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Abstrakt

Cilem mé diplomové prace bylo provést analyzu genetického zalozeni zbarveni
ve vybrané populaci koni v CR. Pro analyzu jsem si zvolila koné plemene Paint
horse. Charakterizovala jsem toto plemeno, =zabyvala se pigmentaci a
charakteristikou barev a typt vzora u Paint horse. Dale jsem popsala metody, které
jsem nasledné pouzila v praktické Casti. Bylo odebrano 11 vzorkl krve koni, u

kterych byla zjistovéana pfitomnost mutace v KIT genu.

Kli¢ova slova: genetika, zbarveni, koné



Abstract

The aim of this thesis was to analyze the genetic foundation of color in a
selected population of horses in Czech Republic. For the analysis, I chose horse
breed Paint horse. | characterized this breed, dealing with pigmentation and
characteristic colors and patterns in the Paint horse. | also described the methods that
| then used in the practical part. It was collected 11 blood samples from horses, in

which was detected the presence of KIT gene mutation.

Keywords: genetics, colouring, horses
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1. Uvod

Pro koné¢, diive volné zijici zvite, bylo dalezité zbarveni jeho srsti. Dfive museli
mit koné zbarveni takové, aby jim pomahalo ukryt se pfed predatory a splynout tak
s pfirodou. V dnesni dob¢ je zase zbarveni Casto rozhodujicim faktorem pii koupi
kon¢ nebo pii vybéru plemenika pro pfipousténé klisny. Zbarveni koni je ovlivnéno
celou fadou gent, které pisobi na vysledny fenotyp.

Ptesto, ze vyzkum dédi¢nosti barev u koni podléha rychlému vyvoji, je jeji
znalost piinosna pro chovatele. Ti mohou diky znalosti genetiky barev u koni
dosahnout pozadované barvy hiibéte nebo predejit smrtelnym dédicnym chorobam,
které jsou s genetikou spjaty. Také mohou predejit problémtim pii registraci koni,
kde diky neznalosti jsou néckteifi koné€ zaregistrovani s jinou barvou, nez ve
skute¢nosti maji.

Nejen v Ceské republice doglo k velkému rozmachu tzv. westernovych plemen.
Dilkazem toho je narist zaregistrovanych koni napf. plemene Paint horse. Ceské
asociace Paint horse méla na zacatku roku 2012 jiz 1018 zaregistrovanych koni
v Ceské republice.

Nekteré asociace zvySuji zajem o genetiku 1 tim, ze pro registraci koni jsou
povinné genetické testy na urCeni zbarveni nebo na ptitomnost dédi¢nych chorob.
Vysledky takovych testl pomahaji nasledné 1épe sestavovat piipafovaci plany, které
slouzi ke spojeni jedincii, ze kterych chovatelé dostdvaji kvalitni, zdrava a cCasto
atraktivné zbarvena hiibata. Ta posléze mohou prodat za vysSi cenu, protoze
poptavka po méné Castych zbarveni neustale roste.

Téma diplomové prace jsem si vybrala proto, Ze mé¢ téma genetiky barev u
koni zajima, stejné jako westernova plemena. Pro svou praci jsem si vybrala koné
plemene Paint horse, protoze genetika jejich vzorl je pro mne zajimava tim, ze nikdy

nenaleznete dva stejn¢ strakaté jedince.
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2. Paint horse

2.1.Historie plemene Paint horse

V roce 1519 se Spanélsky moteplavec Hernando Cortes plavil do Nového svéta,
aby nasSel jeho slavu a bohatstvi. Se svou druzinou dobyvatelti ptivedl koné, kteti
méli slouzit k pomoci pfi hleddni velkého pozemku, ktery mél skryvat bohatstvi.
Podle $pané€lského historika Diaz del Castillo, ktery cestoval s expedici, jeden z koni
byl popisovan jako ,,pinto s bilymi ponozkami na nohéach®, dalsi byl popisovan jako
,s1Iln¢ prokvetly s bilymi skvrnami®. Jednalo se o prvni zdznamy popisu koni Paint
vV Novém svéte.

Kolem roku 1800 byly zapadni plan€ obydleny velkymi stddy koni, mezi nimiz
se objevovali 1 zvlastni skvrniti konég. Pro jejich barvu, skvrnitost, honosnost a vykon
se brzy stali oblibenymi kofimi americkych indidnt. Komancové, ktefi byli
povazovani za nejrychlejsi jezdce na rovinach, méli velkd stada strakatych koni.
Dukazem toho jsou malby koni nalezené na stanech Komancii. (www.apha.com)

Dnes uz nezjistime geny, které zplsobily, Ze se strakaté zbarveni zacalo
objevovat i u dobytkarskych koni, ze kterych pozdgji vzeslo plemeno Quarter horse.
Pravdou zlstava, ze barvu nikdo nefesil — vykonnost, pracovitost, odolnost a
spolehlivost byly pro majitele koni vétsi prioritou. Pak ale piislo v roce 1942
zalozeni American Quarter Horse Association (AQHA). Z koni, ktefi jeden den
béhali po svété jako strakati quartefi, se pfes noc stal ,,bezpapirovy odpad®“. Nova
asociace rozhodla, Ze z chovu quarteri vylouci jakykoli naznak skvrn a flekd.

Tim vznikla pocetnd mnozina kvalitnich koni, ktera se stala najednou
chovatelsky bezcennou. Nastésti se nasly i osoby proziravéjsi, mezi nimi i dnes uz
legendarni Rebecca Lockhartova. S pfesvédcenim o kvalitach strakatych rancerskych
koni oslovila dalsi chovatele, ktefi rovnéz odmitali vzdat se dobrych koni jen kvili
barvé, a navrhla jim zaloZeni vlastniho registru. (LECIKOVA, 2012)

V roce 1962 vznikd asociace pro zachovani strakatého i jednobarevného typu
koni — American Paint Stock Horse Association (APSHA). Po krusnych zacatcich
asociace 11. srpna 1962 Rebecca Lockhartovd zaznamendva rodokmen prvniho
amerického Paint horse, kterym byl ¢ernobily tobiano hiebec Bandits Pinto, kterého
vlastni pan McKinney z ranc¢e Flying M v Texasu. Na konci roku 1962 ma asociace

150 ¢lenti a 250 registrovanych koni.
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Mezitim v Abilene v Texasu vznika dal$i asociace bojujici za milovniky
strakatych koni — the American Paint Quarter Horse Association. Tato skupina nikdy
nebyla schopna fungovat samostatné, takze bojovala o fazi s American Paint Stock
Horse Association. Po dlouhych debatach byli ¢lenové obou asociaci schopni
dosahnout shody a v kvétnu roku 1965 vede spoluprace k zalozeni American Paint
Horse Association. Stara asociace s novym ndzvem méla ke konci roku 1965 1300
¢lenu a 3800 registrovanych koni. (www.apha.com)

Ke konci 80. let dochazi k velkému nartstu poctu registrovanych paint a pred
nékolika lety piekrocil jejich pocet milion. Tyto koné je mozno najit v 59 zemich
svéta, na vSech osidlenych kontinentech. Po American Quarter Horse Association je
American Paint Horse Association druhou nejvétsi koniskou asociaci na svété se 64
tisici aktivnimi cleny. V celé fadé¢ zemi funguji mezinarodni kluby a pobocky
American Paint Horse Association a Ceské republika neni vyjimkou.

Paint Horse Club CR vznikl diky Zdence a Andree Poldkovych z Hofic u
Blanska. Doséahly toho, Ze €esky klub byl v roce 1998 zapsin u American Paint
Horse Association jako oficidlni klub. Pfes nesnadné zacatky je dnes klub
stabilizovanym prvkem westernové scény s ¢lenskou zakladnou kolem 90 aktivnich
¢lenti (LECIKOVA, 2012).

Na zacatku roku 2012 ma ceska asociace Paint horse registrovano 1018 koni
(www.czpha.cz). S timto poétem patii Ceska republika k lepsi evropské poloving a
predcila i staty, které zacinaly s vedenim klubu i s desetiletym piedstihem. Déni
klubu se soustifed’'uje piredevsim na dvé akce — kazdoro¢ni Paint Horse Show, ktera
s poctem kolem 200 startovnich koni patii do evropského nadpriiméru, a dale Paint
Trail Ride, coZ je rekreacni vyjizd’ka ptatel painti a klubu a je jedind svého druhu

v Evropé (LECIKOVA, 2012).

2.2.Standard plemene Paint horse

Paint horse je v podstaté Quarter horse s nepravidelnymi bilymi skvrnami po téle.
(HERMSEN J., 1997)

Geneticka provazanost obou plemen je velka, takze stavbou téla jsou prakticky
tato plemena totozna. Také jejich vyuziti bylo shodné — pomahali osidlovat Novy
svét, budovali legendy o Divokém Zépadu a slouZili k praci 1 zdbavé. Pravé jejich

univerzalnost z nich délala vyhleddvané kon¢ pro praci na ranc¢i — painti, stejné jako
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quartefi, byli schopni v jednom dni chodit v pluhu, ve voze, pod sedlem a jesté béhat
dostihy.

Charakteristickd kohoutkova vyska pro toto plemeno je kolem 155 cm. V dne$ni
dob¢ specializaci — a zejména vlivem kiizeni s anglickym plnokrevnikem pro ucely
modernich anglickych disciplin — nejsou vyjimkou koné¢ s kohoutkovou vyskou pies
160 cm. Proto plati, ze ptivodni Sirokopleci osvaleni jedinci na kratké holeni stoji
dnes v registru bok po boku s jedinci $tihlymi, dlouhokrkymi, na prvni pohled stézi
rozeznatelnymi od plnokrevnikd.

Pro plemeno je typickd obvykle hezka hlava s vyraznyma o¢ima a malyma
uSima. Na prvni pohled zaujmou velké zuchly a nezvykle mald huba. Piedni nohy
jsou diky Siroké hrudi postavené daleko od sebe a pii pohledu z boku jsou vyrazné
osvalené. Totéz plati i o zadnich nohach. Staci jeden pohled a i laik pozna, kde je
nejvetsi sila paintd — mohutna zad’ s pletenci svalt sbihajicimi az k hlezntim v sobé
ukryva skute¢né velkou silu, nezbytnou jak pro praci s dobytkem, tak i pti modernich
disciplinach westernového jezdéni (LECIKOVA, 2012).

Paint horse se mohou vyskytovat ve vSech barvach, které jsou uznané American
Paint horse Association. K tomu se vyskytuji ve dvou zakladnich typech zbarveni —
tobiano a overo. Typ zbarveni overo ma jesté 4 podskupiny — frame overo, splashed

white, sabino a tovero.

2.3.Pravidla registru American Paint Horse Association

Jestlize ma& byt v dne$ni dobé zaregistrovan kil jako Paint horse, musi mit
alespoii jednoho z rodict registrovaného u American Paint Horse Association. Druhy
z rodict miZe byt neregistrovany Paint, Quarter horse nebo anglicky plnokrevnik.
S nastupem nového tisicileti skoncila doba, kdy se registrovali strakati potomci dvou
Quarter horse (tzv. ,,outcrops®).

Hiebci, ktefi maji plsobit v chovu, musi byt stafi alespont 2 roky, musi mit test
DNA a musi byt uchovnéni u APHA. Klisny nejsou vV chovu limitovany, nemusi mit
ani test DNA, ktery je poZzadovan napftiklad u klisen Quarter horse.

Hiibe, které ma byt registrovano v zdkladnim registru strakatych koni, musi
spliovat minimalni pozadavky na barvu, tzn. musi mit alespon jednu bilou skvrnu o
praméru 5 a vice centimetrii na barevném podkladé mimo oblast nohou a hlavy.

Doplitkové znaky, jako jsou pruhovand kopyta nebo modré oci, nestaci pro zafazeni
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do zékladniho registru. Pokud se vSak neprokéze ani minimalni rozsah bilych znakt

potiebnych k registraci, je kiin zaregistrovan do takzvaného solid paint bred registru.

(LECIKOVA, 2012)

Do solid paint bred registru muze byt registrovany takovy jedinec, ktery spliuje

podminku jednoho rodi¢e plemene Paint horse. Strakati koné jinych plemen,

napiiklad teplokrevnici, arabi, koné¢ chladnokrevni nebo jejich kiizenci, se u APHA

neregistruji. (Www.czpha.cz)
2.4.Pigmentace a charakteristika barev u Paint horse

2.4.1. Pigmentace

Barva srsti koné¢ je podminéna celou fadou faktorG. Tim
nejzakladnéj$im je pigmentace.

Pti vSech barvach koni, které se navic vyskytuji v desitkach odstint,
je témét neuveétitelné, Ze vSechno to maji na starost pouhé dva typy
pigmentd. Prvnim z nich je eumelanin (¢ernohnédy) a druhym feomelanin
(Cervenozluty). Na tyto pigmenty nasledné¢ phsobi fada genii, které
modifikuji zékladni zbarveni srsti, fedi zdkladni barvu nebo vytvareji skvrny
a flicky (LECIKOVA, 2005).

Melanin je oznaceni pro hnédy az erny pigment, ktery se vyskytuje
Vv télech Zivocichu, rostlin i prvokll. Z chemického hlediska je odvozen
z aminokyselin  tyrosinu ¢i  tryptofanu, jez jsou oxidovany a
zpolymeryzovany. Nejbéznéj$i formou je hnédoCerny polymer eumelanin.

Dalsi bézna forma je cervenohnédy polymer feomelanin, ktery je

zodpoveédny za zrzavé vlasy a pihy. Oba maji mirné odliSnou chemickou

strukturu (KING, 2006).
A OH

OH

OH

Obr.1: Molekularni struktura feomelaninu (A) a eumelaninu (B).
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2.4.2. Dalsi faktory ovliviiujici pigmentaci

Na vnimani barvy pulsobi téz dopad a odraz svétla, Sitka drenového
sloupce krycich chlupii a mnoZzstvi v nich obsazeného vzduchu, od kterého
se odrazeji svételné paprsky. Pti vét§im mnozstvi vzduchu v dfenové vrstve 1
pii pigmentované korové vrstvé pusobi srst svétleji; pokud by v korové
vrstvé pigment nebyl, bude se jevit takova srst jako bild. Kon¢ s bilou srsti
na tmavosSed¢ pigmentované kiizi jsou leucisticti bélousi; pokud kiize neni
pigmentovana, jsou to albini. Koné¢, jejichZ srst je zbarvena jen normalnim
pigmentem, maji srst bud’ po celém téle Cervenou v riiznych odstinech —
ryzéaci, nebo maji srst zlutou v riznych odstinech — isabely. Koné, ktefi
kromé Zlutého nebo cerveného pigmentu maji srst zbarvenou téZ melaninem
(bud’ po celém téle, nebo na spodni ¢asti koncCetin, hiivé a hlavé), jsou

plavaci, hnédéci a vranici (DUSEK A KOL., 2007).

