorkl. To plati jak pro metody tzv. manudlni, kdy pracujeme s vlastnimi roztoky, tak pro
pouzivani komercnich kitd.

V této Casti piinasSime nékolik osvédcenych metod pro izolaci DNA z kravského mléka.
Tento zdroj DNA je u dojenych krav snadno dostupny, neinvazivni, oddojeni nékolika sttika
muze provést i jen kratce zaskolend osoba. Nutné je individudlni ru¢ni oddojeni vzorku

Z jedné ctvrti, nesmi se odebirat mléko nadojené dojicim strojem, protoze i zcela nepatrna



kontaminace mlékem jiné dojnice znemozni piesnou naslednou genetickou analyzu. DNA je
izolovana z epitelidlnich bunék mlécné zlazy, tj. somatickych buné€k, jejichz pocet je
Z hygienického a technologického hlediska limitovan. Mnozstvi ziskané DNA je zavislé na
poctu somatickych buné€k, jeji koncentrace v roztoku po izolaci proto dost kolisa. Dalsi
nevyhodou ziskavani DNA z mléka je, Ze je pon¢kud obtizngjsi jeji vycisténi. Koncentrace a
Cistota DNA je ovSem dulezitad pro dalsi laboratorni analyzy. Je proto dulezité pracovat

peclivé. Uvedena je také metodika pro izolaci z by¢iho spermatu, resp. inseminac¢nich davek.

A. lzolace DNA z mléka pomoci chelexu

Izolace

1. Termoblok nahiat na 56 °C, vodni lazen na 98 °C.

2.Mléko promichat vortexem, pipetovat 1 ml do mikrocentrifugaéni zkumavky o objemu
1,5 ml (tzv. eppendorfky).

3.Mléko zahiat v termobloku, 56 °C, 10 minut.

4. Centrifugovat 5 minut/ 4.000 ot., 22 °C. Kroky 4 a 5 se provadi s cilem odstranit tuk
zZ dalsiho zpracovani vzorku.

5.Do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek pipetovat spodni ¢ast (peleta ze
somatickych bunék), 50 pl.

6.K peleté v nové zkumavce piidat 100 ul 5% chelexu.

7.Vortexovat, kratce stocit na stolni centrifuze.

8.Ptidat 1 pl roztoku proteinazy K (25 mg/ml). Pokud neni vysledek izolace uspokojivy,
zvysit pii piisti izolaci davka proteinazy K.

9.Vortexovat, kratce stoc¢it na stolni centrifuze.

10.Vlozit do termobloku na 45 minut, 56 °C.

11.Vortexovat, kratce stocit na stolni centrifuze.

12.Vlozit do vodni 14zné na 10 minut, 98 °C.

13.Vortexovat.

14.Centrifugovat 5 minut/140000t., 22 °C.

15.Do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek odsat supernatant s DNA a skladovat
Vv lednici. Odsavat se musi peclive, pokud bychom odsali i chelex, mtize dojit

k inhibici nasledné PCR.



Ptecisténi izolované DNA

1.Smichat 20 ul roztoku izolované DNA + 21 ul NaOAc 3M (octan sodny) + 50 pl
etanolu 96%.

2.Promichat a nechat 15 minut stat pfi laboratorni teploté.

3. Centrifugovat 30 minut/13000 ot., 22 °C.

4.QOdstranit supernatant.

5.Pfidat 250 ul etanolu 80%, vortexovat.

6. Centrifugovat 15 minut/13000 ot., 22 °C.

7.Zopakovat krok 4 a 5.

8. Odstranit supernatant a dokonale vysusit mikrocentrifuga¢ni zkumavky v termobloku,
37 °C.

9. Do mikrocentrifuga¢nich zkumavek k vysusené DNA ptidat 30 ul TE pufru,
resuspendovat DNA opatrnym promichanim na vortexu a stocit na stolni centrifuze.

10.Uchovavat v lednici pii 4 °C.

Metoda modifikovana dle Walsh et al. (1991).

B. Izolace DNA z mléka pomoci CTAB-PVP

Metoda je zalozena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli rozpustny, ale pti
sniZzené koncentraci soli vytvaii srazeninu (Murray a Thompson 1980). CTAB zaroven
pusobi jako detergenéni ¢inidlo, které uvoliiuje DNA z komplexu membran a proteini.
Ptidani PVP (polyvinylpyrrolidon) odstrafiuje kontaminanty a umoznuje ziskani Cisté a

kvalitn&jsi DNA.

