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Abstrakt

Tato disertacni prace predstavuje komplexni integraci molekularné-biologic-
kych metod do tii klicovych oblasti moderniho driibeznictvi: monitoringu genetickych
rezerv, precizniho Slechténi a biosekurity ve Slechtitelskych chovech. V prvni ¢asti
byla pomoci 16 mikrosatelitovych marker analyzovéna populaéni struktura zemské
populace eské slepice zlaté kropenaté (CSZK). Vysledky potvrdily stabilitu genové
diverzity (He = 0,52) ve srovnani s historickymi daty, avSak zjiSténa vysoka hodnota
koeficientu inbreedingu (Fis=0,152) s nejvetsi pravdépodobnosti odrdzi probihajici
inbreeding nebo skrytou populacni strukturu. Tuto hypotézu podporuje analyza v pro-
gramu STRUCTURE, ktera stanovila jako nejpravdépodobnéjsi pocet klastri K=2.
Rozpad populace do dvou genetickych klastrii (pfi zachovani diverzity H.1=0,51;
H:2=0,48) indikuje silnou reproduk¢ni izolaci uvniti zkoumané skupiny a riziko bu-
douciho nartistu inbreedingu, coz je v souladu s neddvnymi vysledky analyzy na za-
klad¢ genealogickych dat. Druhd ¢ast prace se zaméfila na optimalizaci selekce pod-
porované markery (MAS) v ramci Slechtitelského programu firmy Dominant Genetika
s.r.0.. Experimentalné byla prokazana 100 % u¢innost molekuldrni selekce pii elimi-
naci nezadoucich recesivnich alel (v ramci gentt 7YR a HOXCI0 ) jiz v prvni filidlni
generaci. Pro hodnoceni modrozeleného zbarveni skotapky (gen SLCO1B3) byl navr-
zen dvoustupnovy diagnosticky ptistup. Fotometrické méteni parametru a* se ukazalo
jako efektivni pro primarni screening k eliminaci nosnic s bilou skotapkou, avSak pro
presnou diferenciaci dominantnich homozygoti od heterozygotl je nezbytné metodu
doplnit o PCR diagnostiku. Tteti pilif prace tvofi vyvoj a validace metody izotermalni
amplifikace (LAMP) pro rychlou detekci patogenu Mycoplasma synoviae. Navrzeny
test vykazuje citlivost (10 fg/ul) a diky inovativnimu in silico navrhu primert pomoci
softwaru KEC dokazal spolehlivé rozlisit vSechny ndmi testované piibuzné druhy avi-
arnich mykoplazem, véetné M. gallisepticum, ktera u bézné vyuzivanych detekénich
metod v CR (ELISA) vykazuje s timto patogenem kiiZovou reaktivitu. Dosazené vy-
sledky potvrzuji, ze aplikace téchto molekularnich néstrojii zasadné zvysuje efektivitu
Slechténi a poskytuje robustni platformu pro zajisténi zdravotni bezpecnosti a udrzi-

telnosti chovu drubeze.

Kli¢ova slova: genetickd diverzita, mikrosatelity, lokalni plemena slepic, MAS,

LAMP, Mycoplasma synoviae




Abstract

This doctoral thesis presents a comprehensive integration of molecular-biolo-
gical methods into three key areas of modern poultry farming: the monitoring of ge-
netic reserves, precision breeding, and biosecurity in breeding flocks. In the first part,
the population structure of the local population of the Czech Golden Pencilled fowl
(CSZK) was analysed using 16 microsatellite markers. The results confirmed the sta-
bility of gene diversity (H. = 0,52) compared to historical data; however, the observed
high value of the inbreeding coefficient (Fis = 0.152) most likely reflects ongoing
inbreeding or a hidden population structure. This hypothesis is supported by the ana-
lysis in the STRUCTURE software, which determined K = 2 as the most probable
number of clusters. The division of the population into two genetic clusters (while
maintaining diversity Hel = 0,51; H.2 = 0,48) indicates strong reproductive isolation
within the studied group and a risk of a future increase in inbreeding, which is consis-
tent with the recent results of pedigree-based analysis. The second part of the thesis
focused on the optimisation of marker-assisted selection (MAS) within the breeding
programme of Dominant Genetika s.r.o. The 100 % efficacy of molecular selection in
eliminating undesirable recessive alleles (within the 7YR and HOXCI0 genes) was
experimentally demonstrated as early as the first filial generation. To evaluate the blue-
green eggshell coloration (the SLCOI1B3 gene), we proposed a two-step diagnostic ap-
proach. Photometric measurement of the a* parameter proved effective for primary
screening to eliminate hens laying white-shelled eggs; however, to accurately diffe-
rentiate dominant homozygotes from heterozygotes, it is necessary to complement this
method with PCR diagnostics. The third pillar of the work consists of the development
and validation of a loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method for the
rapid detection of the Mycoplasma synoviae pathogen. The designed test exhibits high
sensitivity (10 fg/ul) and, thanks to the innovative in silico primer design using the
KEC software, it reliably differentiated all tested related species of avian myco-
plasmas. The obtained results confirm that the application of these molecular tools
fundamentally increases breeding efficiency and provides a robust platform for ensu-

ring health security and the sustainability of poultry farming.