2.4.3. Charakteristika barev u Paint horse

Charakteristika barev je totoZzna sjinymi plemeny, vynechino je
pouze zbarveni white. V praci uvadim anglické nazvoslovi, protoze dle mého
nazoru je piesnéjsi nez ¢eské nazvoslovi. U Paint horse je moznost jakékoliv

zakladni barvy, ale na rozdil od jinych plemen je moZnost bilych znakd.

24.3.1. Bay

Srst je hnédé barvy v riznych odstinech od svétle az po tmavé

rezavou. Hfiva, ohon a nohy jsou ¢erné. O¢i a kiize jsou tmavé. V eském

nazvoslovi oznacovan jako svétly hnédak.

Obr 2. zbarvem bay u Palnt horse . Obr. 3.: zbarveni u Clevelandského hnédaka
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2.4.3.2. Black
Chlupy byvaji vzdy Cerné, bez piimési jiné barvy. Ocas a hiiva jsou
¢erné, nebo kombinované s bilou. Kiize a o¢i maji tmavou barvu. Casto se
rodi s modrosedym néadechem, ale pfelinaji na Cist¢ Cernou. Nemaji svétlejsi

odstin barvy ve slabinach nebo na hlavé. V ¢eském nazvoslovi vranik.

Obr. 4.: zbarveni black u Paint horse
2.4.3.3. Brown
Barva srsti je tmavé hnédd bez nadechu do rezava. Od vranika jej
pozname podle svétlejsich mist kolem oci, nozder a ve slabinach. Ocas a
hiiva maji ¢ernou barvu. Klize i oci byvaji tmavé. V Ceském ndzvoslovi je

toto zbarveni tmavy hnédak.

Obr. 5.: zbarveni brown
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2.4.3.4. Sorrel
Télo byva Cervené, rezavé ¢i s médénym nadechem. Ohon a hiivu

maji ve stejné barveé nebo byvaji svétlejsi. O¢i a kiize jsou tmavé. V Ceském

nazvoslovi ryzak.

Obr. 6.: zbarveni sorrel Obr. 7.: zbarveni sorrel u Paint horse

2.4.3.5. Chestnut
Barva chlupti je tmavé rezava az rezavohnéda (jatrova barva), nékteti
jedinci mohou pfipominat zbarveni black, ale chestnut pozname podle
svétlejSich mist ve slabinach. Hiiva a ohon jsou stejné barvy jako télo, nebo
mohou byt svétlejsi. Kiize 1 o€i maji tmavou barvu. V Ceském jazyce by bylo

mozno oznacit za tmavého ryzaka.

gy itV
L SN R

Obr. 8.: zbarveni chestnut
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2.4.3.6. Dun
Srst je zluté az plavé barvy. Ocas a hiiva jsou Cerné nebo tmaveé
hnédé. KiZe a o¢i maji tmavou barvu. Objevuji se primitivni znaky, jako
naptiklad (tho#{ pruh nebo zebrovani. Ceské nazvoslovi nema ekvivalent pro

toto zbarveni.

2.4.3.7. Red Dun
Obdoba barvy dun s ¢ervenym nadechem. Hiiva a ohon jsou rezavé,

kiize a oc¢i tmavé. Cesky jazyk nemé ekvivalent pro toto zbarveni.

Obr. 10.: zbarveni red dun
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2.4.3.8. Grullo
T¢lo je koutového nebo mySiho zbarveni. Nejde o smés bilych a
¢ernych chlupt, kazdy jednotlivy chlup musi byt Sedy. Hiiva a ohon jsou
Gerné. O&i a kize tmavé. Bézné se vyskytuje Ghoii pruh. Cesky ekvivalent

neni.

(TOLEte oS

Obr. 11.: zbarveni grullo

2.4.3.9. Buckskin
T¢lo je zluté, zlatavé nebo v barvé jelenice. Ohon a hiiva jsou Cerné,
stejn¢ tak jako nohy. O¢i a klize maji tmavou barvu. Neobjevuji se primitivni

znaky. Cesky oznacen jako plavak.

Obr. 12.: zbarveni buckskin

19



2.4.3.10. Palomino
Vyznacuje se zlutou az zlatavou barvou. Hfiva a ohon jsou bilé, zluté
nebo zlaté. O¢i a kliZze maji kontrastni tmavou barvu. Nikdy se neobjevuji

primitivni znaky. Cesky oznageno jako isabela nebo zlut'ak.

Obr. 13.: zbarveni palomino

2.43.11. Gray
Télo pokryva smeésice chlupi bilé barvy a ostatnich barev. Tito koné
se rodi uplné nebo c¢asteCné tmavi a s vékem svétlaji. S vékem vybé&luje 1
hiiva a ohon. KliZze a o¢i jsou tmavé. V Cestiné se nazyvaji jako vybélujici

bélousi.

Obr. 14.: Zbarveni gray
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2.4.3.12. Red roan
T¢lo tvoii smésice bilych a rezavych chlup. Ohon a hiiva jsou ve

stejné barvé. Cesky nevybélujici b&lous erveny.

Obr. 15.: zbarveni red roan
2.4.3.13. Blue roan
Ma smés bilych a ¢ernych chlupti. Hiiva a ohon jsou ve stejné barvé.
Kize a o€i jsou tmavé. Se vzristajicim vékem toto zbarveni nevybéluje.

Cesky nevybélujici bélous mourek.

Obr. 16.: Zbarveni blue roan
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2.4.3.14. Bay roan
Srst bay roan tvoti smésice bilych a hnédych chlup. Hiiva a ohon

jsou gerné. Cesky nevybélujici bé&lous hnédy.

Obr. 17.: zbarveni bay roan

2.4.3.15. Cremello
Télo ma smetanovou, zlutavou, slonovinovou ¢i témét bilou barvu.
Hiiva a ohon jsou stejné barvy. O¢i byvaji modré nebo bezbarvé. Kuze je

razova. Cestina zatim ekvivalent nema.

Obr. 18.: zbarveni cremello
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2.4.3.16. Perlino
Kon¢ zbarveni perlino se vyznacuji smetanovou az témét bilou
barvou. Hiiva a ohon jsou tmavsi nez télo, vétsinou svétle rezavé nebo svétle
hnédé. OC&i byvaji modré nebo bezbarvé. Kiize je rizova. Cestina zatim

ekvivalent nema.

Obr. 19.: zbarveni perlino

2.5. Typy zbarveni

U koni Paint horse se vyskytuji nepravidelné, asymetrické skvrny, kdy je bila
v kombinaci s jednou ze zakladnich barev. Déli se do dvou skupin tobiano a overo.
Vzor overo je rozdélovan jest¢ na frame overo, sabino a splashed white
(THIRUVENKADAN, 2008). Americk4 asociace Paint horse jest¢ zafazuje vzor
tovero, ktery je kombinaci vzori tobiano a overo.

2.5.1. Tobiano

Nazev genu ma historii v Argenting, kde je zvykem pojmenovavat barvy po
vyznamné udalosti nebo ¢loveéku. Tobiano ziskalo pojmenovani po udalosti z roku
1800, kdy general Tobias zachranil Buenos Aires béhem vojenské akce. Mnoho
¢leni Tobiasova vojska jelo na konich z Brazilie, kteti méli pravé vzor pozdégji
znamy jako tobiano (BOWLING, SPONENBERG, 1996).

Obecnou charakteristikou tobiano vzoru jsou vSechny c¢tyfi nohy bilé,
pfinegjmensim pod kolena nebo hlezna, bilé¢ skvrny na téle ptechazejici pres hibet,
mezi uSima a ocasem. Hlava mé zpravidla minimdlni znaceni, stejné jako u
jednobarevnych koni a oci jsou tmavé (THIRUVENKADAN, 2008).

Skvrny tobiano maji pravidelny, ovalny nebo kulaty tvar. Rozsah pigmentace
se pohybuje mezi 20 — 80 % (HAASE, 2008).
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Dalsim znakem tohoto zbarveni je pigmentovana kiize na pfechodu barevné a
bilé srsti, coz vytvaii dojem stinu ¢i svatozafe. Posledni zvlastnost tvoii tzv.
inkoustové skvrny, tj. mensi barevné skvrnky ve vétsi bilé plose. Tyto skvrny jsou
vétSinou malé a kulatého tvaru (BOWLING, SPONENBERG, 1996).

Vzor je pfitomny jiz pfi narozeni hiibéte a ziistdva stabilni po cely Zivot, tedy
nemeéni se s vékem koni (HAASE, 2008).

Tobiano vzor se nevyskytuje u Quarter horse, plnokrevniki a arabskych koni.
Je v8ak pfitomny u bohaté $kaly plemen jako je Paint horse, Tenessee walking horse,

islandskych, shetlandskych nebo miniaturnich koni (THIRUVENKADAN, 2008).

Obr. 20.: Vzor tobiano

2.5.2. Overo

Druhym typem uznavaného skvrnéni je overo. Nazev pochazi ze Spanélstiny a
znamena strakaty. Dfive, v jizni Americe, byl tento termin pouzivan pro vSechny
typy strakatosti, at’ uz tobiano, overo nebo blanket a leopard vzory, které jsou typické
pro plemeno Appaloosa. V Argentiné se nazev uziva stale pro vSechny druhy
skvrnitosti odliSnych od tobiano. Ve Spojenych statech jednotny nazev vedl ke
sméSovani tif riznych typu skvrnitosti a vysledkem byl zmatek pfi registracich a
v chovnych programech. Dnes ndzev overo zahrnuje tii geneticky odlisné formy:

frame overo, sabino a splashed white (BOWLING, SPONENBERG, 1996).

Obr. 21.: Vzor overo Obr. 22.: Vzor overo
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2.5.3. Frame overo

Anglicky nazev frame overo, tedy ordmovany, poukazuje na vzhled, kdy bila
skvrna ve stfedu téla je ordmovand barevnymi plochami. Hlava je pomérné obvykle
hodné bild, oc¢i byvaji modré. Nohy jsou vétSinou tmavé, 1 kdyz bilé znaky nejsou
zévadou. Bilé plochy jsou ostfe a Cist¢ ohrani¢ené od barevnych ploch. Kize na
ptechodu barev je pigmentovana, takze vytvaii dojem stinu ¢i svatozare. Vzor frame
overo se vyskytuje v omezeném rozsahu plemen koni. Zatim v§e naznacuje tomu, ze
se objevuje pouze v chovech, které maji Spanélské predky, jako napi. Paint horse
(BOWLING, SPONENBERG, 1996).

o insene:

Obr. 23.: Vzor Frame overo

2.5.4. Splashed white

Splashed white je nejvzacnéjsi skvrnity vzor, i kdyz je dnes stale Castéjsi diky
chovatelim pouzivajicim vice skvrnitych koni ve §lechtitelskych programech. Toto
zbarveni vypada, jako by byl kiin namoceny do bilé barvy. Nohy jsou bilé, stejné
jako spodni partie bficha. Hlava byva také bild a o¢i modré. Okraje skvrn jsou ostré a

Cisté, bez prokvetlosti (BOWLING, SPONENBERG, 1996).

Obr. 24.: Vzor Splashed white
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2.5.5. Sabino

Ze Spanélstiny se tento vyraz pieklada jako kropenaty. Koné¢ se zbarvenim
sabino maji obvykle &tyfi bilé koncetiny. Bild barva se rozSifuje na télo koné
v jakoby rozedranych zaplatach. Hlava je z vétsi ¢asti bila a o¢i modré. Casto se také
vyskytuje jedno oko modré a druhé hnédé. Casto dochdzi k zaménovéani s kofimi
zbarveni roan, ale na rozdil od nich nemaji typické tmavé hlavy. Také dochazi
k zaménovani s konimi plemene Appaloosa, protoze nékteti jedinci jsou témét bili,
pouze s barvou na usich, hrudi a koteni ocasu (BOWLING, SPONENBERG, 1996).

Pro sabino jsou charakteristické bilé znaky na hlavé, od nékolika bilych
chlupt po rozsahlou lucernu. Neni piedepsano, kolik nohou musi mit sabino bilé, ale
vzdy to musi byt alespoii jedna s bilou korunkou az po puncochu. Bilé¢ skvrny
zacinaji na bfiSe a rozpinaji se ke hibetu. Okraje skvrn jsou prokvetlé, neostré.
Prokvétani nemusi byt u hiibat patrné a mize se vékem rozsifovat. Kiize byva na
nékterych mistech teckovana. Nékterd minimalné projevena sabina nemusi mit
odznaky na hlavé viibec (CHALUPOVA, 2006).

Skvrnitost podobna vzoru sabino byla nalezena také u mysi, prasat a lidi.
Mezi mnoha zdokumentovanymi vzory u mysi se sabinu nejvice podobaly ty, které
byly vytvafeny pisobenim KIT genu na lokusu W (white, zpisobujici bilé zbarveni).
Heterozygoti s timto genem maji bilé znaky na trupu, které se roSifuji az na
koncetiny a bilé skvrny na hlavé. Homozygoti maji cerné oc€i a jinak jsou zcela bili.
Dominantni forma a jiné podobné skvrnitosti na W lokusu jsou zplisobeny mutaci,
ktera se tykaji kinazové domény na KIT receptoru (BROOKS, 2005).

Vzhledem Kk podobnosti mezi fenotypy sabino vzoru u koni a dominantni

bilou u mysi, se pfedpokladd, ze KIT gen je zodpovédny za vzor sabino.