1.Roztok 2x PVP-CTAB (cetyl trimetyl ammonium bromid-polyvinylpyrrolidon) a 1%
roztok beta-merkaptoetanolu predehtat na 65 °C.

2.Do mikrocentrifugaénich zkumavek pipetovat 500 ul mléka promichaného na vortexu.

3.V termobloku zahtivat 30 minut pii 55 °C.

4. Centrifugovat 1 minutu/10000 ot.

5.0dsat opatrné peletu bunék ze dna zkumavky do novych zkumavek.

6.Do zkumavky ptidat 500 ul CTAB-PVP + 5 ul beta-merkaptoetanolu.

7.Inkubovat 45 minut/ 65 °C.

8. Centrifugovat 10 minut/12000 ot.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walsh%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1867860

9.Ptidat 500 ul chloroformu s IAA (isoamyl alkohol) v poméru 24:1.

10.10 minut opatrné promichavat na michadle pti malych otackach.

11.Centrifugovat 5 minut/12000 ot.

12.0dsat supernatant do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek.

13.Pridat 1/5 objemu CTAB-PVP (tj. v tomto ptipadeé80 pl), promichat (2-3x pieklopit
mikrocentrifuga¢ni zkumavku), ptidat 500 pl chloroformu s IAA, 10 minut michat na
michadle.

14.Centrifugovat 5 minut/14000 ot.

15. Odsat supernatant do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek, piidat 250 ul ledového
izopropanolu a 2-3 lehce promichat (2-3x pieklopit mikrocentrifuga¢ni zkumavku).

16. Ulozit ptes noc do mrazaku pii -20 °C. V tomto kroku mizeme meziprodukt skladovat
Vv mrazaku.

17.Centrifugovat 5 minut/14000 ot., 4 °C.

18.Supernatant opatrné odstranit.

19.Pfidat 300 ul TE pufru, inkubovat 30—60 minut pii 37 °C.

20.Ptidat 600 ul ledového 96% etanolu, lehce promichat (2-3x pieklopit
mikrocentrifuga¢ni zkumavku).

21.Ulozit ptes noc do mrazaku pti -20 °C. V tomto kroku mizeme meziprodukt skladovat
Vv mrazaku.

22.Centrifugovat 10minut/14000 ot., 4 °C.

23.0Odstranit supernatant, na dné¢ by méla DNA vytvofit viditelnou peletu.

24.Pridat 1 ml ledového 70% etanolu, promichat (2-3x pteklopit mikrocentrifugaéni
zkumavku).

25.Centrifugovat 2 minuty/14000 ot., 4 °C.

26.0dstranit supernatant, pro odstranéni viditelnych neéistit opakovat kroky 24, 25 a 26
jeste 2x.

27.0dstranit supernatant a nechat DNA vyschnout v termobloku (37 °C, oteviené
zkumavky), nebo voln¢, zkumavky dnem vzhiiru, maximalné 3 hodiny.

28.Ptidat 100 ul 1x TE pufru a inkubovat 40 minut pii 37 °C.

Roztok s DNA skladujeme v lednici 4 °C nebo v mrazaku pfi -20 °C.
Chemikalie:

- etanol (Cisty, 96% nedenaturovany)



- 2X PVP—CTAB extrak¢ni pufr (2% CTAB, 100 mM Tris—HCI, pH=8,0, 20 mM EDTA,
1,4 M NaCl, 1% 2-merkaptoetanol, 1% PVP—40000)
- 2-merkaptoetanol
-5% CTAB
- chloroform—isoamylalkohol (24 : 1)
- Ix TE puft sterilni
- isopropanol
- 70% ethanol
Metoda modifikovana dle Doyle, Doyle (1990).

C. Izolace DNA z mléka pomoci CTAB-PVP, modifikovana rychla

metoda

1.Do sterilnich mikrocentrifuga¢nich zkumavek pipetovat 500 ul vortexovaného mléka.

2.Pridat extrakéni pufr (500 ul 2% CTAB-PVP + 5 ul beta-merkaptoetanol) piedehiatého
na 65 °C a promichat (2-3x pteklopit mikrocentrifugacni zkumavku).

3.Inkubovat 5 minut pfi 65 °C, béhem inkubace jednou lehce promichat (2-3x pieklopit
mikrocentrifuga¢ni zkumavku).

4. Centrifugovat 5 minut/14000 ot., 22 °C

5.0dsat supernatant do novych eppendorfek.

6. Pridat 250 ul isopropanolu a 2-3x lehce promichat (2-3x pteklopit).

7.Vlozit na 2 minuty do mrazaku (-20 °C).