Keywords: genetic diversity, microsatellites, local chicken breeds, MAS, LAMP,

Mycoplasma synoviae
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1 Uvod

Driibeznictvi ptfedstavuje celosvétové jedno z nejvyznamnéjSich odveétvi Zivocisné
produkce a hraje nezastupitelnou roli pfi zajistovani vyzivy neustale rostouci lidské
populace (Mottet & Tempio, 2017; FAO, 2024a). Od prostého vybéru fenotypove nej-
lepsich jedincti se toto odvétvi historicky propracovalo az ke tvorbé vysoce speciali-
zovanych komercnich hybrida. Tento proces vSak vedl k extrémni konsolidaci trhu,
kterému dnes dominuji prakticky pouze dvé nadnarodni spolecnosti (Tixier-Boichard,
2020). Vznikly duopol piedstavuje riziko pro biodiverzitu, nebot” masivni rozsifeni
uzkého spektra linii vyuzivanych pro tvorbu findlnich hybridd, vyvolava nebezpecnou
redukci genofondu a vede ke ztraté cennych lokalnich genetickych zdroji (Besbes et
al., 2007). O to dilezitéjsi je udrzeni nezavislych Slechtitelskych programi, obzvlaste
v situaci, kdy produkce u mnoha uzitkovych vlastnosti narazi na své biologické limity
(Muir et al., 2008). V Ceské republice méa chov nosného typu slepic dlouhou tradici a
nékolik linii je oficidlné zahrnuto do Narodniho programu konzervace a vyuZzivani ge-
netickych zdroja, coz podtrhuje jejich vyznam pro narodni zemédélskou biodiverzitu.
Kur doméci (Gallus gallus f. domestica) navic slouzi jako silny modelovy organismus
pro genetické a evolu¢ni studie, v€etné vyzkumu pfirozené¢ a umélé selekce béhem
procest domestikace (Burt & White, 2007). Pfesto v tuzemskych $lechtitelskych pro-
gramech dosud dominovala klasicka fenotypova selekce a vyuzivani udajii o uzitko-
vosti potomstva. Tento postup je vSak z hlediska ¢asu i financi neefektivni, zejména u
znaki s komplexni dédi¢nosti, u vlastnosti méfitelnych az v dospélosti (Wolc et al.,
2011), nebo u znakt limitovanych pohlavim. Tradi¢ni selekce nedokaze vcas identifi-
kovat skryté heterozygotni nositele nezadoucich alel, coz vede k nechténé segregaci
znakt u findlnich kiiZzenct a komplikuje Slechtitelské strategie (Wolc, 2015). Z téchto
dtavodi prochazi odvétvi transformaci k vyuzivani molekularné genetickych néstrojt,
které umoznuji selektovat jedince s vysokou piesnosti jiz v ranych fazich vyvoje
(Meuwissen et al., 2001; Wolc at al., 2011). Zatimco v zemich jako Cina &i Izrael je
molekularni genotypizace standardem, v §irsi praxi zistava jeji uplatnéni nékdy ome-
zené kvuli vysokym nakladiim na implementaci (Pértille et al., 2016). Moderni a udr-
zitelné Slechténi dribeze proto vyzaduje integraci tii vzajemné se doplitujicich seg-
mentil: precizniho slechténi pomoci selekce podporované markery (MAS); molekular-
niho monitoringu lokalnich genetickych rezerv a striktni biosekurity podpoiené rych-

lou diagnostikou patogenti. Z této filozofie vychazi i koncepce disertacni prace, ktera