Obr. 25.: Vzor Sabino
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2.5.6. Tovero
Je zbarveni, které nastdva pfi narozeni hiibéte, které nese charakteristické rysy
obou zbarveni — tedy tobiano a overo. Tovero miZeme charakterizovat pomoci
tmavého pigmentu kolem usi, na ele, nékdy az kolem oci, jindy kolem huby, odkud
stoupd na lice. Jedno nebo ob¢ oc€i jsou modré. Miva tmavé skvrny na hrudi, které
mohou stoupat na krk, skvrny ve slabinach, které mohou menSimi skvrnami

pokradovat dopiedu na trup a skvrny okolo kotene ocasu (LECIKOVA, 2005).

Obr. 26.: Vzor tovero Obr. 27.: Vzor tovero
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3. Genetika

3.1. Genetika jednotlivych typii zbarveni

Geny zpusobujici bilou barvu a skvrnitost jsou zodpovédné za skupinu fenotypti

zahrnujici smiSeni bilych a barevnych chlupt. Patii mezi n¢ zbarveni roan, kdy je

télo prokvetlé a hlava ziistavd nedotCena, skvrnitost tobiano, overo, sabino, frame

overo, splashed white a leopard komplex, kde se objevuji bilé skvrny rizné velikosti,

rozsahu a umisténi. Treti skupinou je Uplnd depigmentace, ke které dochazi

v disledku ptisobeni dominantni bilé (RIEDER, 2009).

U koni byly nezéavisle na sobé zmapovany Ctyfi nepigmentované fenotypy: roan,

dominantni bila, sabino a tobiano. V§echny byly zmapovany v oblasti chromozomu 3

(ECA3) ukryvajici KIT gen. Sabino vzor je zpusoben vnitini mutaci v KIT genu,

ktery zplsobuje castecné vynechéni exonu 17. Tobiano vzor je zpusoben velkou

chromozomalni inverzi, kterd narusuje piipadny regulac¢ni prvek po proudu KIT

genu.

KIT obsahuje extracelularni doménu slozenou zpéti domén
imunoglobulinti, jedné¢ transmembranové domény, juxtamembranové
domény a intracelularni protein kinazy. KIT ligand, také faktor kmenovych
bunck (stem cell factor), se vaze na KIT gen ptes druhou a tfeti extracelularni
doménu imunoglobulinu.

KIT gen ma potencial podilet se na riznych signalnich drahach, které
tvoti jeho dileZitou roli v regulaci bunééné diferenciace, proliferace, pieziti
a motilité. Uplna ztrata funkce KIT genu zptisobuje prenatélni &i perinatalni
thyn v disledku anémie. KIT gen je zisadni pro vyvoj a preZiti
melanoblastli, zirnych bunck, spermatogonii a intersticialnich Cajalovych
bunék v zazivacim traktu (HAASE et al., 2007).

U lidi, mysi, prasat a koni byly stanoveny rizné mutace v KIT genu.
Kromé poruch pigmentace ma KIT gen i pleiotropni ucinky. U my$i vedou
mutace v KIT genu ke zméné barvy srsti, anémii nebo samci sterilité. U lidi
byla KIT mutace identifikovana jako pfiina piebaldismu — autozomalné
dominantni porucha pigmentace. KIT mutace se povazuje také jako pficina

gastrointestinalnich stromdlnich nadord, leukémie a mastocytozy. U prasat
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zpusobuje KIT mutace bilé zbarveni srsti a smiSenou barvu srsti u plemene
Hampshire (HAASE et al., 2009).

Ve chvili, kdy prekurzory melanocytti potlacujici KIT gen dosdahnou
epidermis, rozsifuji se béhem dalSich 2 - 3 dnl po povrchu embrya. Exprese
zacina od hlavu a pokracuje pies hibet k ohonu. Mutace v KIT genu nebo
KITLG blokuji migraci stejné, jako pfeziti castic melanocytli. Mnoho
zmutaci v KIT genu je charakterizovano rozsahlymi chromozomalnimi
inverzemi nebo delecemi (WEHRLE-HALLER, 2003).

U koni se KIT gen nachazi na ECA3g21. Chromozom ECAS3 je dlouhy
119 479 920bp, obsahuje 32 gend kodujicich znamy protein, 803 gentl
kédujicich novy protein a 146 pseudogenil. KIT gen je dlouhy asi 80 tisic bp
a obsahuje 22 exonti (CHALUPOVA, 2008).

Lokus,
symbol a Zputsob dédéni,
Alely a typ mutace . .
o zkratka asociace, interakce
>
% genu
L
epistaticka ke vSem
O/o, O/O barvam, homozygotni
Overo (0), . . L
Mutace dinukleotidu jedinci maji OLWS,
EDNRB
IC353-354AG OLWS se dédi
o
g recesivne
o
Tobiano autozomalné
TO/to, TO/TO
o (TO), KIT dominantni
&
3
o
|_
SB/sh, SB/SB, autosomalné
] KI16 + 1037 A baze dominantni, epistaticka
Sabino
nahrazeny Ts A - ke vSem barvam,
(SB), KIT o
2 preskoceni exonu 17 homozygoti SB1 jsou
Qo
3 (Sabino 1 - SB1) témét zcela bili

Tab. 1: piehled fenotypt, oznaceni gent, zpisob dédéni (RIEDER, 2009)




3.1.1. Tobiano
Zbarveni tobiano ma na starosti dominantni gen TO. Nejcastéji se
vyskytuji heterozygotni tobiano s genotypem TOto. Plna polovina hiibat
narozenych po tomto rodi¢i by méla byt znovu tobiano. Existuji i
dominantné homozygotni jedinci s genotypem TOTO, kazdé hiibé po
takovém rodici vzdy zdédi dominantni gen, takZe bude opét tobiano.

Stava se, ze homozygotni tobiano da témét jednobarevného,
nestrakatého kon¢, ktery ma tmavou hlavu bez odznaki, ale bilé nohy. Na
odznacich na nohou se mohou vyskytovat tmavé skvrny kolem korunky.
Takovy kun se registruje jako breeding stock, i kdyz je ve skuteCnosti
tobiano.

Tobiano gen se vyskytuje ve shluku gent, které lezi na jednom
chromozomu blizko sebe, a predava se na dalsi generaci spole¢né. Jde o gen
E, Rn, ALB a Gc. Gen Rn oznacuje zbarveni roan. Geny ALB a GC oznacuji
protein v krvi. Protein ALB se vyskytuje ve dvou formach — A nebo B. Gen
GC se vyskytuje také ve dvou formach, oznaCovanych f nebo S. Dnes je
znamo, ze homozygotni tobiano gen se v 90 % pfipadi vyskytuje
v kombinaci s formou B genu ALB a s formou S genu GC. Formu obou genii
dokaze urcit krevni test.

Tobiano gen lze urcit i pfes geny ovliviiujici barvu tak, Ze lezi
Vv blizkosti genu, ktery urcuje, zda zakladni barva koné bude rezava (e) nebo
gerna (E) (LECIKOVA. 2005).

Prestoze genetické zaloZeni zbarveni tobiano a overo neni jesté zcela
pochopeno, nékteré dilezité faktory jsou ustanoveny. Vzor tobiano se dédi
jako autozomalné dominantni rys a byl zmapovéan do vazebné skupiny, ktera
obsahuje bilkoviny a vitamin D vazajici protein (PARRY, 2005).

Silnym kandidatem na tobiano gen je protoonkogen c-kit (KIT). KIT
gen koduje mast cell growth faktor receptor, ktery je soucasti receptoru
tyrozin kinazy (BROOKS, 2002).

Vzor tobiano je zpusoben velkymi chromozomdélnimi inverzemi
naruSujici regulacni prvek KIT genu. Homozygotni a heterozygotni jedinci
jsou fenotypové nerozeznatelni (HAASE, 2009).

Molekularni podstata vzoru tobiano vSak zatim neni objevena

(HAASE, 2002).
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3.1.2. Overo

O genetickych zdkonitostech fungovani overo genu nebylo zjisténo
mnoho informaci. Pfedpoklada se, ze tento typ zbarveni fidi jeden ¢i vice
dominantnich gend, ale také je mozné, ze se jednd o jeden dominantni gen
v kombinaci s riznymi genetickymi modifikatory.

Z informaci, které dosud byly zjistény, vyplyva, ze zbarveni overo
mohou ovliviiovat geny, které maji na starost odznaky na hlavé a

koncetinach, zejména u typu sabino a splashed white.

3.1.3. Frame overo

V minulosti se védci domnivali, ze frame overo je zplisobeno recesivnim
genem, protoze neptedpokladané vznikala hiibata frame overo od dvou
jednobarevnych koni. Podle Ann Bowling (1996), ktera ptezkoumala
zaznamy v plemennych knihach a fotograficky archiv APHA se zjistilo, Ze
frame overo je dédéno dominantné. Kdyby bylo frame overo dédéno
recesivné, chovatelé by ziskali z kfizeni dvou frame koni zase jenom frame.
Pii takovém kiizeni je vSak vysledkem 50% frame overo (Frfr), 25%
jednobarevny kun (frfr) a 25% letalni bila (FrFr), coz naznacuje dominantni
alelu. Bilym hiibatim selze, kvuli nedostatku nervovych bunék v travicim
traktu, prichod potravy stfevem. V piipadé¢ dominantniho modelu, vyvstava
otazka, jak je mozné, zZe dva jednobarevni kon¢ mohou zplodit frame overo.
Bowling (1996) zastava teorii, Ze gen u jednobarevnych koni, potencialné
ovlivityjici skvrnitost vzacné mutuje, avSak rychleji, nez je obvyklé u vétSiny
gend. Zmutovany gen produkuje frame znaky a pfechazi na dominantni gen,
ktery je v dominantné homozygotni formé letalni (CHALUPOVA, 2006).

V homozygotni formé ma gen frame overo letalni uc¢inky, koné¢ jsou
postizeni Overo Lethal White Syndromem (OLWS), jinak také syndromem
letalni bilé. Hiibata kvili nepfitomnosti melanocyti v kiizi jsou téméf nebo
zcela bila a umiraji béhem nékolika dni na komplikace, které jsou zpiisobené
intestinalni agangliézou. U lidi se objevuje Hirschsprungova nemoc, ktera je
charakterizovana  nepfitomnosti  ganglii vrazné¢ dlouhém useku
gastrointestinalniho traktu. Také je moZzno pozorovat abnormalni zbarveni
ktze a pigmentové vzory. Podobné onemocnéni je pozorovano i u hlodavci.

Jako pfi¢ina byla zjiSténa mutace Vv genu pro endothelinovy receptor B
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(EDNRB). Gen reguluje tvorbu bunck neurdlni listy, ze které se diferencuji
stfevni ganglia a melanocyty (SANTSCHI et al., 1998).

Hiibata, ktera jsou postizena syndromem letalni bilé by meéla byt
huméanné uspéana. Je vSak dulezité byt si jisty, Ze je hiibé opravdu
syndromem postizeno, protoze nékteti bili koné¢ mohou byt vysledkem
kombinace n¢kolika vzort, které jsou maximalné vyjadieny a takovi jedinci

jsou zcela zivotaschopni (Color Information, 2002-2004).

3.1.4. Sabino
Skvrnitost sabino je zpusobena alelou Sb. Dominantni homozygoti
(SbSh) jsou téméf nebo zcela bili, heterozygoti vykazuji skvrnitost sabino,
recesivné homozygotni jedinci (sbsb) nejsou vzoru sabino (Color
Information, 2003).

Na zaklad¢ podobného fenotypu u lidi a prasat je KIT gen povazovan
za puvodce skvrnitosti sabino. Byl zkouman jeden z typl sabina, ktery byl
oznaceny jako sabino 1 (SB1). Heterozygoti se projevuji tfemi ze Ctyf
charakteristik: bilymi odznaky na dvou a vice koncetinach, Sirokou lysinou
na hlavé€, skvrnami nebo prokvétanim trupu a neostrymi okraji bilych skvrn.
Homozygotni jedinci jsou témét nebo zcela bili. Sekvenovani odhalilo v KIT
genu substituci T -> A v intronu 16, ktera vede k pteskoceni exonu 17. Ztrata
exonu 17 mize vést k ¢astenému nebo zcela nefunkénimu proteinu. Exon
17 koéduje €ast druhé domény tyrozin kindzy. Mutovand alela rusi restrikéni
misto, coz umoziluje detekci PCR-RFLP. VSsichni koné¢ homozygotni pro
mutaci byli bili, vSichni heterozygoti vykazovali fenotyp sabino 1. Fenotypy
sabino a white jsou heterogenni a existuji 1 dal§i mechanismy, jak mohou
vznikat. Pravdépodobné jde o dal§i mutace uvnitt genu KIT nebo ostatnich
gentt (BROOKS et BAILEY, 2005).

Kon¢ heterozygotni sabino se vyznacuji intenzivnimi bilymi
skvrnami na nohach a v obligejové &asti. Casto v kombinaci s bilymi
skvrnami na téle a prokvetlymi oblastmi. Koné&, ktefi jsou homozygotni

sabino, jsou tém¢et celi bili (HAASE, 2009).
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3.1.5. Splashed white

Hiibata splash white se rodi z kombinaci, kdy jeden rodi¢ méa a druhy
nema toto zbarveni. Dosud nebyl zdokumentovan zadny dominantné
homozygotni jedinec typu splash overo, takze se predpoklada, ze tento gen
nemiize existovat v homozygotni formé (LECIKOVA, 2005).

Mnoho chovatelii téchto koni poznamenalo, ze kon¢ S timto vzorem jsou
neslySici. To neni piekazkou, pokud lidé pracujici s takovym koném si
uvédomuji jeho omezeni a ptizptsobi se mu (BOWLING, SPONENBERG,
1996).

Do dnes$ni doby nebyl zjistén zadny homozygotni jedinec se
zbarvenim splashed white, takZe se ptedpokldda, ze takovi jedinci nejsou
zivotaschopni (SPONENBERG, 2008).

Gen pro splashed white nebyl dosud zmapovan (BROOKS et
BAILEY, 2005).
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4. Pouzité metody

4.1.Pribuzenska plemenitba
Z plemenaiské prace je zndmé, ze piibuzenskd plemenitba se nevyuziva jenom
Vv ramci Cistokrevné plemenitby, kam je zatfazena podle klasického rozdéleni metod
plemenitby, ale i pfi riznych metodach kiizeni. Pfibuzenska plemenitba se podilela
na vzniku celé fady plemen hospodaiskych zvifat.