8.Centrifugovat 5 minut/14000 ot., 4 °C.

9. Odstranit supernatant, DNA by m¢la na dné vytvofit viditelnou peletu.

10.Pridat 1 ml ledového 70% etanolu.

11.Centrifugovat 5 minut/14000 ot., 4 °C.

12.Odstranit opatrné supernatant.

13.Mikrocentrifuga¢ni zkumavky nechat oteviené vyschnout, maximaln¢ 3 hodiny.

14.Pridat 100 pl sterilni vody, nechat resuspendovat pti 37 °C, 45 minut.

Roztok s DNA skladujeme v lednici 4 °C nebo v mrazaku pti -20 °C.
Metoda modifikovana dle Williams et al. (1992).



D. Extrakce DNA z mléka s vyuzitim automatické robotické stanice

Protoze nckteré laboratoie jsou vybaveny roboty pro izolaci DNA, uvedeme v této
certifikované metodice pro uplnost také metodicky postup pro tento pfipad. Pofizeni robotické
stanice je ovSem investi¢n¢ nakladné.

Pred vlastni izolaci DNA se mléko vortexuje, pipetuje se 500 ul do mikrocentrifugaéni
zkumavky a zahieje na 56 °C po dobu 10 minut. Nasledné se centrifuguje pti 4000 ot./min. po
dobu 5 minut. Supernatant se opatrné odstrani, peleta somatickych bunék se resuspenduje.
Poté je vzorek pfipraven k izolaci DNA dle navodu vyrobce pfislusné robotické stanice.
Doporucuje se pouziti kitu pro zpracovani krve, pokud nejsou vysledky uspokojivé, miizeme
ov¢tit izolaci s vyuzitim kitu pro izolaci ze tkani.

Ptesto, Ze vyrobci automatickych robotickych stanic pocitaji s izolaci z krve nebo tkéni, pii
izolaci ze somatickych bunék v mléce je vytéznost a Cistota DNA naprosto dostacujici pro

dalsi analyzy.

E. lzolace DNA z insemina¢nich davek

1. den
1.Odstrihnout konec pejety, obsah opatrné vytlacit do mikrocentrifugaéni zkumavky,
ptidat 1 ml PBS pufru, opatrné promichat, centrifugovat cca 5 min./14000 ot.
2. Supernatant odsat pipetou, nahradit ¢erstvym PBS pufrem, opatrné promichat (vortex),
centrifugovat, supernatant odsat pipetou, opakovat 4x do vycisténi.
3.K peleté spermii na dné¢ mikrocentrifugani zkumavky ptidat 200 ul PBS, 800 pl
roztoku 3 a 16 pl p—merkaptoetanolu, opatrné promichat.
4. Inkubovat 30 min na vodni 1azni pfi 50 °C.
5.Pidat 50 pl proteinazy K (25 mg/ml), promichat, inkubovat pies noc v termostatu pii
37 °C.
2. den
1.Nejprve kazdy vzorek rozdélit do dvou oznacenych mikrocentrifugac¢nich zkumavek
(1,5 ml), nasledna extrakce pak probihd paralelné.
2.Extrakce chloroformem: naplnit mikrocentrifugacni zkumavku, 6 min. dikladné
protfepavat, centrifugovat, poté supernatant piepipetovat do Cistych zkumavek a

proces opakovat cca 2-3x, dokud neni roztok vycistény.



3.Po zavérecném prepipetovani vycisténého roztoku do oznacené mikrocentrifugaéni
zkumavky se srazi DNA piidavkem 0,5 ml vychlazeného 100% etanolem +
CH3COONa (9 dila alkoholu, 1 dil octanu).
4.Centrifugovat, odstranit supernatant, peletu DNA na dné¢ promyt 70% etanolem (cca
50-100 pl), odsat alkohol, nechat vyschnout, pievrstvit TE pufrem (cca 200 pl,
upravime podle koncentrace DNA) a nechat resuspendovat pii pokojové teploté.
Ptiprava PBS pufru: do kadinky 1 litr navazime: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 3,63 g NaoHPO4 * 12
H20, 0,24 g KH2PO4, nasledn¢ doplnime destilovanou vodou a upravime pH na 7,4 pomoci
HCI, uchovavame v chladu.
Ptiprava roztoku 3: 0,6 g Tris, 2,9 g NaCl, 0,4 g NaOH, doplnit do 0,5 litru redestilovanou
vodou.
Metodika modifikovana dle Ashwell et al. (1996).
Z bycich inseminacnich dévek Ize ziskat velké mnozstvi DNA. Je vSak nutné pracovat velmi

peclivé, presné podle navodu, jinak nebude izolace GspéSna.