zahrnuje vysledky tfech modelovych studii zacilenych na tyto segmenty. Prvni studie
byla zaméfena na problematiku rizik ztraty genetické diverzity lokéalnich plemen.
Prace se specificky vénuje metodice vyuzivajici mikrosatelitové (SSR) markery pro
monitoring genetické struktury populace ¢eské slepice zlaté kropenaté (FAO, 2011).
Prestoze historicka data potvrdila dostatecnou miru genetické diverzity (Hillel et al.,
2003), genealogické analyzy naznacuji vysoké riziko inbreedingu (Vostry et al., 2020).
Vysledky analyzy genetické variability a genetické struktury sledované populace tak
poskytuji nezbytny podklad pro monitoring miry inbreedingu a efektivni sestavovani
piipafovacich plana s cilem eliminovat negativni dopady liniové plemenitby. Druha
studie se zabyvala vyvojem molekularné genetickych testl pro Slechtitelsky program
spolecnosti Dominant Genetika s.r.o., se zaméfenim na specializované linie, jako jsou
Dominant Greenshell a Dominant Darkshell a implementaci postupti zalozenych na
molekularni analyze do Slechtitelské praxe. Moderni Slechtitelské programy nejsou
postaveny jen na fenotypovém vybéru a klasickych nastrojich popula¢ni genetiky, ale
jejich integrani soucasti jsou metody a postupy markery asistované selekce (MAS)
zejména u znaku definujicich jejich specificky fenotyp. Studie byla zaméfena na ne-
tradi¢ni modrozelené zbarveni skotapky, zapficinéné inzerci retrovirového elementu
EAV-HP do promotorové oblasti genu SLCOIB3 (Wang et al., 2013) a fenotyp cho-
cholky, ktery je vysledkem duplikace v genu HOXC10 (Li et al., 2021). Podobné kom-
plexni je regulace opetfeni béhaka (ptilopodie), kde je zadouci fixace mutace genu
TBX5 (lokus Pti-1), ale soucasné¢ eliminace delece genu PITX! (lokus Pti-2), zptiso-
bujici extrémni rousnost (Somes, 1992; Domyan et al., 2016; Yang et al., 2025). Prace
rovnéz cili na eliminaci skrytych ptenaSecii recesivnich defekta, jako je recesivni bilé
zbarveni (lokus C, gen TYR; Chang et al., 2006). Tteti studie byla zacilena na moleku-
larni detekci patogenti a udrZzovani zdravotniho standardu, kde jednu ze zasadnich hro-
zeb pro Slechtitelské chovy slepic predstavuje respiracni patogen Mycoplasma syno-
viae (MS), zplsobujici synovitidu a abnormality skotapky (Kleven, 2008; Feberwee
etal., 2009). Pro operativni polni molekularni detekci mykoplazmy byl v praci vyvinut
postup zalozeny na izotermalni amplifikaci — metodé¢ LAMP (Notomi et al., 2000),
kde jinak slozity navrh primeri pro detekci mykoplazem byl piekonan inovativnim in
silico postupem pomoci nastroje KEC (Beran et al., 2021). Tato komplexni integrace
molekularnich metod tak poskytuje robustni platformu pro modernizaci, efektivitu a

bezpecnost ¢eského Slechténi driibeze.




2 Cile a hypotézy

2.1 Geneticka struktura a diverzita zemské populace CSZK
Hlavni cil = Zhodnoceni stavu genetické variability a popula¢ni struktury soucasné
zemské populace CSZK v in situ podminkach. Prostfednictvim analyzy SSR markert
kvantifikovat uroven genetické diverzity a posoudit ¢asovou dynamiku vyvoje ple-
mene soucasné se srovnanim s genobankingovymi vzorky z roku 2004. Préce tak usi-
luje o zhodnoceni realného dopadu dlouhodobého uzavieného chovatelského ma-
nagementu na zachovani tohoto genového zdroje.
Dil¢i cile:
o Posouzeni miry genetické unikétnosti a izolace CSZK v §ir§im evropském kon-
textu prostfednictvim srovnavaci analyzy s referen¢nimi a lokalnimi plemeny.
o Identifikace rizik stdvajiciho systému selekce, ktery je zalozen primarné na ro-

dokmenovém sledovani a fenotypovém standardu.

Védecka hypotéza:

Molekularni data ziskana genotypizaci SSR lokust odhali v sou¢asné zemské populaci
CSZK vyssi realnou miru inbreedingu a genetické fragmentace, nez jakou predikuji
diive publikované genealogické modely. Molekularni pfistup prokdze skrytou struk-

turu populace, kterou nelze z dostupnych rodokmenovych dat spolehlivé detekovat.

2.2 MAS a optimalizace Slechténi v ramci programu Dominant CZ
Hlavni cil = Hlavnim cilem prace je vyvoj a validace molekularné biologickych po-
stupt pro optimalizaci selekce klicovych uzitkovych a exteriérovych znakt u Slechti-
telskych linii spolecnosti Dominant Genetika s.r.o. Stézejni je integrace metod MAS
do Slechtitelské praxe u znakl s komplexni dédi¢nosti, u nichz bézna fenotypova se-
lekce vykazuje nizkou efektivitu.
Dil¢i cile a védecké hypotézy:
1. Lokus O (Zbarveni vajecné skotapky)

o Diléi cil: Navrhnout komplexni selekéni postup, ktery propojuje objektivni
fotometrické méteni barvy vaje¢né skotfapky se zavedenim molekularni analyzy in-
zerce (EAV-HP) v regulacni oblasti genu SLCO1B3 za ucelem stabilizace modrozele-

ného zbarveni u linie Dominant Greenshell.