V praxi se pojem piibuzenska plemenitba pouziva tehdy, vyskytuje-li se
spolecny piedek spolu parenych zvirfat do paté generace. Spolecnych predka
v rodokmenu muze byt i vice. Pokud se vyskytuje spoleny piedek v obou
polovinach rodokmenu do paté generace vcetné a jeho potomek je rizny, pak je
vytvoren piibuzensky vztah v rodokmenu.

Podminky pro existenci ptibuzenského vztahu jsou:

a) Vyskyt spolecného piedka v obou polovinach rodokmenu
b) Spole¢ny piedek se v rodokmenu vyskytuje do paté generace piedkd veetné.

Pokud je pfedek ve vzdalenéj$i generaci, pak se nejedna o piibuzenskou

plemenitbu.

c) Potomek daného spole¢ného piedka je v obou polovinach rodokmenu rtizny

Nejvystiznéji je stupen piibuzenské plemenitby charakterizovan koeficientem
intenzity piibuzenské plemenitby podle Wrighta, jinak také nazyvanym koeficientem
piibuzenské plemenitby. Autorem jsou uvadény dva typy vzorce.

Pro jednoduchy vypocet, kdy se na obou stranich rodokmenu nevyskytuje
spole¢ny pfedek, znamenajici piibuzensky vztah, ktery by byl jiz sdm piibuzensky
prochovan:

Fx= Z (0,5n1+n2+1)

nl ... pfedstavuje pocet generaci stojici mezi jedincem a spolecnym piedkem
Vv otcovské Casti rodokmenu
n2 ... predstavuje pocet generaci stojici mezi jedincem a spolecnym ptedkem

V matefské ¢asti rodokmenu
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V piipadé¢, Ze je v rodokmenu ze strany otce i matky spole¢ny predek, ktery je
koeficient piibuzenské plemenitby F, dané¢ho ptibuzensky prochované¢ho piedka a
nasledné se vypocte koeficient pribuzenské plemenitby sledovaného jedince.

Fx=Y (0,5"""")  (1+Fy)

Fa... koeficient piibuzenské plemenitby spolecného piedka

Pokud se v rodokmenu vyskytuje vice riznych spoleénych predka, kteti jsou
vici sledovanému jedinci v piibuzenském vztahu a sami také vznikli ptibuzenskou
plemenitbou, pak se vypocitaji jednotlivé hodnoty F, téchto riznych spoleénych

predki a pak se sedtou (HAJIC et. KOSVANEC, 1998).

4.2. 1zolace DNA

Vétsinou je izolovana DNA, kterd je pfitomna v nitrobunééném obsahu. Jestlize
se ve vzorku nachdzi vice druht bun¢k (napf. riiznych zivociSnych nebo rostlinnych
druhil), pak je mozno tyto druhy od sebe odd¢lit, v nejcastéjSim piipade centrifugaci.
Pak Ize izolovat DNA pouze ur¢itého druhu.

Pokud je ve zkouméani DNA obsazend v urCité organele, je potieba ji pied
samotnym izola¢nim procesem separovat z bunécného obsahu dané organely.

K uvolnéni bunécného obsahu se pouZivaji detergenty, které rozruSuji membrany.
Detergenty mohou byt iontové povahy, nejcastéji dodecylsulfat sodny nebo soli
zlucovych kyselin. Druhou variantou jsou neionogenni (nenabité) detergenty, jako
napt. Triton X100. Dal$i moZnosti je pouziti riznych fyzikdlnich nebo fyzikalné-
chemickych metod, jako naptiklad rozruSeni membran ultrazvukem.

Nasledné je potieba oddélit izolovanou latku z roztoku bunééného obsahu, ¢ehoz
1ze docilit doCasnou denaturaci. Pouzit 1ze teplotni denaturaci, techniku vsolovani a

vysolovani nebo srazeni organickymi rozpoustédly JANOCHOVA, 2009).

4.3.Kontrola izolovaného DNA
Elektroforéza nukleovych kyselin je jednou znejbéznéjSich metod,
pouzivanych v molekularné genetickych laboratofich. Studium deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) poskytuje obrovské mnozstvi informaci, které jsou pouzitelné nejen

v zékladnim, ale 1 pfi aplikovaném vyzkumu.
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K rozsifeni studia DNA neobycejné pfispél objev polymerazové tetézové
reakce (PCR), kterd umoziuje za pouziti enzymu namnozit pfedem zvoleny usek
DNA ve zkumavce (Storchova, 1998). Tiebaze molekula DNA je obrovska, neni ani
po namnozeni za béznych podminek viditelnd. Abychom ovéfili vysledek
kteréhokoliv pkusu nebo prace s DNA, musime danou DNA zviditelnit a zjistit jeji
velikost. Nejjednodussi metodou je prave elektroforéza.

Princip elektroforézy neni slozity. Nukleové kyseliny jsou zaporné nabité
molekuly. Za jejich zdporny naboj jsou zodpovédné fosfatové spojky mezi
jednotlivymi nukleotidy. V elektrickém poli stejnomérného proudu se tedy vzdy
pohybuji od katody k anod€. Aby bylo mozné rozdélit jednotlivé molekuly podle
velikosti, probiha elektroforéza v gelu, ktery je obvykle pfipraven z agarézy nebo
polyakrylamidu. Volba gelu zavisi na tom, jak velké molekuly DNA chceme
rozdélovat. Do agar6zového gelu navic musime pridat barvivo (vétSinou se pouziva
ethidiumbromid). Tato barva se vmezeti do zdhybi dvousroubovice a zlistane tam
pevné navazana. Po provedeni elektroforézy pak gel prosvitime ultrafialovym
svétlem. Barva, kterd je vmezetena do DNA sviti oranzové. Vidime tedy jednotlivé
fragmenty DNA, rozd¢lené podle jejich velikosti.

Zakladni véc, kterou nam elektroforéza DNA umoziuje uréit, je urcit velikost
molekuly. Mame-li fragment DNA znamé velikosti, miiZeme s jejich pomoci urcit
velikost neznamého fragmentu DNA. Elektroforéza DNA je bézn€ pouzivanou

metodou kontroly.

4.3.1. Popis pribéhu elektroforézy

Existuje celd fada zplsobl, jak provadét elektroforézu. MuZe probihat
V poloze horizontalni nebo vertikalni, mizeme pouzit riizné gely, ve kterych dochazi
k rozdéleni fragmentu, také slozeni pufru, ve kterém elektroforéza probihd mize byt
rozdilné (Storchova, 1998). Zpusob elektroforézy ménime a vybirame podle toho,
jakou latku nebo jak velké fragmenty chceme rozdélit.

Nasledné se zaméfim na popis nejcastéji voleného zplsobu — horizontalni
elektroforézu v agar6zovém gelu. Nejprve je potieba si pripravit agarézovy gel. Do
pfipravené nadoby dame 1 g agaru spolu se 100 ml pufru TBR. Nadobu s neutahlym
vickem ddme na 3 minuty do mikrovlnné trouby a nechdme rozvafit agardézu
Vv piislusném pufru. Po zchladnuti roztoku zhruba na 60°C ptidame 17 ul

ethidiumbromidu a roztok promichame. Nasledné jej vlijeme do specialni vanicky,
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ve které se nachazi hieben. Po utuhnuti agarozy, které trva pfiblizn€ jednu hodinu, a
po vyjmuti hfebene ziskdme obdélnik gelu s jamkami, které slouzi k nasazeni
vzorku.

Zkoumané vzorky DNA smichame s nasazovacim pufrem, ktery obsahuje
modrou barvu. Ta je také zaporné nabita a slouzi jako kontrola, jak rychle se zaporné
nabité fragmenty urcité velikosti pohybuji gelem.

Po zapnuti stejnosmérného elektrického proudu se molekuly DNA pohybuji
agard6zovym gelem smérem k anodé. Rychlost pohybu je nepifimo umérna velikosti
fragmentu.

V pribéhu elektroforézy se DNA vaze s ethidiumbromidem pfitomnym
Vv gelu, popiipad¢ 1 v pufu. Po skonceni elektroforézy polozime obdélnik gelu na
prosvétlovaci desku a prosvitime ultrafialovym svétlem. Pod UV svétlem DNA
obarvena ethidiumbromidem sviti oranzove. Obrazek gelu mize byt dokumentovan
digitalnim fotoaparatem nebo CCD kamerou. Tento obraz lze pouzit k naslednému

manualnimu nebo poéitadovému zpracovani (KANKA, 2008).

4.4. Polymerazova ietézova reakce (PCR)

4.4.1. Historie PCR

Prvni prace o PCR, kterd popisovala hlavni principy, tedy replikaci ¢asti
DNA pouzitim primerd, byl dvacetistrankovy dokument publikovany v Casopise
Journal of Molecular Biology v roce 1971 norskym védcem Kjellem Kleppeem a
laureatem Nobelovy ceny za lékatstvi pro rok 1968 Harem Gobundem Khoranaou.
Rozvoj metody byl na nékolik let zastaven kvili problémliim se syntézou primert a
¢iSténim DNA polymerazy.

Ovsem za objevitele této metody je povazovan Dr. Kary Banks Mullis, ktery
pracoval pro spolecnost Fétus Corporation a na jafe roku 1983 pftisel s mySlenkou
PCR. Téhoz roku, spolu se svym asistentem Fredem Fallonou, se pokusil myslenku
zrealizovat. Na vyzkumu se podileli i dal§i zamé&stnanci firmy. Cast tymu tvofili
védci, ktefi se zabyvali diagnostikou DNA a identifikaci mutaci lidského genomu.
Prvni ¢lanek popisujici metodu PCR byl publikovan v roce 1985 v ¢asopise Science a
zabyval se pouzitim PCR pro stanoveni mutace genomické DNA, kterd zplsobuje

srpkovitou anémii. Detaily a pouziti PCR byly kompletné odhaleny v ¢lancich, které
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byly vydavany v nasledujicich dvou letech. Nakonec se z metody na analyzu mutaci
DNA stala metoda k amplifikaci jakékoli ¢asti DNA.

Metodu Dr. Mullis postupem c¢asu zdokonaloval od teoretickych schémat
Kk praktickému provedeni. Jeho pracovni postup byl nasledujici: do zkumavky vlozil
malé¢ mnozstvi DNA, které obsahovalo pozadovany gen, velkou skupinu
oligonukletidti a primery. Zkumavku zahiival na teplotu blizkou 100°C a poté
zkumavku opét zchladil. Ke smési pfidal DNA polymerazu, ¢imz doslo k syntéze
DNA. Tento proces nékolikrat opakoval. Kviili tepelné denaturaci DNA polymerazy
bylo nutné ji pfidat k reakéni smési pred kazdym cyklem. Tento proces zajistoval
mnohonasobnou amplifikaci daného useku DNA a jeho snadnéjs$i pozd¢jsi detekci.
Tento postup byl vSak velmi neefektivni, kvlli neustdle pozornosti, Casové
narocnosti a velké spottebé DNA polymerazy. Diky tomu védci hledali zpisob
automatizace procesu, coz vedlo k sestrojeni prvniho termocykleru, ktery pomohl
cely proces urychlit. V dobé vyvoje termocykleri vstoupila firma Cetus do
partnerstvi s firmou PerkinElmer. Jejich spoluprace vedla nejenom k vyvoji
termocyklert, ale také k vyvoji reakénich souprav pro 1€katsky vyzkum.

Dalsim problémem byla termolabilita pfiddvané DNA polymerazy. Béhem
reakce byla spotifeba této latky velmi vysoka, také hrozila kontaminace reakcni
smési, kvili otevirani zkumavky po kazdém cyklu, ¢imZ by byla znehodnocena cela
analyza. Proto byla hledana latka, kterd bude mit stejné vlastnosti jako pfidavana
DNA polymeraza, ale jeji termolabilita bude minimalni. Po né€kolika letech vyzkumu
byla objevena termostabilni DNA polymeraza, ktera byla izolovana z bakterie
Thermus aquaticus, ktera zije v termalnich pramenech v Yellowstonenském
narodnim parku. Nésledné spojeni termocyklerii a termostabilni DNA polymerazy
udélalo tuto metodu plné automatickou, kdy v dneSni dob€& vyzaduje pouze obsluhu,
ktera vlozi reak¢éni smés, zapne a vypne ptistroj.

Techniku PCR ma patentovanou firma Cetus z 28. Cervence 1987 a jako
hlavni vynélezce byl uveden Dr. Mullis. Nasledujici rok firma Cetus obdrzela Zadosti
o propujceni licence k provadéni PCR pro komer¢ni diagnostické ucely. Cetus
oznamil rozhodnuti 15. ledna 1989 spolupracovat s firmou Hoffmann — La Roche
Incorporated na vyvoji a komercializaci lidské in vitro diagnostiky a sluzbach
zalozenych na PCR technologii.

V dalSich letech probéhlo nékolik soudnich sporii o patentovad prava na

pracovni postupy a technologii. VSechny spory byly pro Cetus vitézné. V roce 1992
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firma Roche Molecular Systems odkupuje od firmy Cetus, po letech spoluprace,
patentova prava na PCR a dalsi souvisejici technologie. Patentova prava vlastni do
dnesni doby.

V roce 1993 Dr. Kary B. Mullis dostava Nobelovu cenu za chemii za objev

PCR techniky (Dvotakova, 2007).

4.4.2. Princip PCR

Metoda PCR slouzi k amplifikaci kratSich usekii genomu do délky nékolika
kb (REHOUT, 2000).

Tyto useky musi byt lemovany sekvenci, ktera je alespon z ¢asti znama, aby
bylo mozné navrhnout vhodnou dvojici primeri komplementarnich k lemujici
sekvenci. Vyhodou metody PCR je jeji vysoka citlivost. Sta¢i jen malé mnoZstvi
DNA, aby mohlo djit k amplifikaci dané¢ho useku. Pro analyzu je mozno pouzit
vzorek 1 velmi stary nebo degradovany. Podminkou je, aby obsahoval alespon jeden
zachovany cilovy usek DNA. Zikladni jednotkou polymerazové fetézové reakce je
jeden cyklus, ktery se stava ze tfi fazi: denaturacni, anelacni a syntetické. Tento
zakladni cyklus se opakuje mnohokrat, nejcastéjsim pripadem je opakovani cykla
25 - 35x (DVORAKOVA, 2011).