F. M¢feni Cistoty a koncentrace DNA

Po ukonceni izolace se doporucuje stanovit kvalitu a koncentraci ziskané DNA. Tento
krok neni nezbytny. Vysledek izolace Ize stanovit spektrofotometricky. Metoda je zaloZena
na méteni rozdilu mezi intenzitou svétla, které vstupuje a vystupuje z méfeného materialu.
Nukleové kyseliny maji absorbéni maximum pii vinové délce 260 nm (Aze0). Kontaminujici
proteiny, které se béhem izolace nepodatilo odstranit, maji absorpcni maximum pii 280 nm
(A280).

Spektrofotometr zmé#i absorbanci DNA pii A2zeo, absorbanci bilkovin pii A2go. Pomér
Aol Azgo (tzv. ratio) informuje o kontaminaci DNA proteiny. Idealni hodnota je 1,8 tj. ista
DNA, vrozpéti 1,7-1,9 ma DNA svelmi dobrou d&istotou. Nizs$i hodnoty ukazuji na
zne€isténi proteiny, hodnoty vyssi na to, ze DNA je rozbitd na krat$i fragmenty. Pro rizné
molekularné genetické analyzy potfebujeme rizné Cistou DNA. Pro analyzu na Cipech pro
stanoveni genomové plemenné hodnoty potiebujeme DNA velmi kvalitni, Cistou a
koncentrovanou. Na obr. 1 je vystup z piistroje BioSpecNano méticiho koncentraci a Cistotu
DNA, na obr. 2 je vystup ¢iselnych hodnot.

Koncentraci DNA lze vypocitat takto:

Copa (HE/MD) = 62.9 - A, —~36.0 - A
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Obr. 1 Mé&feni kvality izolované DNA.

Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant.

Analyte:dsDNA

Date:2016.02.18

Page:1/3

1 49 16.02.18 488,71 2,23 2,37 9,304 4,411 4,160 0,029 0,209 1,000
11:18:19

2 50 16.02.18 416,20 2,22 2,32 8,400 3,834 3,657 0,076 0,209 1,000
11:18:42

3 51 16.02.18 398,08 2,22 2,31 8,117 3,749 3,595 0,156 0,209 1,000
11:19:10

Obr. 2 Ciselny vystup z piistroje pro méfeni DNA.




Dale muze byt provedena kontrola délky fragmenti ziskané DNA. Jednoduse 1ze provést
elektroforézou na tidkém agar6zovém gelu o koncentraci 0,8-1%, obarveném ethidium
bromidem, ktery se béhem migrace DNA gelem vaze na dvouSroubovici. Nasledné je DNA
vizualizovana na UV transiluminatoru UV svétlem o vinové délce 302-312 nm. Tato kontrola
se bézn¢ neprovadi. Pokud vSak nemame k dispozici spektrofotometr nebo specidlni ptistroj

pro méieni kvality DNA, je tento postup vhodnou, jednoduchou a nendro¢nou alternativou.

G. Uchovani DNA a fedéni na pracovni koncentraci

DNA lIze uchovavat dlouhodobé zamrazenou Vv etanolu nebo ve vode¢, Tris-EDTA (TE)
apod., nebo v lyofilizovaném stavu. Zmrazeni v hlubokomrazicim boxu na teplotu -80 °C
prodluzuje Zivotnost pfi zachovani kvality DNA. Opakované rozmrazovéani vsSak velice
negativné ovliviiuje jeji kvalitu, je proto vhodné vzorek rozdélit do vice alikvotl, zejména u
vzorkd s ojedinélou DNA. Rozpusténi v pufru TE (1M Tris, 0,5M EDTA, voda) zvysuje
délku skladovatelnosti DNA, ale na druhé strané mutze inhibovat nékteré procesy, napft. pfi
metodé PCR (polymerdzova fetézova reakce).

Pro fedéni DNA na pozadovanou koncentraci pouzijeme sméSovaci rovnici:

pozadovany objem nafedéné DNA x pozadovand koncentrace = mnozstvi odebrané

koncentrované DNA x jeji koncentrace

Naptiklad chceme si piipravit 500 ul DNA o koncentraci 50 ng/ul, mame k dispozici DNA
po izolaci o koncentraci 326 ng/ul. Kolik budeme odebirat koncentrovan¢ DNA, kolik

pfidame vody?