Hypotéza: Integrace objektivni fotometrie a cilené molekularni detekce umozni spo-
lehlivé odlisit jednotlivé genotypy v lokusu O. Samotné fotometrické méteni nedokaze
spolehlive identifikovat skryté heterozygoty, avSak v kombinaci s genotypizaci signi-

fikantné zefektivni a urychli stabilizaci pozadovaného fenotypu.

2. Lokus Cr (Fenotyp chocholky)

o Dil¢i cil: Aplikovat metody molekuldrni diagnostiky pro spolehlivou identi-
fikaci skrytych heterozygotnich ptenaSect recesivni alely cr u linie Dominant Green-
shell, a tim zefektivnit proces stabilizace a uniformity tohoto znaku.

Hypotéza: Zavedeni cilené molekularni diagnostiky odhali v populaci pfitomnost
skrytych pienasect alely cr, jejichz v€asna detekce a nasledna eliminace z reprodukce
povede k rychlejsi a trvalé fixaci uniformity chocholky ve srovnani s tradicni selekci

zaloZenou vyhradné na exteriéru.

3. Lokus C (Recesivni bilé zbarveni peii)

o Dil¢i cil: Implementovat piesnou detekéni metodu pro identifikaci skrytych
nositelil recesivni alely ¢, s cilem zajistit genetickou €istotu linie Dominant Greenshell
s ohledem na tento znak.

Hypotéza: Maskovanou recesivni alelu ¢ nelze v populaci spolehlivé eliminovat stan-
dardnimi chovatelskymi postupy, a proto pouze implementace specifické molekularni
detekce umozni uplné o€isténi linie od téchto skrytych nositell a zajisténi jeji absolutni

genetické Cistoty.

4. Lokusy Pti-1 a Pti-2 (ptilopodie)

o Dil¢i cil: Provést genotypizaci lokust Pti-1 a Pti-2 u linie Dominant Darkshell,
posoudit prediktivni vyznam asociovanych SNP markert a vysledky vyuzit k
modelovani postupu pii fixaci optimalni urovné tohoto znaku.

Hypotéza: Markery asociované s lokusy Pti-1 a Pti-2 ptedstavuji st€Zejni determinanty
ptilopodie u zkoumané linie. Jejich genotypizace umozni definovat podil téchto lokust
na pozorované fenotypové variabilit¢ a objektivné zhodnotit redlny potencial i limity
MAS zacilené na tyto hlavni geny a asociované SNP pfi snaze o stabilizaci tohoto

komplexniho znaku.




2.3 Implementace pokrocilych metod kontroly zdravotniho stavu dru-
beze

Hlavni cil: Hlavnim cilem této ¢asti je vyvoj a zavedeni rychlé detekce patogenu MS
na bazi izotermalni amplifikace (LAMP) pfimo z terénnich biologickych vzorka. Za-
vedeni tohoto specifického a ¢asové nendrocného molekularniho nastroje je stézejni
pro zajisténi biologické bezpecnosti ve Slechtitelskych chovech driibeze, a to zejména
v ramci prevence zavleceni patogeni béhem importu nového genetického materidlu z
externich zdroju.

o Dil¢i cil: Navrhnout, optimalizovat a validovat metodu LAMP pro cilenou de-
tekci MS, coz zahrnuje stanoveni jeji senzitivity a specificnosti v ptimém po-
rovnani se standardnimi diagnostickymi postupy (napt. PCR) a nasledné ové-
feni funkénosti na redlnych biologickych vzorcich za Gcelem potvrzeni jeji
aplikovatelnosti pro rychlou polni detekci a rutinni screening zvifat.

Védecka hypotéza: Predpokladame, Ze nové navrzend izotermalni metoda (LAMP)
dosahne vysoké senzitivity a specifi¢nosti srovnatelné se standardnimi PCR postupy,
a soucasn¢ umozni spolehlivou a rychlou detekci patogenu piimo z terénnich biolo-
gickych vzorkil, ¢imz prokazatelné zefektivni screening importovan¢ho materialu v

karanténni fazi.
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3 Metodika

3.1 Zkoumané populace

Zemska populace ¢eské slepice zlaté kropenaté (CSZK)

Vzorky byly ziskany v souc¢innosti s 24 chovateli z Narodniho programu a z genové
banky VUZV (kryokonzervované vzorky z roku 2004). Pro stanoveni genetické uni-
katnosti byl sestaven panel referencnich populaci zahrnujici vlaSku koroptvi, polskou

zelenonozku a ruskou populaci CSZK.