Prvnim krokem je denaturace dvouvldkové DNA, tj. uvolnéni vodikovych
mustkl mezi bazemi (REHOUT, 2000). Pokud dojde pouze k &asteGnému
rozestoupeni, molekula DNA by se rychle neasociovala a nedoslo by k navazani
primert. Proto je dualezité zvolit spravnou denaturacni teplotu a dobu, po kterou
teplota piisobi. Pfi volb¢ teploty a doby je bran ohled na zastoupeni GC parti v rdmci
amplifikovaného fragmentu, na koncentrace a zastoupeni iontll v reakéni smési a na
pH roztoku. Vé&tSinou je pouzivana teplota 90 — 98°C a doba 10-60 sekund. Pokud by
byla teplota pfili§ vysoka nebo doba pfili§ dlouhd, doSlo by k degradaci prekurzord,
enzymi, DNA a primerQ. Pfesto je vhodné prvni denaturace v ramci celé PCR
prodlouzit na 2 - 5 minut, aby doSlo kuplnému oddéleni fetézci DNA
(DVORAKOVA, 2011).

Nasleduje faze annealingu S primery. Optimalni teplota pro nasedani primert
je zavisla na nukleotidové sekvenci, délce a koncentraci primert. VétSinou je teplota
nasedani primert o 5°C niz§i neZ jejich teplota tani. Proto by anelaéni teplota méla
byt vrozmezi 55 - 70°C v zavislosti na parametrech primeru. Cim je teplota

annealingu vyssi, tim se sniZzuje pravdépodobnost Spatného navazani primeru na
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templafovou DNA nebo reasociace primert navzajem, protoze pii nizkych teplotach
mohou primery nasedat i na sekvence, které jsou komplementarni jen z ¢ésti a tim se
vytvoii nespecificky produkt. Teplota nesmi ptekroCit hranici, pfi které by uz
dochazelo ke vzniku trvalé vazby primeru s templafem. Doba annealingu ma byt
dostateén¢ dlouha pro Uplné obsazeni komplementarnich sekvenci na templatové
DNA. Obvykle byva v rozmezi 30 — 60 sekund.

Doba syntetické faze zavisi na teplot€¢ a na délce a koncentraci templatové
DNA. Syntéza je provadéna enzymem — dependentni DNA polymerazou. Ta musi
byt termostabilni, aby nedoslo k jeji degradaci béhem denaturacni faze. Nejcastéji je
pouzivana Taq polymeraza, ktera je izolovana z bakterie Thermus aquaticus zijici

Vv termalnich pramenech Yellowstonského narodniho parku. Se zvysujici se teplotou

roste rychlost syntézy Taq polymerdzou.

Teplota (°C) Pocet nesyntetizovanych nukleotidii za
vtefinu

22 0,25

37 15

55 24

70 Vice nez 60

75-80 150

Tab. 2: Pocet nesyntetizovanych nukleotidu za vtefinu pti uréité teploté

Obvykle je syntetické fize provadéna pii teploté 72°C, protoze pii této teplotd
je Taq polymeraza schopna syntetizovat vice nez 3500 nukleotidii za minutu. Kvili
tomu se syntéza kratkych usekii do 3 kb provadi pii 72°C po dobu 1 minuty.
Synteticka faze posledniho cyklu PCR je protdhovana na 5 — 10 minut, aby byly
dokonéeny viechny syntézy (DVORAKOVA, 2011).

4.4.3. Slozeni PCR smési

PCR smés obsahuje néasledné¢ uvedené slozky: templatovd DNA, primery,
pufr, DNA polymeraza, dNTP, dvojmocné kationy, PCR voda. Také mohou byt
pfidana aditiva a mineralni ole;.

Templatova DNA obsahuje cilovou sekvenci, kterou chceme amplifikovat a

zaroven slouZi jako matrice pro tvorbu nového vldkna. PCR je moZno aplikovat na
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jadernou, mitochondridlni i plastidovou DNA. Rozhodujici vliv na vysledek PCR ma
koncentrace a kvalita templatové DNA. Pro b&Znou PCR je pouZito fadové 10* - 10
molekul templatové DNA. Cim vétsi mnoZstvi chceme amplifikovat, tim veétsi
mnozstvi musime pouzit templatové DNA (DVORAKOVA, 2011).

Primery jsou uméle pfipravené jednovlaknové oligonukleotidy o délce
vétsinou 20 — 25 nukleotidil, protoze je vysoce pravdépodobné, Ze v geonomu nejsou
dva tak dlouhé useky s naprosto stejnym poradim bazi (REHOUT, 2000). Vyjime&né
mohou dosdhnout az délky 80 nukleotidii, naopak pro nékteré rozbory jsou vhodnéjsi
primery o délce 13 ¢i méné nukleotidi. Pokud jsou primery pftili§ dlouhé a
nepurifikované, je riziko zvySeni pocCtu nespravné zatazenych bazi do
oligonukleotidu. Sekvence primerli by se méla v mist€ vazby co nejvice shodovat se
sekvenci templatu, coz plati pfedev§im pro posledni bazi na 3’- konci a neméla by
obsahovat repetitivni sekvence, aby nedochazelo k vazbé primerii na vice riznych
mist najednou. Dva primery lezici naproti sobé by nemély byt vici sobé
komplementarni, aby nedoslo ke vzniku stabilnich duplexi.

Dv¢ rtizné primerové sekvence se vazi na vlakna templatové DNA, ktera ma
byt amplifikovana. Jeden primer je komplementarni se zacatkem cilové oblasti
vlakna jednoho a primer druhy je komplementarni se zacatkem cilové oblasti na
vlakné druhém. Oba tyto primery maji 3'- konce pfizpisobené tomu, aby se na né
mohly vézat volné dNTP. Navazani primerG na vlakna DNA umoznuje piipojeni
DNA polymerazy a tak mlzZe zacit syntéza cilové sekvence (BUSTIN, 2004).

Pufrovaci roztok je soucast reakéni smési, kterd zajiStuje vytvofeni
potiebnych podminek pro aktivitu DNA polymerazy. Urcuje hodnotu pH, ktera se
pohybuje od 8,3 do 9. Ve vétsin¢ piipadii obsahuje Tris-HCI, KCI nebo n¢kdy také
MgCl, (LERCH, 2011).

DNA polymeraza je enzym, diky jehoZ Cinnosti dochazi k syntéze DNA. Ma
schopnost rozpoznéavat ssDNA jako templaf a vazat ANTP. Vaze se na primer a tak
vznikd fetézec, ktery je komplementarni s templafem a slouzi k jeho prodlouzeni.
K tomu se pouZivaji jednotlivé druhy volnych dNTP (DVORAKOVA, 2007). Dnes
se pouzivd termostabilni DNA polymeraza, ktera je odolna teplotam az 98°C.
Aktivita DNA polymerazy je ovlivnéna reakénimi podminkami, jako naptiklad
hodnotou pH nebo koncentraci pfitomnych soli (BUSTIN, 2004). Nejcastéji
pouzivanou DNA polymerazou je Taq polymeraza, ktera je izolovana z bakterie

Thermus aquaticus. Jeji teplotni minimum se pohybuje v rozmezi teplot 75-80 °C.
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V tomto rozmezi je schopna nesyntetizovat 150 nukleotidi za vtefinu. Pfi
denaturaéni teploté 95 °C je polocas Zivota této polymerazy piiblizné 40 minut, coz
staci na vice nez 30 cykli PCR (BARLETT et STIRLING, 2003). Protoze Taq
polymeraze chybi 3'- 5’exonukledzova aktivita, jeji presnost se pohybuje kolem
1,3 x 10 bazi, tzn. Ze spravné zainkorporuje pramdrné 1,3 x 10° bazi, nez udéla
chybu (SLATER et al., 1998). Dalsimi piiklady DNA polymeraz jsou naptiklad Tth,
Tfl, Pfu apod.

Dalsi slozkou jsou dNTP, tedy deoxynukleotidtrifosfaty. Vyskytuji se
V roztoku samostatn¢. Jako cukernd slozka vstupuje deoxyribosa, mezi pifitomné
nukleové kyseliny patii adenin, cytosin, guanin a thymin, posledni slozkou jsou tfi
zbytky kyseliny fosforecné. Tyto dNTP se v reakéni smési vyskytuji ve formé
sodnych nebo litnych soli. Pfi prodluZzovani primeru se vazi OH- skupinou, kterou
maji, posledni kyseliny fosforecné na 3’- OH konec posledniho nukleotidu
prodluzovaného fetézce. Vaze se vzdy dNTP, ktery je komplementarni k nukleotidu
na templatovém fetézci (BUSTIN, 2004).

Jako dvojmocné kationy jsou nejcastéji vyuZzivany Mg2+ nebo Mn?*. Slouzi
k aktivaci DNA polymerazy. Koncentrace dvojmocnych iontd je v rozmezi 0,5 — 5
mM, zavisi na templatové DNA, primerech a dNTPs. Vysoka koncentrace kationti
ma za nasledek chybovost DNA polymerazy a zvySuje pravdépodobnost zatrazeni
nespravného nukleotidu. Volba vhodného kationu zaleZi na DNA polymeraze.
Polymerazy, které vyuzivaji Mn?®", jsou obvykle méné procesivni a pomalejsi nez
polymerazy, které vyuzivaji Mg, pfiGemz procesivita udava pocet nukleotidd
nesyntetizovanych pfedtim, neZz polymerdza oddisociuje z DNA templatu
(BARTLETT et STIRLING, 2003).

Pro PCR se pouZiva neionizovand a tzv. double-distilled voda, ze které jsou
odstranény pfitoné kationy a anionty (DVORAKOVA, 2011). Pfidavani vody do
reak¢nich smési musi byt obezietné, mize totiz byt zdrojem kontaminace a tim dojde
k znehodnoceni pokusu (BUSTIN, 2004).

Aditiva se pfidavaji pro zvySeni efektivity reakce. Vyuziva se napiiklad
glycerol, ten zvySuje rezistenci Taq polymerazy proti tepelné degradaci, nebo
dimethylsulfoxid (DMSO), ten sniZuje teplotu pro separaci vlaken DNA. Jako dalsi
aditiva jsou pouzivana Triton X-100, Tween 20, Ficoll 400 nebo etanol.

Minerélni olej se pouzivd pro zabranéni odpatfeni vzorku pii vysokych

teplotach tehdy, kdy termocycler nebo vyhtivané viko (DVORAKOVA, 2011).
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4.5. Polymorfizmus délky restrikénich fragmentu (RFLP)

Metoda RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, polymorfizmus
délky restrikénich fragmentl) je zaloZend na enzymatickém $tépeni molekul DNA ve
specifickém restrikénim misté pomoci tzv. restrikénich endonukledz (RE). Dnes je
znamo piiblizné 1500 restrikénich endonukledz (RE). RE produkuji rtizné druhy
bakterii. Slouzi jako ochrana proti cizorodé DNA. Kazdy typ RE rozpoznava rtizné
kratké sekvence nukleotidi a $tépi cilovou DNA na rtiznych mistech, v zavislosti na
sekvenci DNA. Endonukleazy, které rozpoznavaji kratsi sekvenci, st€pi DNA Castéji
na mensi useky. Ty, které rozpoznavaji delsi sekvenci, §t€pi mén¢ Casto a vznikaji
delsi fragmenty. Délka a pocet fragmentt je pro kazdého jedince specificka.

Inkubace reakéni smési probiha pii 37°C po dobu 1 hodiny. Separované
fragmenty srovnavame pomoci gelové elektroforézy na zakladé jejich poctu a
velikosti. Ze ziskanych daji stanovime tzv. polymorfizmy. Polymorfizmy délky
restrikénich fragmenti zapii¢inuji piestavby, napiiklad delece, inzerce a substituce
bazi. Zmény v potadi bazi nukleotidli pak vedou ke zméné poctu restrikénich mist

(KOSOBUDOVA, 2012).

4.6.Analyza genovych a genotypovych frekvenci v populacich

4.6.1. Genotypové frekvence
V tabulce 3 jsou uvedeny vzorce pro vypocet absolutnich a relativnich

genotypovych frekvenci.

Genotypy absolutni frekvence relativni frekvence
AA D d=D/N
Aa H h=H/N
aa R r=R/N
> D+H+R=N d+h+r=1

Tab. 3: Zplsob vypoctu genotypovych frekvenci
D — AA: absolutni pocet jedinci dominantné homozygotnich
H — Aa: absolutni pocet jedincti heterozygotnich
R — aa: absolutni pocet jedinct recesivné homozygotnich
N: celkovy pocet jedincii
d: frekvence dominantnich homozygott
h: frekvence heterozygotl

r: frekvence recesivnich homozygoti
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4.6.2. Genové (alelové) frekvence

Tabulka 4 uvadi vzorce pro vypocet frekvenci alel, a to absolutnich i

relativnich.
Alely absolutni frekvence relativni frekvence
A P=2D+H p=P/2N=d+1/2h
a Q=2R+h 0= Q/2N =r + 1/2h
> P+Q=2N prg=1

Tab. 4: Zptsob vypoctu genovych (alelovych) frekvenci

P: absolutni ¢etnost dominantni alely
Q: absolutni Cetnost recesivni alely
p: frekvence dominantni alely

q: frekvence recesivni alely

4.7 Pearsoniiv y° test

Pearsontiv y° test, nebo také test dobré shody, vychazi z tabulky frekvenci a
testuje nulovou hypotézu (Ho), ktera tvrdi, ze Cetnosti v jednotlivych kategoriich se
rovnaji Cetnostem ocekavanym. Pokud je hodnota Hy niz§i nez zvolena hodnota
vyznamnosti (tradi¢né se udava 5% = 0,05), nulova hypotéza se zamitd. To znamena,
ze rozdil mezi Cetnostmi zjiSténymi ve vzorku a oCekavanymi cetnostmi je piilis
velky na to, aby byl pouze disledkem nahodného vybéru, tedy je statisticky
vyznamny.