500 pl x 50 ng/ul = X pl x 326 ng/ul
X =(500 x 50) / 326
X =76,7 ul

To znamena, ze z koncentrovaného roztoku DNA odebereme 76,7 ul a ptiddme 423,3 pl

vody (500-76,7).



I1l. Vyjadfeni k novosti postupti

Metodika pfinasi n¢kolik laboratornich metodik pro neinvazivni ziskdvani bovinni DNA.
Zejména nové je zarazeni metodik pro izolaci z mléka, které je levnym a snadno dostupnym
zdrojem. Duraz je kladen na jednoduchost postupu, posta¢i bézné laboratorni vybaveni, neni
nutné pofizovat drahé pfistroje (automaty na izolaci). Uvedené laboratorni metody tak

umoziuji ekonomickou analyzu i mensiho poctu vzork.

V. Popis uplatnéni metodiky

Certifikovana metodika je pfedevs§im cilena na laboratofe, které provadi genetické analyzy
u skotu jako servis pro chovatele, $lechtitele a Slechtitelské firmy. Vyuzit ji v§ak mohou i
dalsi napt. vyzkumné organizace, potencidln¢ také zpracovatelé mléka. Vyhodou je zejména
neinvazivnost, jednoduchost a finan¢ni nendro¢nost. Jednoducha izolace umozni nasledné

genetické analyzy napt. polymorfnich lokusti nebo lokust fidicich dédiéné choroby apod.

V. Ekonomické aspekty

1) Vy¢isleni nakladii na zavedeni postupti uvedenych v metodice

Néklady na pofizeni potiebnych pfistrojii zavisi na aktudlnim vybaveni laboratote, ktera
bude metodiku zavadét. Pro popsané laboratorni metody je zapotiebi termoblok, termostat
(inkubator), pipety, centrifuga nejlépe chlazena, vortex, tfepacka, lednice, mrazak. Tyto
piistroje jsou v bézné laboratofi k dispozici. Pokud chceme provadét kontrolu kvality DNA,
potiebujeme spektrofotometr nebo specidlni piistroj pro stanoveni kvality. Pokud chceme

stanovit kvalitu na elektroforéze, potiebujeme UV transiluminator, elektroforézy.

2) Vy¢isleni ekonomického ptinosu

Uvedené laboratorni metodiky jsou obecné pouzitelné ve vSech laboratofich s béznym
vybavenim, samoziejmé také v laboratofich, v nichz se jiz izolace DNA jinymi metodami
provadi, které se zabyvaji dalSimi genetickymi analyzami, nebo DNA piedavaji k dalsi
analyze. DulezZita je Uspora nakladi pouZitim neinvazivnich a hospodarnych metod. BéZna
cena komeréni laboratoie za izolaci DNA jednoho zvifete je 200-300 K¢. Provedeni izolace

ve vlastni laboratofi kalkulujeme za cenu ca 50 K¢ za vzorek. Pti izolaci 100 vzorki za rok



jde o usporu 15-25 tis. K¢. K této kalkulaci piistupuji pfinosy za navazujici analyzy, které je
rovnéz mozni provést ve vlastni laboratofi, napt. polymorfni geny pro mlécné proteiny, pro
dédi¢né choroby apod. Uvedené kalkulace jsou proto ramcové a nevystihuji pln¢ ekonomicky
potencial zde uvedenych laboratornich metodik.

Pti soucasné a rovnéz budouci nadvyrobé vsech zivocisnych produkti je jedinou moznosti
pro udrzeni a zlepSeni ekonomické efektivnosti chovu skotu zvysena kvalita produkovanych
surovin. Bez molekularn¢ genetickych analyz je toto zlepSeni nemozné, predkladana metodika

umoziuje provedeni prvniho kroku, izolace DNA.
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Abstrakt

Molekuldrni genetika je béznou soucasti Slechtitelské praxe. Prvnim krokem v kazdé
genetické analyze provadéné na genové urovni je izolace genomové DNA. Téchto izolaci je
provadéno pomérné velké mnozstvi, jejich cena je proto velmi dulezitd. Certifikovana
metodika pfinasi popis nckolika neinvazivnich metod ziskdni genomové DNA z kravského

mléka a byciho spermatu.

Kli¢ova slova: DNA, izolace, neinvazivni, mléko, sperma

Abstract

Molecular genetics is commonly used in the breeding. The 1st step is, of coarse, the isolation
of genomic DNA. This is an operation made frequently, so the costs are important. The
methodics describes few non-invazive methods for isolation of DNA from cow’s milk or

bull’s sperm.

Keywords: DNA, isolation, non-invasive, milk, sperm
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