Slechtitelsky program Dominant CZ

Vzorky byly derivovany z nukleovych chovi spole¢nosti Dominant Genetika s.r.o. v
ramci programu Artisan Eggs. Pilotni analyzy se zaméfily na linii Dominant Green-
shell (genotypizace lokusu O, genu HOXC10 a lokusu C) a linii Dominant Darkshell
(ptilopodie — geny TBX5 a PITX]I).

Biologicka bezpecnost
Byl zaveden monitoring v karanténnim rezimu s cilem prevence zavleceni respirac-

niho patogenu (MS) do Slechtitelskych chovii.

3.2 Odbér biologického materialu a extrakce genomové DNA
Invazivni odbér (plna krev, trachealni vytéry) probihal v souladu s legislativou CR
upravujici welfare zvifat. Krev byla odebirdna do zkumavek VACUETTE® s
K3EDTA (Greiner Bio-One International GmbH, Némecko) a tracheélni vytéry po-
moci tamponi FLOQSwabs (Copan, Italie). Neinvazivni alternativou bylo prachové
pefi. Referencni bakterialni kmeny (MolliScience, Mad’arsko) byly dodany na FTA
kartach.
Pro izolaci genomové DNA byly vyuzity specifické postupy dle matrice:
e Plna krev: NucleoSpin Blood (Macherey-Nagel, Némecko).
e Pefi: Modifikovand metoda CTAB-PVP (Doyle, 1991).
o Trachedlni vytéry: Paralelné testovany DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio,
CR) a Presto™ Buccal Swab Kit (Geneaid, Tchaj-wan).
o Cisté kultury a FTA karty: Automatizovany syst¢ém MagCore® HF16 (RBC
Bioscience, Tchaj-wan), respektive purifikace pres silikové kolony (Qiagen,

Némecko).
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3.3 Metody molekularné genetické a fenotypové analyzy

3.3.1 Genotypizace CSZK pomoci SSR markeri

Byl vyuzit panel 16 mikrosatelitovych markert dle doporu¢eni FAO a ISAG (2011) a
databaze AVIANDIV (Hillel et al., 2003). Fragmentacni analyza prob&hla na ABI3500
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) a vyhodnocena softwa-
rem GeneMapper version 3.0. (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).

3.3.2 Genotypizace a fenotypizace Slechtitelskych linii Dominant CZ

e Lokus O (SLCOI1B3): K objektivnimu stanoveni zbarveni skotapky u souboru
119 nosnic (celkem 357 vajec — 3 vejce od kazdé slepice) slouzil reflektometr
QCR (TSS, York, UK) a spektrofotometr CM-700d (Konica Minolta, Osaka,
Japonsko) v prostoru CIE L*a*b*. Detekce inzerce EAV-HP probéhla pomoci
end point PCR protokolt dle Wang et al. (2013) a Wragg et al. (2013).

e Lokus C (TYR): Identifikace mutované alely probéhla metodou end point PCR
dle Cho et al. (2021).

e Lokus Cr (HOXC10): Detekce 197bp tandemové duplikace byla provedena
dle Li et al. (2021) pomoci end point PCR.

e Lokusy Pti-1 a Pti-2: Navrh primert probehl v nastroji OligoPerfect Primer
Designer (Thermo Fisher Scientific). Amplifikace a detekce deleci pomoci end
point PCR probéhla dle Li et al., 2020. kauzalni mutace zasahujici gen 7BX5 a
SNP asociované s ptilopodii (SNP1 a SNP2) byly sekvenovany formou sluzby
(SEQme s.r.0., Dobfis u Prahy). Vyhodnoceni zajistil program Geneious Prime

verze 2022.1.1.