Pokud je hodnota Hp rovna nebo vyssi nez zvolena hladina vyznamnosti, pak
nulovou hypotézu nelze zamitnout. Znamena to, Ze rozdil mezi cetnostmi zjiSt€nymi
ve vzorku a ofekavanymi Cetnostmi muze byt disledkem nahodného vybéru, tedy
neni statisticky vyznamny (RIMARCIK, 2008).

u X; — Np; 2
oy =5 )

i=1
Obr. 28: Vzorec x* test (ANDEL, 1985).
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5. Material a metodika

5.1.Material

K dispozici bylo celkem 11 koni plemene Paint horse, od kterych byl odebran
vzorek krve. Od péti koni byl vzorek odebran do zkumavek s citratem, které byly
fadné oznaceny jménem a Cislem. Od Sesti koni byl vzorek odebran do hemosek
sroztokem EDTA, které byly oznaceny cCislem. Néasledné byly vSechny vzorky

uloZeny do chladu a ptevezeny do laboratofe ke zpracovani.

e Objekt ¢islo 1: Freedoms Betty Time
Klisna plemene Paint horse, narozena 17.7. 2009, dovezena z Némecka.

Zbarveni bay tobiano.

Obr. 29: Freedoms Betty Time Obr. 30: Freedoms Betty Time

e Objekt ¢islo 2: EMH Magic Chatan

Hiebec plemene Paint horse. Zbarveni black tobiano.

Obr. 31: EMH Magic Chatan Obr. 32: EMH Magic Chatan
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e Objekt ¢islo 3: Docs Sunfire
Htebec plemene Paint horse, narozen 23. 2. 2007, dovezen z Némecka v roce
2009. Je to velice krasny, atleticky, osvaleny hiebec s velmi atraktivnim zbarvenim
s korektni stavbou téla, krasnou hlavou, 100% zdravotni stav, bez vad postoje,

vV modernim sportovnim typu, KVH 152 cm.

Al SO Cu SR NP 2. VA www.zuzule.com

“-4-‘*‘<.

W www.zuzule.com
Obr. 33,34,35: Docs Sunfire
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e Objekt Cislo 4: Pepino San Bar

Hiebec plemene Paint horse, narozen 8. 5. 2006. Pepino San Bar je krasny,
atraktivné zbarveny cernobily mohutny hiebec, ovéfeny plemenik s nasvalenou a
louplou zadi, Sirokym hrudnikem a uSlechtilou hlavou s vyraznymi Zzuchvami,
korektni stavbou téla s vyraznym osvalenim, 100% zdravotni stav, bez vad postoje,
ma velmi kvalitni kopyta a silné nohy 1 klouby. KVH 150 cm.

Pepino San Bar je zobou tobiano rodicd, testovany v Némecku jako

heterozygot.

Obr. 36,37: Pepino San Bar

e Objekt Cislo 5: Freedoms Ella Chex

Klisna plemene Paint horse, narozena 4. 1. 2010, dovezend z Némecka,

zbarveni black tobiano. Spole¢ny otec s Freedoms Betty Time.

Py

Obr. 38, 39: Freedoms Ella Chex
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e Objekt ¢Cislo 6: Domingo Topsail Jeff
Klisna plemene Paint horse, po otci Quarter Horse. Narozena 16. 3. 2010.

Registrovana na zbarveni bay tobiano.

Lo

Obr. 40, 41: Domingo Topsail Jeff
e Objekt ¢islo 7: Daffne

Klisna plemene Paint horse, matka Domingo Topsail Jeff. Narozena 15. 5. 2002.

Registrovana jako black tobiano.

‘‘‘‘‘

Obr. 42: Daffne
e Objekt Cislo 8: Snowboards Hotrod

Hiebec plemene Paint horse, narozen 14. 4. 2001. Registrovan jako black tobiano.

Na zakladé domluvy s majitelem nebyly poskytnuty fotografie.
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e Objekt ¢islo 9: Fancer Jimmy Cherokee

Hiebec plemene Paint horse, narozen 13. 6. 2011. Registrovan jako bay tobiano.

Obr. 43, 44; Fancer Jimmy Cherokee

e Objekt ¢islo 10: Charlotte Joe Jackie

Klisna plemene Paint horse, narozena 16. 5. 2012. Registrovana jako black tobiano.

Obr. 45: Charlotte Joe Jackie

e Objekt ¢islo 11: Am Charly Brown
Hiebec plemene Paint horse, narozen 21. 5. 2009. Registrovan jako black tobiano.
Podle chovatelskych zkuSenosti pravdépodobné dominantné homozygotni jak pro

tobiano gen, tak pro zbarveni black.

Obr. 46, 47: Am Charly Brown
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5.2. Vypocet koeficientu pribuzenské plemenitby podle Wrighta
Byl vypocten koeficient piibuzenské plemenitby dle Wrighta.

Fx=Y (0,5"""")  (1+Fy)

Fa... koeficient pfibuzenské plemenitby spole¢ného predka

5.3.1zolovani DNA

Pro 1zolovani DNA byl pouzit postup vyuzivajici lyzacniho pufru o slozeni 20ml
Tris, 50ml 1M KCI, 2,5ml 1M MgCl; a 5Sml Tween 20 (detergent). Pfi této metodé
izolovani DNA je mozno pouzit pouze krev, kterd neni odebrana do heparinu.

Nejprve se vzorek krve, pokud je zmrazeny, nechd rozmrazit. Dale jsme si
oznacili ependorfky tak, aby nedoSlo k zdmén¢ vzorka. Vzorek krve jsme protiepali
rukou a nésledné pomalu naséli do pipety. Do ptipravené ependortky jsme dali 50ul
vzorku krve, EDTA jsme smichali s 500ul TE pufru a také jsme ptidali do
ependorfky. Staceli jsme pii 14 000 rpm, pii 25°C po dobu 5 minut. Po stoéeni jsme
odsali tekutinu a opét jsme doplnili 500ul TE pufru. Tento postup jsme opakovali
tiikrat.

Po tretim odsati jsme ptidali 100ul lyza¢niho pufru. Vzorek jsme nechali
inkubovat pii 54°C pies noc. Rano jsme vzorek opatrné promichali a pomalu rozjeli
na 1% agardzovém gelu.

Kvalita izolace DNA byla ovéiena elektroforeticky.

5.4. PCR —exon 17 v KIT genu
Byla provedena PCR dle metodiky Brooks et. Bailey (2005). Sekvence primerd
vychézela z vyse citované prace a byla
KIT16aF 5’-GGT CCT GAC GAT GAG AAA CAC AAG T-3”
KlTel7-117R 5-TTT GAC CAC ATA ATT AGA ATC ATT C-3°
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Slozeni reak¢ni smési bylo nésledujici (tab. 5)

Chemikalie Mnozstvi
Pufr 2,5 ul
MqgCl, 2 ul
dNTP’s 2 ul
Primer 1 1ul
Primer 2 1l
DNA 1wl

Taqg polymeraza | 2 ul

H.0O 8,5 ul

> 20 ul

Tab. 5: Slozeni reakéni smési pro PCR

Jako prvni byl pfipraven mastermix smichany v poradi H,O, pufr, MgCl,,
dNTP’s, primery. Dale byl mastermix rozpipetovan do pfipravenych a oznacenych
eppendorfek. Nasledn¢ byla pfidana DNA daného vzorku. Takto pfipravené vzorky
byly vlozeny do termocykleru a byl spustén program. Po uplynuti pfiblizn€ 2 minut
trvajici denaturaci pti 97°C byla pfidana nafedéna Taq - polymeraza a pokracovalo se
v programu. Taq - polymeraza neni pfidavana do vzorku ihned z divodu dosud
aktivni proteinazy K, kterou je potieba inaktivovat.

Amplifikace byla zah4jena pocate¢ni denaturaci pfi 97°C po dobu 2 minut. Poté
nasledovalo 35 cyklil o sloZeni:

e denaturace pii 97 °C po dobu 30 sekund

e anelace pii 57 °C po dobu 30 sekund

e clongace pti 72 °C po dobu 30 sekund

Zavéretna elongace probihala pfi 72°C po dobu 5 minut. Pro PCR bylo

vyuzivéano pftistroje T3 Thermocycler firmy Biometra®.

5.5. RFLP
Po amplifikaci DNA nasledovala metoda RFLP. Ke kazdému vzorku PCR
produktu byl pfidan Cerveny pufr R a restrikéni enzym Mnll. Po smichani slozek

byly vzorky vloZeny do termostatu a inkubovany pii 37°C pres noc.
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Dalsi den probéhla separace fragmentli pomoci horizontalni elektroforézy.
Vzorky byly obarveny bromfenolovou modii a naneseny do hiebinkti na 3,5%
agarozovy gel znaCeny ethidium bromidem. Prubéh elektroforézy byl nastaven

100V po dobu 60 minut. Vizualizace fragmentii se provedla pomoci UV zafeni.

5.6. Statistické zhodnoceni

Na zakladé zjisténych vysledkl genotypizace testovanych jedinct byla vypoctena
frekvence vyskytu alel a genotypt. Pomoci y* testu byla stanovena odchylka
populace od rovnovazného stavu podle Hardy-Weinbergova zakona. K vypoctim
bylo pouzito nékolik zdkladnich vztaht, které tvoii podstatu populacni genetiky.

Hardy- Weinberguv zakon vyjadifuje matematicky vztah mezi frekvencemi gent

(alel) a frekvencemi genotypu.

AA = p?
Aa = 2pq
aa =g
p a g jsou frekvence alel A a a.
Plati vztah: p+q=1

P?+2pg+q°=1

Uvazujeme-li jeden lokus se dvéma alelami (A,a), plati:

p=1(A)
q="f(a)
Relativni zastoupeni jednotlivych genotypti:
d :% h= % r :%
d+h+r=1
Relativni genové (alelové) frekvence:
p=d+¥%h
qg=r+%h

Rovnovazny geneticky stav v populaci nastane, pokud plati, Ze genovym
fekvencim odpovidaji ptislusné genotypové frekvence. Tato definice vychazi ze

zékladni rovnice genetické rovnovahy.

2 2
o = [ﬂj
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Populace se nachazi v genetické rovnovaze, jestlize P jako frekvence
genotypli pozorovanych (skutecnych) se statisticky nelisi od O jako frekvenci
genotypi (o¢ekavanych) za genetické rovnovahy. K vyhodnoceni se pouziva XZ test.

2
L= (P _OO)
n...pocet porovnavanych tiid dat)
p...pocet odhadovanych parametra
Vypo&itand hodnota y° testu se porovnava s tabulkovou hodnotou pro

ptislusnou hladinu vyznamnosti a stupen volnosti (df) (Tab. 6).

df = n-p-1
Hladina vyznamnosti
Stupné volnosti

(df) 0,05 0,01

1 3,84 6,63

2 5,99 9,21

3 7,81 11,34

4 9,49 13,28

5 11,07 15,09

6 12,59 16,81

Tab. 6: Hladiny vyznamnosti pro jednotlivé stupné volnosti

V pfipad¢ lokusu se dvéma genotypy a tfemi genotypy bude hodnota
df =3-1-1=1.

Populace je pro dany lokus v genetické rovnovaze, jestlize plati thab. > szyp.

Pokud je zjistén prikazny rozdil mezi pozorovanymi a ocekavanymi
cetnostmi, thab_ < Xz\,yp_, pak populace pro dany lokus neni v genetické rovnovaze

(KOSOBUDOVA,2012).

5.7. Priparovaci plany

Ptipatovaci plany byly stanoveny na zakladé¢ Mendelistické genetiky.

Pro ilustraci bylo vyuZito Mendelistického ctverce, ve kterém byly v zahlavi
rozepsany gamety rodi¢l. Ty nasledné byly sepsany k sobé a tim bylo dosazeno

genotypu potomstva.
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6. Vysledky a diskuze

6.1. Vypocet koeficientu pribuzenské plemenitby podle Wrighta

Z registracnich certifikati jednotlivych koni byly sestaveny rodokmeny do paté
generace predkl (viz. prilohy). Spole¢ni ptfedci se vyskytuji u koni EMH Magic
Chatan (na matefské stran¢ shoda po klisné¢ Miss Lady Bird 2 ve 4. a 5. generaci, na
otcovské strané shoda klisna Seekers Sassy oboji v 5. generaci), Docs Sunfire (na
otcovskeé strané shoda po hiebci Doc Bar oboji ve 4. generaci), Domingo Topsail Jeff
(na matetské strané shoda po klisné¢ Expect oboji v 5. generaci) a Daffne (shoda na
matetské stran¢ klisna Expect oboji ve 4. generaci).

Vzhledem k podminkam k vypocétu koeficientu piibuzenské plemenitby podle
Wrighta, tedy Ze vyskyt spole€ného piedka musi byt v obou polovinach rodokmenu,
jak na matefské, tak otcovské strané€, déle Ze spole¢ny pfedek se musi vyskytovat do
paté generace véetné a posledni, Ze potomek daného spole¢ného piedka je v obou
polovinach rodokmenu rizny, je ze sestavenych rodokmend ziejmé, ze v zadném
Z nich neni vyskyt spole¢ného piedka v obou polovinach rodokmenu.

Proto muzeme o vSech sledovanych jedincich fici, Ze zadny z nich nebyl

piibuzensky prochovan.

6.2. 1zolace DNA

Byla izolovana DNA ze vzorkt krve od vybranych jedinct plemene Paint Horse.

Elektroforeticky byla potvrzena uspésnost izolace u vSech 11 vzorki.

6.3. Genotypizace lokusu pro KIT gen

Na zakladé vysledkit metody PCR/RFLP byla provedena genotypizace. Dle délky
jednotlivych fragmentd byly urceny nasledujici genotypy.

Dominantni homozygot s genotypem SB1SB1 obsahoval fragmenty o délce 252
bp, 74 bp a 46 bp. Heterozygot SB1sbl byl potom determinovan piitomnosti
fragmentti o délkach 252 bp, 207 bp, 74 bp a 47 bp. DNA fragmenty s délkami 207
bp, 74 bp a 47 bp urcovaly recesivniho homozygota sh1sbl.