3.3.3 Detekce Mycoplasma synoviae pomoci LAMP

Vyhledani sekven¢né¢ unikétniho tiseku pro nasledny navrh primert probehl in silico
v softwaru KEC (Beran et al., 2021). Samotné primery (BIP, FIP, B3, F3, LB) byly
navrzeny pomoci Primer Explorer (V5). Optimalizovana reakce LAMP obsahovala
Isothermal Master Mix (ISO-001) (OptiGene, Sussex, Velka Britanie) a byla analyzo-
vana na pfistroji QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR Systém. Vysledky byly vy-
hodnoceny v softwaru QuantStudio™ Real-Time PCR Software v1.3 (Applied Bio-
systems, Waltham, MA, USA). Validace a stanoveni specificity prob¢hly vuci refe-
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rencni metodé (komeréni CE-IVD kit) real-time PCR Kylt® Mycoplasma spp. (Anl-
con Labor GmbH, Némecko) na platformé Azure Cielo (Azure Biosystems Inc., Dub-
lin, CA, USA) se softwarem Azure Cielo Manager (verze 1.0.8.26) a na pfistroji Ge-
nie® III (OptiGene, Velka Britanie). K analyze citlivosti byl urcen absolutni pocet
kopii standardu pomoci Avogadrovy konstanty (Na=6,022 x1023 mol™").

3.4 Statistické zpracovani dat

Zemska populace CSZK

Data byla zpracovéana v softwarovém jazyce R verze 4.4.0 (R Core Team, 2020) po-
moci baliCku adegenet a v programu MVSP v.3.1. Byl stanoven informac¢ni obsah po-
lymorfismu (PIC; Botstein et al., 1980), ocekavana heterozygotnost (He; Nei, 1978) a
koeficient inbreedingu (Fis; Wright, 1965). Bayesovska analyza genetické struktury
probéhla v programu STRUCTURE version 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Optimalni
pocet klastrt (K) byl verifikovan statistikou 4K (Evanno et al., 2005).

Fotometrie a vliv genotypu lokus O
Statistické testovani dat z fotometrie probihalo v R verze 4.4.0 (R Core Team, 2020).
SmiSeny linearni model byl zpracovan algoritmem REML z knihovny /mer (Bates et
al., 2015) podle rovnice:
Vii=PotPiGENOTYPE~+u;+e;i
Kde:
e yiix: Hodnota k-tého pozorovéani konkrétni proménné (ref blunt atd.)
pro i-tou urovein genotypu a j-tou uroven faktoru slepice.
o fy: Celkovy primér (absolutni ¢len / prisecik).
« pi: Pevny efekt genotypu. Koeficient £ udava pramérny rozdil v hod-
not¢ konkrétni proménné pro i-ty genotyp oproti celkovému praméru
(referencni hodnoté).
« uji: Udava ndhodny efekt pro j-tou slepici v ramci i-t¢ho genotypu.
Svisla cara ,,|*“ zdlraziuje, ze j-ta slepice je vnofena do i-tého genotypu.
Pii¢emz plati, Ze uj; ~ N (0; o2).
« ¢&ijk: Chybovy ¢len (reziduum), ktery zachycuje veskerou zbyvajici va-
riabilitu, jeZ neni vysvétlena pevnymi ani ndhodnymi efekty. Pficemz

plati, Ze sijk ~ N (0; °).
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Analyza hlavnich komponent byla provedena dle Jolliffe (2002) a klasifika¢ni model
metodou CART dle Breiman et al. (2017).
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4 Vysledky

Vyhodnoceni genetické struktury a diverzity zemské populace CSZK

Analyza 16 mikrosatelitovych markerti (17 SSR lokust) u 272 jedinct soucasné po-
pulace CSZK poskytla celkem 85 polymorfnich fragmenti. Zpracovani primarnich dat
bylo provedeno v softwaru GeneMapper version 3.0. (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA). Z pohledu genetické diverzity se soucasna populace jevi jako relativné
stabilni s primérnou hodnotou ocekavané heterozygotnosti (He) 0,521 a pozorované
heterozygotnosti (H,) 0,443. Byla vSak zjisténa mirné pozitivni hodnota koeficientu
inbreedingu (Fis = 0,152), coz indikuje signifikantni deficit heterozygotii a probihajici
ptibuzenskou plemenitbu.

Komparace se vzorky z roku 2004 odhalila vliv genetického driftu — vlivem izolace
populace nendvratné¢ vymizely minimalné dvé historické alely (219 bp u lokusu
MCW0206 a 250 bp u LEI0094). Bayesovska analyza v programu STRUCTURE
(K=2) navic indikovala rozpad zemské populace do dvou genetickych klastrii se
sttedné velkou mirou diferenciace, coz potvrzuje reprodukéni izolaci a riziko nartstu
inbreedingu do budoucna.

Srovnavaci PCoA analyza s referen¢nimi plemeny (vlaska koroptvi, polska zelenono-
7ka, ruské linie CSZK) prokazala existenci ostré genetické bariéry. Zemska CSZK
tvoii izolovanou skupinu (vysoky fixacni index Fi = 0,282), kde dochazi k naprosto

minimalnimu toku geni zvenci.

MAS v programu Dominant CZ

Lokus O (SLCO1B3): PCR analyza z krve 1 z peti spolehlive odliSila vSechny tii ge-
notypy (O/O, O/o, 0/0). Nasledné fotometrické métfeni na reflektometru QCR (TSS,
York, UK) a spektrofotometru CM-700d (Konica Minolta, Osaka, Japonsko) sice po-
tvrdilo, Ze parametr a* (osa Cervena/zelend) je klicovym diskrimina¢nim faktorem,
nicmén¢ metodou klasifika¢nich stromti (CART) bylo prokazano, ze fotometrie spo-
lehlivé identifikuje pouze recesivni homozygoty (0/0). Genotypy O/O a O/o se hodno-
tové prekryvaji a opticky je nelze bezchybné rozeznat. Byl proto navrzen efektivni
dvoustupniovy model selekce: primérni fotometricky screening a nasledna molekuléarni

genotypizace.
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Lokus Cr (HOXC10) a Lokus C (TYR): Molekularni genotypizace ukazala, Ze vizu-
alni selekce je u téchto znaki neefektivni, nebot’ neodhali skryté heterozygotni ptena-
SeCe (Cr/cr a CN/CC). Matematické modely potvrdily, ze zatimco fenotypova selekce
ponechava tyto alely v populaci, molekularni selekce vede k okamzité a tipIné elimi-
naci nezadoucich vloh jiz v prvni F1 generaci.

Lokusy Pti-1 a Pti-2: Analyza potvrdila, Ze mutace v regulacni oblasti genu 7BX5 je
primarnim determinantem ptilopodie. Samotna ptitomnost této mutace vSak plné ne-
vysvétluje pozorovanou fenotypovou variabilitu (redukované opeteni vs. plné ope-
feni), coz naznacuje polygenni charakter znaku a nutnost zapojeni dalSich, dosud nei-

dentifikovanych genetickych faktorti (napt. lokus Pti-3).

Vyvoj testu LAMP pro Mycoplasma synoviae

Nové€ navrzeny in silico test pomoci programu KEC prokazal 100% mezidruhovou
specificitu v rdmci testované sady referencnich vzorkii. Metoda s jistotou odlisila MS
od ptibuzné M. gallisepticum, ¢imz ziskéava vyhodu oproti bézn¢ provadénym testim,
které maji tendenci vykazovat kiiZzovou reaktivitu (ELISA).

Detekéni limit byl stanoven na zakladé desitkové fedici fady ze syntetického frag-
mentu na 10 fg/ul vzorku, coz je se shodou s citlivosti klasickych PCR metod. Zaroven
byla ovéfena kompatibilita testu s komercni soupravou pro rychlou terénni detekci
DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio, CR) a komerénim kitem Presto™ Buccal
Swab Kit (Geneaid, Tchaj-wan), pficemz referenénim standardem byl CE-IVD kit
Kylt® Mycoplasma spp. (Anlcon Labor GmbH, Némecko).
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5 Diskuse

Geneticka struktura CSZK

Molekularni data aktualni populace CSZK potvrzuji relativni stabilitu celkové gene-
tické diverzity (H. = 0,52). Presto zjistény koeficient inbreedingu (Fis = 0,152) ptred-
stavuje varovny signal. Namétené hodnoty potvrzuji teoretické rodokmenové predikce
Vostry et al. (2020) o probihajicim efektu hrdla Idhve a narGistu homozygotnosti. Navic
byla potvrzena ztrata historickych alel v pribéhu uplynulych dvou dekad. Vysledky
upozornuji na nezbytnost piechodu od klasického rodokmenového sledovani k mole-
kularné asistovanému fizeni chovu (napi. pomoci nastroju jako je MolKin) a piipadné
nasazeni celogenomovych analyz (High-Density SNP ¢ipy) pro pfesné mapovani

funkéni diverzity.

Selekce linii Dominant CZ

Aplikace MAS ve Slechtitelskych programech se prokéazala jako kli¢ova. Zatimco u
lokusu O (SLCO1B3) lze k optimalizaci nékladii uspésné vyuzit dvoustupiiovy proces
(rychla eliminace nosnic snasejicich bila vejce s fotometrii a PCR ovéfeni homozygota
0/0), u geni TYR (recesivni bila) ¢i HOXCI10 (fenotyp chocholky) vizualni selekce
naprosto selhava. Diagnostické PCR testy zde jako jediné umoziiuji dosazeni absolutni
genetické Cistoty linie okamzité béhem jediné generace bez nutnosti testovaciho kii-
zeni. Na druhou stranu diskuse nad genetickym pozadim ptilopodie ukézala limity sta-
vajici "single-gene" diagnostiky — komplexni morfologické znaky si do budoucna vy-
zaduji pokrocilejsi sekvenacni pfistupy (GWAS, WGS) pro plné porozuméni vlivu

vSech interagujicich lokust.