Z celkového poctu 11 sledovanych koni byl jako dominantni homozygot urcen 1

vzorek. Konkrétné se jednalo o klisnu Freedoms Ella Chex. Jako heterozygoty jsem
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ur¢ila 2 hiebce (AM Charly Brown, Docs Sunfire). Zbylych 8 jedinct (Freedoms
Betty Time, Domingo Topsail Jeff, Daffne, Charlotte Joe Jackie, Snowboards
Hotrod, EMH Magic Chatan, Pepino San Bar, Fancer Jimmy Cherokke) bylo
stanoveno jako recesivni homozygoti.

Zbarveni tobiano a sabino jsou kodovany rozdilnymi mutacemi v rozdilnych
castech KIT genu (RIEDER, 2009). Existuje zde moznost, ze kon¢ se zbarvenim
tobiano maji ve své genetické vybavé i mutaci majici za nasledek zbarveni sabino,
ktera vSak v takovych ptipadech muze byt ptekryta zbarvenim tobiano. BROOKS a
BAILEY (2005) zjistovali vyskyt mutace v exonu 17, majici za nasledek u
vybranych plemen koni s vyskytem zbarvenim sabino. Prokazali, ze je zde vztah
mezi mutaci KI16+1037 a vyskytem zbarveni sabino. NaSe vysledky ukazaly, Ze u tfi
koni se mutace s ovéfenym vztahem k sabino zbarveni prokéazala. Ale ani u koné
s homozygotnim zalozenim se vzor sabino fenotypové neprojevil, nebot’ byl piekryt

vzorem tobiano.

6.4.Statistické zhodnoceni

Ziskané vysledky genotypizace byly nasledné statisticky vyhodnoceny. Byly
stanoveny genotypové a genové (alelové) frekvence. Na zakladné zjisténych vypocti

byla ovéfena rovnovaha ve studované populaci.

6.4.1. Genotypové frekvence
Absolutni frekvence genotypti byla: 1 dominantni homozygot (D), 2
heterozygoti (H) a 8 recesivnich homozygotl (R). Relativni genotypové frekvence

byly vypocteny nasledovné (viz. Tab. 7):

Frekvence genotypti
Genotypy SB1SB1 SB1sbl Sblsbl
Absolutni 1 2 8
frekvence
Relativni 0,091 0,1818 0,7273
frekvence

Tab. 7: Frekvence genotypti ve sledované populaci

Vyjadiime-li zjisténé vysledky slovné, lze fici, Ze recesivné homozygotni

genotyp naprosto pievazuje s frekvenci 72,73 %. Druhym nejcastéjSim genotypem je
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genotyp SB1sbl s frekvenci 18,18 %. Nejméné Cetny genotyp sh1sbl se vyskytoval
s frekvenci 9,09 %. Vysledky jsou graficky znazornény v grafu 1.

0,8 -

0,7 -

0,6 -

0,5 - mSB1SB1

0,4 - HSBlsbl

0,3 - shlsbl

0,2 -
0,1 -

SB1SB1 SB1sb1 shlshl

Graf 1: Relativni frekvence genotypt ve studované populaci

BROOKS a BAILEY (2005) testovali na pfitomnost mutace celkem 320 koni
13ti odlisSnych plemen. Ztohoto poctu bylo pouze 5 koni s dominantné
homozygotnim genotypem SB1SB1, coz cini 1,56% frekvenci. NejcetnéjSim
genotypem byl genotyp sblshbl, zjistény u 248 koni (frekvence 77,5 %).
Heterozygotl se v celkové studované populaci nachazelo 68 (frekvence 21,25 %).
M¢ vysledky se tedy podobaji vysledkiim z ptivodni studie.

Z0zim-li sledovany vzorek pouze na plemeno American Paint Horse, ktery
byl v praci zastoupen 27 jedinci, dostanu se k nasledujicim udajum: zadny
dominantni homozygot, 4 heterozygoti (frekvence 14,81 %) a 23 recesivnich
homozygott (85,19 %). Naprosto ptevazovali jedinci s genotypem sh1shl. Vysledky
obou porovnavanych praci se lisi, zejména diky tomu, ze se v mé praci vyskytl 1
dominantni homozygot a v ptvodni praci zadny dominantni homozygot zjistén

nebyl.

6.4.2. Genové (alelové) frekvence

Absolutni a relativni frekvence byly vypocteny a jsou uvedeny v tabulce 8.

Frekvence alel
Alely SB1 sbl
Absolutni frekvence 4 18
Relativni frekvence 0,1818 0,8182

Tab. 8: Frekvence alel ve studované populaci
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Cetngjsi alelou v mnou studované populaci koni byla alela sbl s frekvenci
81,82 %. Alela SB1 se tedy vyskytovala s frekvenci 18,18 %. Lze fici, Ze recesivni

alela byla pievazujici, jak lze pozorovat i z grafu 2.

0,9 1
0,8 -
0,7 1
0,6 -

0,5 A
04 - msbl

B SB1

0,3 1
0,2 1
0,1 A

SB1 sbl

Graf 2: Realtivni frekvence alel ve studované populaci

Pokud porovnam mnou zjisténé vysledky frekvenci alel s frekvencemi
vyplyvajicimi z pivodni prace (BROOKS a BAILEY, 2005), lze konstatovat, Ze
frekvence alel jsou v obou pracich téméf totozné. Frekvence alely SB1 zde byla
12,19 % a alely sb1 87,81 %. Pti zGzeni ptivodni populace pouze na jedince plemene
American Paint Horse Ize odvodit nasledujici frekvence alel: SB1 7,41 % a sb1 92,59

%. Pfevaha recesivni alely je zde jeste zieteln€j$i nez v mnou studované populaci.

6.4.3. Testovani odchylky od Hardy — Weinbergovy rovnovahy
K vypodtu byl pouzit x? test. Vzorec a postup pro vypodet 5 testu je uveden
Vv kapitole Materidl a metodika. Tabulka 9 uvadi skute¢né a teoretické pomeéry

genotyptl a rozdily mezi nimi.

SB1SB1 SB1sbl sblsbl

Skute¢né 0,09091 0,18182 0,72727
Teoretické 0,033058 0,297521 0,669421
diference 0,057851 -0,1157 0,057851

Tab. 9: Podklady pro vypocet y testu
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Vypocet:
2 _ (0,057851)° . (-0,1157)° N (0,057851)*
0,033058 0,297521 0,669421
wp.= 0,15
Vab. 3,84 > 7wy, 0,15
Na zaklad& vypoctu x* testu (0,15) a porovnani s tabulkovym y° testem, pii

=0,151231256

stupni volnosti 1 a hladiné vyznamnosti 0,05, miizeme fici, ze testovana populace se

nachazi v Hardy — Weinbergoveé rovnovaze.

6.5. Navrh priparovacich plani podle Mendela

Byly uvedeny moznosti kiizeni studovanych jedinct. Vzhledem k tomu, ze
pii vypoctu koeficientu piibuzenské plemenitby bylo zjisténo, ze v mnou
studované populaci se nevyskytuji jedinci, kteti by byli ptibuzensky prochovani,
Ize je mezi sebou volné pfipoustét. V dalsim textu tedy uvadim jednotlivé
moznosti ptipousténi podle genotypl a naslednou progndzu pienosu mutace pro
zbarveni oznacené jako sabinol.

Prvnim piipadem je kiiZeni jediného nositele dominantné¢ homozygotniho
genotypu (SB1SB1) klisny Freedoms Ella Chex s hiebcem nesoucim recesivné
homozygotni genotyp (sb1lsbl). Zde je mozZnost vybéru z hiebci Snowboards
Hotrod, EHM Magic Chatan, Pepino San Bar, Fancer Jimmy Cherokee. Moznost

ktizeni je znazornéna pomoci mendelistického ¢tverce v tabulce 10.

sbl sbl
SB1 SB1sh1 | SB1shl
SB1 SB1sh1 | SBlshl

vvvvv

Vysledkem kiizeni jedinci s vyse uvedenymi genotypy bude se 100%
pravdépodobnosti hiibé s heterozygotnim genotypem SB1sbl. Vzhledem Kk tomu, Ze
hiibé bude nositelem 1 dominantni alely, ma v sob& geneticky potencial pro zbarveni
typu sabinol. Zda se toto zbarveni projevi, zavisi na tom, zda se projevi i piivodni

rodi¢ovské zbarveni tobiano.
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Dalsi moznosti by bylo kfizeni klisny Freedoms Ella Chex (SB1SB1) a
jednoho z hiebct s heterozygotnim genotypem (SB1shl) AM Charly Brown nebo

Docs Sunfire. V tabulce 11 je znazornén mendelisticky ¢tverec pro takové kiizeni.

SB1 shl
SB1 SB1SB1 | SB1sb1l
SB1 SB1SB1 | SB1sb1l

vvvvv

Z tohoto kfiZeni, jak je vidét, je 50% Sance na hiibé nesouci mutaci pro
zbarveni sabinol a majici heterozygotni genotyp. Rovnéz je tu 50% pravdépodobnost
na narozeni hiibéte s dominantné homozygotnim genotypem, jehoz vysledkem bude
rovnéz genetické zaloZeni pro zbarveni sabinol, které by se vSak fenotypové mohlo
projevit jako téméf bilé zbarveni.

Ttreti moznosti je kiizeni klisen Freedoms Betty Time, Domingo Topsail JEfT,
Daffne nebo Charlotte Joe Jackie s recesivné homozygotnim genotypem (sblsbl)
S heterozygotnimi hiebci AM Charly Brown nebo Docs Sunfire (SB1sbl).

Mendelisticky ¢tverec (tab. 12) zndzorfiuje teoretické schéma takového kiizeni.

SB1 sbl
sbl SB1sbl |sbilshl
sbl SB1sbl |sbilshl

V piipadé takového kiizeni existuje 50% pravdépodobnost narozeni hiibéte
s heterozygotnim genotypem SB1sbl a moznosti na projev zbarveni sabinol. Je zde
vSak 1 50% pravdépodobnost na narozeni jedince s recesivné homozygotnim
genotypem shlsbl, které ssebou nese fakt, Ze takové hiibé by nemélo sabino
zbarveni.

V poslednim ptipadé zvazuji kfizeni jedné z klisen Freedoms Betty Time,
Domingo Topsail Jeff, Daffne, Charlotte Joe Jackie (vSechny recesivni homozygoti
sb1sbl) s jednim z hiebci EHM Magic Chatan, Pepino San Bar, Snowboards Hotrod

nebo Fancer Jimmy Cherokke (vSichni recesivni homozygoti sh1lsbl). Se 100%
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pravdépodobnosti bude hiib¢ recesivni homozygot sb1sbl a vzor sabino se u néj tedy

neprojevi.

sbl sbl
sbl sblshl |[shlsbl
sbl sblshl |[shlsbl

vvvvv

60



(. Zaveér

Cilem prace bylo provést analyzu genetického zalozeni zbarveni u vybrané
populace koni. K testovani bylo vybrano 11 koni plemene Paint Horse chovanych u
soukromych chovatelii v Ceské republice. Byly od nich odebrany vzorky krve a
provedena nasledna analyza genetického zalozeni.

Byl testovan exon 17 KIT genu. Ve sledované populaci byl vyskyt genotypa 1
dominantni homozygot, 2 heterozygoti a 8 recesivnich homozygoti. Frekvence
vyskytu dominantni alely SB1 byla 18,18 % a frekvence vyskytu recesivni alely
81,82 %. V porovnani s vysledky jinych autorti je Cetnost alel témet totozna.

Pro dosazeni zbarveni sabino mutzeme doporucit kiizeni dominantné
homozygotniho jedince s recesivné homozygotnim (SB1SB1 x sh1sbl), ze kterého je
100% pravdépodobnost dosazeni hiibéte S pozadovanym fenotypem. Déle kiiZeni
dominantniho jedince s heterozygotem (SB1SB1 x SB1shl), kde je pravdépodobnost
50 %. A vposlednim piipadé kiizeni heterozygota s recesiviné homozygotnim
jedincem (SB1sbl x sblsbl), u kterych je pravdépodobnost také 50 %. Vyloudit
muzeme kiizeni dvou recesivné homozygotnich jedincii, u kterych pozadovaného
fenotypu nedosdhneme.

Zbarveni kon¢ je pro mnoho lidi hlavnim faktorem pro jeho vybér. Piestoze
jsou dulezitéjsi faktory pti vybéru, jako napt. zdravi koné nebo stavba téla, je dobré
se vénovat 1 genetickému zaloZeni. Pomoci znalosti genetiky mliZeme predchazet
spojeni gend, které zplsobuji riizné nemoci nebo syndromy zapficifiujici letalni
stavy. Preventivni genotypizace je dnes podminkou u nckterych asociaci plemen
koni. Napiiklad u koni plemene Paint horse se dnes testuji plemenici i klisny a
predchazi se tim pravdépodobnosti vyskytu nemoci a smrtelnych syndrom.