Diagnostika patogent

Zavedeny izotermalni LAMP test se ukazal jako srovnatelny s publikovanymi PCR
testy, navic s vyhodou niz$ich narokii na instrumentaci a moznosti vyuziti pfimo s
polnimi extrakénimi kity. Navrh molekularniho testu in silico dovedl v ramci testova-
nych polnich a referen¢nich vzorki spolehlivé detekovat MS. Jako budouci vyzva
nicmén¢ zustava vyvoj tzv. DIVA testu, ktery by umoznil rozlisit pfirozenou infekci
od vakcina¢nich kment (napt. kmene MS-H), coz stavajici varianta testu zatim neu-

moziuje.
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6 Zavér

Geneticka struktura CSZK

Hlavni cil 1 dil¢i cile prace byly naplnény. Molekularni monitoring souc¢asné zemské
populace CSZK in situ potvrdil, Ze plemeno sice udrzuje relativné stabilni celkovou
genovou diverzitu (He = 0,52), nicméné vykazuje znamky probihajiciho inbreedingu
(Fis = 0,152) a skryté genetické eroze. Srovnani se vzorky z roku 2004 prokazalo ne-
navratnou ztratu minimaln€ dvou ancestralnich alelickych variant vlivem fixace a ge-
netického driftu. Analyza v programu STRUCTURE a fixa¢ni index (Fs = 0,282) po-
tvrdily, Ze zemska populace predstavuje silné reprodukéné izolovanou jednotku, u niz
klasicky management zalozeny na rodokmenech nedokaze dostate¢né kompenzovat
rizika inbreedingu. Byla tak potvrzena hypotéza, ze molekularni ptistup odhali v po-
pulaci vyssi miru fragmentace a deficit heterozygott, nez jakou predikovaly standardni

genealogické modely.

Vyuziti MAS v selekénim programu Dominant CZ
V ramci Slechténi komercnich linii se metody MAS ukazaly jako nezbytny a vysoce
ucinny nastroj:

o Lokus O (zbarveni skorapky): Pro fixaci modrozelené barvy skotdpky byl
navrzen efektivni dvoustupniovy pfistup. Rychlé fotometrické méteni (para-
metr a*) slouzi k vytazeni recesivnich homozygota (bild skotapka), avsak pro
rozliSeni homozygotl (O/0) od heterozygotii (O/0) je nezbytna PCR diagnos-
tika detekujici gen SLCOI1B3.

e Lokus Cr (chocholka) a Lokus C (recesivni bilé zbarveni): Bylo prokazano,
ze u genu s uplnou i neuplnou dominanci (7YR a HOXC10) klasické vizualni
selekce naprosto selhdva, protoze nedokdze identifikovat skryté pifenaSece
(Cr/cr a CN/CCQ). Cilena molekularni selekce pomoci navrzenych PCR testi
zajistila rychlou eliminaci nezadoucich alel hned v prvni filidlni generaci. Hy-
potézy o nezbytnosti molekularni detekce pro ob¢ tyto vlastnosti byly potvr-
zeny.

o Lokusy Pri-1 a Pti-2 (Ptilopodie): Molekularni genotypizace sice potvrdila
klicovou roli mutace v regulacni oblasti genu 7BX5, avSak tato samotnd de-
tekce (tzv. single-gene diagnostika) nedokézala pln¢ vysvétlit komplexni feno-

typovou variabilitu v populaci. Ptilopodie se ukazala jako slozitéjsi polygenni
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znak. Hypotéza, Ze testované markery zajisti fixaci znaku samy o sobé&, byla
zamitnuta; k pfesné kontrole znaku bude nezbytné aplikovat celogenomové

metody analyzy.

Molekularni detekce patogenti

Dil¢i cil vyvoje rychlé izotermalni diagnostiky pro patogen MS byl Gspésné€ splnén a
hypotéza potvrzena. Navrzeny in silico model primert v programu KEC spolehlivé
zaruc€il 100% mezidruhovou specificitu v rdmci testované sady referen¢nich vzorkl a
test spolehlivé odlisil MS i od blizce ptibuzné M. gallisepticum. Test LAMP doséahl
senzitivity s detekénim limitem 10 fg/ul, srovnatelnym s konven¢nimi PCR testy. Test
navic prokazal vybornou kompatibilitu s terénnimi kity pro rychlou extrakci DNA,
¢imz se stava perspektivnim nastrojem Point-of-Care diagnostiky pro rutinni screening

a posileni biosekurity chovl driibeze.
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