I kdyZ doslo v poslednich letech k velkému pokroku v oblasti genetiky barev
a zbarveni u koni, stale jsou Kk nalezeni dal$i otazky a neprokazané hypotézy. Je proto
nutné ve vyzkumech pokracovat a odhalit tak dal§i geny, které pomohou objasnit

nejasné syndromy a dalsi otazky tykajici se dédi¢nosti barev.
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9. PFilohy

e Rodokmen hiebce Docs Sunfire

Lightning Bar
Doc O Lena Dandy Doll

Poco Bueno
Poco Lena Sheilwi
Lenas Diamond Chex 3 EIdWIB. ;
Diamond Chex Ha|r|]' z?lh lamon
Diamond Lill Ya i Kt.ex
Satin Sage ucca Ring
Angel Vee
Sun Doc Olena ! \
Lightning Bar
Docs Marlin Ea ndy Doll
Tianna Leo s -
i Poco Tianna
Smorspots Bymarlin : o
Heza Smooth Jess [Pioort ™ 235y
North Side

Smooth Marble Cake -
Dino Dollar Maker

Dia De Las Madres
Mr Irresistable

Dias Bay Nugget

Docs Sunfire

Sir Cat -
Cats Lad Little Polecat
Gayla Streak Sc9oter Streak
Cats Coco Dancer Miss Tam.my Bond
Double Degree Doul.)Ie l.3|d
Miss Double Hand Dulcie Five
Hand It Up Alfexanders Hand
Miss Pep 91

Carmi Dancing Cat -
Leo San Siemon

Cherokee War Chief |Papoose
Nickel Dividend
Zees Immage Zee Etta Star

Tom Tom Sundance R|

Charming Carmin

Panic Bar

Carmi

Vagas Twist
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Rodokmen hi‘ebce Pepino San Bar

Pepino San Bar

Sunny Cimota Bars

Steel Bars Skip

Fantastic Sanbars ;nga[b' S:X
Dainty Gal San L'a ySteo Galn
Jack D Sanbars er’r;ertzrl_ a
The General V\(/)' e S ee
General Glamor Gal J "T‘pyss a:/l
Go Ashley San Gumpc,)rfféng zn
o Buffie Babe
Billy Skip Bars —
Son Ofa Doc ] ok
Doctor Como K?ZZVB °°t S
Baby Foot Ing Bootsy
Lena Cottoneye
Doctor Honey Bar
. Three Bars
Gay Bar King -
Gay Widow
Gay Bar Honey -
Billy Joe Bob
Gold Dust Blonde -
Conchita B
Nunes Pocoweed :0;0 Dell
Poco Dell Weed C? € -
Cimarron Tobosa erna-rrro; Ing
Hyland Poco San iss Tobosa
Colonel Frost
Colonel Cause
Brown Foot

Susies Magic Girl

Bavarian Crown

Miss Question San

Half Moon San

Question Squaw

Susies First Girl

Jacket Bars

Jackets Scat Helios Miss
Jacks Back
taco Three Star
Princess Taco Pintoresca
Hanks Koko
Kokomi War B Bell
Girl Most Likely okomingo ar Bonnet Belle
Images Ace
Jessie Fancy Miss Quincy
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e Rodokmen hf¥ebce EMH Magic Chatan

EMH Magics Chatan

Magic On Ice

MKS Magic Johnson

Magic Cash

Midnite Cash

Skip A Sure Cash

Neiowa Robin

Mindy Sue Pepper

M KS Black Pepper

Mellisa Sue

Ultimate Chex Mix

The Ultimate Dude

Dudes Tinky Robin

O Kies Velvet

Chex Spiffie Tiffy

Monarchs Checkers

Danger Ebony Babe

Seeking Lucy Dean

Mr Class Seeker

Mr Seeker Bar

Seekert Class

Bunyon Bonanza Bar

Classic Finale

Marble Onyx Bay

Tuffs Gentleman Onyx

Pattons Joe Dean MR Joe Trouble
Miss Lucy Dean Deanos Marty Bar
! i Gray Showdown Skip
Miss Lucy San
Leos Echo Sans
Son Of Tuff

Tuff Black Panther

Tuff Kid

Miss Lady Bird 2

Miss Lady Bird 2

Joe Reed Twist

Miss Lady Bird

King Stormy McCue

Cinnamon Bay

Iner McCue > S "
McCue Onyx a\.Nn unse
. Satin N Sugar
Spicys Sugar - 2
Spicy Doolin
Quick Doc
Kilado Bey Kiladoc Toni Kila Bar

Sheze Trouble Jane

Mr Trouble San

Jack Eyed Brett

Salt N Pepper

Pitch Pepper

Ima J Bar Too

Ready Josette

Gold Strikes Lady

Kipty Top Moon

Lonsum Strikes
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e Rodokmen hiebce AM Charly Brown

AM Charly Brown

CK Buck Lowa Bar

Bucks ATen

Buck McCue Kingfisher
Sun Of A Buck Gypsy McCu.e
Carmen Rey Paulf Yacqui
Ro Linda
Breeze Bar

Nikis Impressive

Keystone Kid

Flapperetta Jo

Impressive Amanda

My Impressive

Mars Beauty

Devil Anne Lasan

The Ole Man Brush

The Ole Man

Three Bars

Chicado V

Ms Riverboat Brush

Riverboat Joe

Brushs Marie

Speck Deck

Morning Cloud Bell

Deck Bar Skip -
i Little Penny Bar
Specks Annie Lasan
. Cowans Lasan

Annie Lasan -
Annie Oakley
Taurus Jin,

J Justa Touch .g
Barton Girl

Justa Ranger

Comars Lisa Bar

Mystic Rusty

Comar Senoya Bar

Justa Joe B2z Bar )
Buzzs Clown TunP ar.r
Patty Columbo ps TENNy
. Columbo
Blaines Rose
Dyna Go Rose
Freno
Chief Eagle QTon Eagle Q Ton Dixie Alpha
Bert
Misty Milkmate Little Squaw Huggins Paint Mare
Poco Champ
Lads Poco Paula Poco Lad Bright Star Shoot
Paula A
Pauladitto Mitzi Doane
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e Rodokmen h¥ebce Snowboards Hotrod

Snowboards Hotrod

Big Steps Snowboy

Greyhound Step Jr

Greyhound Step

Big Step

Greyhound Doll

My Trixie Surprise

Big Steps Dude

Tabanos Juan Son Iagar}o King
Bucks Perky Lady a y uan
Sheiks Buckless
Lady Buckless -
Cinnamon
Dyna Joe

Lasan Smoky Rascal

Joes Dyna Rascal

Romper Rascal

Smokin Lady Lasan

Lasans Diamond Dan

M Whi
Lasans Frostedlace Nei;js\fart m
Mighty Start Mighty Sh
i r
Frosted Lace ETY Snarp
. Mr Rebel Charge
Gindecka -
Gordies Deck
Dial Leos Boy Eroetti 3
Doolins Daddy Benny Lara ©
Less Doolin Legfelr) eel'
Doolins Hotrodder ue y. ooin
Intentionally
Dayeynu Jolie Deja
Gallanu To L )
Gallahads Lady Gar”ryh odngG I
Doolins Nschotschi a. ahacs 3
String Venture
Styled To Win Skip In Style Sk!p A Dream
Skip 3 Bar
Skip Two Three  [Wells Honey

Satisfactiongaronted

Skippa Leann

Skippa Prince

Skippa String

Skips Princess

Leanna Dial

Jet Dial

Monta Leann

71



e Rodokmen hiebce Fancer Jimmy Cherokee

Fancer Jimmy Cherokee

War Leo Bonanza

Emphasis
EE Black Dart
Casablanca King K
Kaci Ann F|r1.g|‘tong0
Cherokee Blanca C:Jo : : Boogi
Cherokee Strip S e(;o Jee oot
Kee Chero Tan . OB t
Berta ommy Be
Unable
Smart Cherokee Dee Sugar Bars
Mr Bud Bars T:g vs Doll
Country Pattern 'fs i AO
: Amigo Raider
Amigos Babe -
Gay Survivor
MS Patty Dee Sandy Streak Joe
Sandy John Mc Cue — i
Dixie R Mc Cue
MS Q Dee McCue ;
. Handy Wimpy Jr
Wimpys Marquessa
Marquessa
Three Bars ::rc;ntsge
No Double CthkeA =
Miss Bound Away [k AWy
) Thyralet
Somethingfancy Balladi
Mr Music a2 |er.
Mata Hari
Crescendo :
. On Location
Local - Annie Liberty A
Fancys Charity l a—
King
Tabano Bay Tabano King L!ttle Re-d Annie
Silver Wimpy
Pocono Averett Carmen Five Sue Scha.rbauer
Tom Adair
Cheeta Celine George East Jee.ap Adair
Will Stead
Juarez Adair J A Mare
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e Rodokmen klisny Charlotte Joe Jackie

Charlotte Joe Jackie

Am Charly Brown

CK Bucks Lowa Bar

Bucks A Ten

Sun Of A Buck

Buck McCue

Carmen Rey

Nikis Impressive

Keystone Kid

Impressive Amanda

Devil Anne Lasan

The Ole Man Brush

The Ole Man

Ms Riverboat Brush

Specks Annie Lasan

Deck Bar Skip

Annie Lasan

Morning Cloud Bell

Justa Ranger

J Justa Touch

Comars Lisa Bar

Justa Joe B a
Patty Columbo uz.zs own
Blaines Rose
Chief Eagle I(};;on:agle
Misty Milkmate RHe oquaw
Poco Lad
Lads Poco Paula -
Pauladitto

FH Dears Joe Jackie

Gay Britches

Handy Britches

Little Britches

Helen Minnick

Bessie Gray (éozpe’\r/lNlck
Buckskin Dear ety Vay
Rambeleon
Jo Jo Dear T tH .
Jo’s Little Lady Mr.um:e ancoc
Texas Lady Hutson facho
Ray Barnes Mare
Watch Joe Jack
Watch For Sunup Watch Tyree Ima Tyree
Star Eyed Jack
Watch For Georgia Star Eyed Charm [EZ Georgia
Bert
George Paul N R Jacci

Georgia Sonny Que

WRS Sonnys McCue

Question Marks Sonny

Little Bay McCue

73



e Rodokmen klisny Daffne
Mark IV i°:tnys?eez‘33r
Diamond H Mark Two| B?” YLI 3; an
Billys Candy PI 'yt ';y 5
Stardust Diablo DE-“L Careh.
Diablo Blanco Fla : ct>c Ise
Diablo Doncella B(IJurk Hpo ;
Badger Waggoner ack ughes
ips Di Flo Bust
Skips Diablo Bar oo —
Skip ADickson [ 'F;pslr ude <
Charlies Trouble Aas. orning Star
Yellow Again Eainy -
i i Bar O Goldie Cue
Painted Jillee :
: Barnone Impressive
Impressive Boston
i Boston Cameo
Boston Jillee
Sigar Jillee Olee Bar
Daffne ght{bbyllll
Triple Skip rujo -
i Readers Skip
Skips Ransom Sheer Ao
Silver Star Rose flver Arie
i Rose Dream
Priceless -
Skip Sandman 3 I'Fi; er <
Show Me Skip a urTeCa ar
: . Poco Pine
Pines Rosalie Viss Gi 5
Bravo Lady Dallas . iss Ginger Bee
Jim Harlan
Jim’s Perfection Jim Yo Yo Smlths babe
Kings Count
Lady Perfection Expect Twalla
Jack Godley
Deanna’s Bay Lady Guadalupe Bill D.ark Ruby
Kings Count
Expect Twalla
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e Rodokmen klisny Domingo Topsail Jeff

Domingo Topsail Jeff

Topsail Lucero Jeff

Girl Leos Jac

Little Pie Jac

Jacs Little Pine

Hollywood Jac 86

Miss Doll Pine

Peseta Pie

Gray Pie Too

Peseta Gris

Green Star Girl

Leos Three Jets

Ima Three Jets

Golddust Zero

Possums Girl

Possum Clegg

Grey Munoz

Topsail Playgirl

Palomino Lucero

Docs Voyager

Doc Bar

Pepina Kay

Venessas Story

Freckles Playboy

Lynn O Lena

Sanditch Cody

Topsail Cody

Joe Cody

Doc Bar Linda

Sanditch Dude

Bar Ditch Dude

Misty Penny Bar

Daffne

Diamond H Mark Two|

Mark IV

Stardust Diablo glll\g C;\dy
Diablo Doncella Blad o V\jnco
Skips Diablo Bar Slj gAerD_ zggoner
Charlies Trouble v II’I) Alc s'on
Painted Jillee clow 'gam
. Impressive Boston
Boston Jillee -
Sugar lJillee
Triple Skip
. Skip’s Ransom Silver Star Rose
Priceless -
Skip Sandman
Bravo Lady Dallas Show Me Skip Pllnes Rosalie
JimYo Yo
Lady Perfection Jim’s Perfection |Expect :
Guadalupe Bill
Deanna’s Bay Lady |Expect
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e Rodokmen klisny Freedoms Betty Time

Freedoms Betty Time

Cherokee Black Max

War Leo Bonanza

Emphasis
EE Black Dart
Casablanca T
Kaci Ann F'Tgl_tongo
Cherokee Blanca CrrI]JO Is —
Cherokee Strip s e(;o Jee oogie
Kee Chero anady Jo
Tommy Bert
Berta
Unable
Blue Max IBIUZ Il\:/lark
Blue Review ,\’/I“ E‘DWaﬁo
Claudes Moon Deck Cloo; ecc ter
All Star Review . au‘ esT a
Scenic All Star uprise ég
f Croton Oils Star
All Star Sis

Cactus Dawn

Cactus Banner B

Snap On Wench
Quincy Dan Mlght\{ Bars
. . Leo Princess
Sir Quincy Dan
Joe Reed ||
Saneta
Waneta Of West Woodlawn
Dan Dooley -
Little Joe Jr
Dooley M Susie Svk
Dooleys Muchacha usie y' €
. Senor Bill
Bills Baby Bab
Dans Prime Time abe
Spotted Bull
Cherrio Kid Winken Wayne Com|cal Sue
Chicaros 4 Bars
Six Bar Time Dot Bar Tequesquite Lady 39
Poco Speedy
Six Bar Gold Driftys Poco Woodfern
Redwood Jake
Six Bar Brown Lidless
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e Rodokmen klisny Freedoms Ella Chex

Freedoms Ella Chex

Cherokee Black Max

War Leo Bonanza

Emphasis
EE Black Dart
Casablanca p—
Kaci Ann F'Tgl_tongo
Cherokee Blanca crrl,JO i Ijl —
Cherokee Strip S e;o Jee oogie
Kee Chero andy Jo
Tommy Bert
Berta
Unable
Blue Max IBIUZ I'\:/Iark
Blue Review l\r/]|1 aDWaiO
Claudes Moon Deck o2t ECKer
i Claudes Cat
All Star Review e
Scenic All Star uprise ?g
f Croton Oils Star
All Star Sis

Cactus Dawn

Cactus Banner B

Snap On Wench

Brioso King Raffles

Three King Raffles

Continental King

King

Sue Hunt

Athenian Lady 2

King Bars

Raffles Baby

Majors Manana

Royal De King
Queen Royal
Shesa Peppy Royal k
. Poco Brioso
Briosos Pat ] Sl
Kings gene Chex ames Sally
Doc Bar
. Genuine Doc Gay Bars Gen
Genuine Sugar
Sugar Vandy
Gene Sugar Chex Ima Sugar Vandy l\/.lorrls'Chesty
King Fritz
Chex Clymer Wolverton Chex |Lori Chex
Fred B Clymer
Goldi Clymer Bit A Sugar
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