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SUMMARY

Backround

Microsatellite markers are used for individual identification, parentage analysis,
characterization of populations and diversity evaluation. Single nucleotid polymorphism
markers in pigmentation loci are used for a prediction of colouring and elimination of
some offspring diseases.

The goal of dissertation was to detect genomic markers and their implementation into a
diversity characteristic of chosen horse breeds, genetic prediction of horse
pigmentation, database EFABIS and forensic usage at CZ.

Results

Microsatellite markers

There were analysed 17 microsatellite markers (MS) in 7 682 horses from 13 breeds
kept in the Czech Republic (CZ). Main parameteres of diversity were: the average
number of allels in a single locus 11.29, expected heterozygosity 0.771, observed
heterozygosity 0.737, polymorphic information content 0.738.

Diversity evaluated by Structure program showed clear distinction of Hutsul horse
breed at K2. The specific breed in CZ, Equus Kinsky, separated at K4. Individual horses
exhibit different share of Czech Warmblood, Slovak Warmblood and English
thoroughbred in microsatellite markers.

Single nucleotid polymorphism (SNP)

From the point of view of pigmentation and the interest of breeders in CZ, Equus
Kinsky is mostly interesting. There were genotypes of colouring determined at stallions.
Allele frequency: ASIP (A 0.731 and 0.269), MCIR (E 0.115, e 0.885), MATP (C 0.596,
Cr 0.404). On the basis of determined pigmentation genotypes, the approach was made
for the mating of Equus Kinsky horses with a focus on colouring of offsprings
(palomino, buckskin).

At Hutsul stallions who were involved into genetic resource, genotypes of colouring
were determined. Allele frequency: ASIP (4 0,6, a 0,4), MCIR (E 0,9, e 0,1), MATP (C
1,0 Cr 0,0.), KIT (sb1 1,0, Sb1 0,0), (To 0,1, to 0,9), EDNRB (O 0,0 o 1,0). According to
these results, Association of Hutsul horse breeders requires at every stallion embodied
into genetic resource, a DNA test on tobiano depigmentation.

At western horses, breeders prefer various types of depigmentation. In order to restrict
an appearance of OWLS syndrom, allele frequency of EDNRB (O 0,271, 0 0,729) was
determined at Paint Horse breed in CZ. On the basis of results, breeders regulate
breeding according to given genotypes.

Microsatellite and single nucleotid polymorphism markers for database horses in
EFABIS

For Hutsul horse and Equus Kinsky, heterozygosities were determined at loci AHT4,
AHTS5, ASB2, ASB17, ASB23, CA425, HMSI, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4,
HTG6, HTG7, HTG10, LEX3, VHL20, and allelic frequencies at genes ASIP, MCIR,
MATP, KIT, EDNRB.

Provisionally, there are molecular genetic data from CZ presented at european overview
EFABIS (FAO-DADIS).



MS of horses for forensic usage in CZ

Sufficient reference databases of MS genotypes has to be built for each breed in order
that a solution of forensic problems could be found. A part of dissertation is electronical
attachment (CD) containing genotypes in 17 MS at 9 515 horses of 27 breeds including
genetic resources.

The Laboratory of agrogenomics, where the dissertation was made, fulfills significant
conditions for forensic laboratory in CZ, namely accreditation according to norm CSN
EN ISO/IEC 17025:2005.

Conclussion

From the point of view of horse breeders, genetic prediction of colouring and OLWS
restriction have the largest use.

Reference database of MS genotype, which is included in dissertation, is mostly
important for applied research.
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1. UVOD

Stabilita, udrzitelny vyvoj lidské populace, kterd dosahla v prvnim roce druhého
desetileti 21. stoleti 7 miliard, je zavisla na rozvoji vzdélavani a na n€ navazujici védu,
vyzkum a inovace.

Udrzitelnost vyvoje zemédélstvi, lidské ¢innosti zajistujici nejen potraviny, ale i zivotni
prostiedi, je tradicné vice chapana a proto i rozvijena a podporovana v rostlinné sféte.
Dokladem uvedeného nazoru pro CR je napiiklad:

— prevazujici zastoupeni zdkladniho vyzkumu v oblasti rostlin a tim i1 vzdélavani
doktorandli na vSech pfirodnich univerzitach

— v ramci OP VaVal je budovano pouze jedno regiondlni centrum aplikovaného
vyzkumu v zemédé€lstvi (RVC Hand) na univerzité Palackého v Olomouci, které se
uplatituje v rostlinnych biotechnologiich

— analyza podporovanych projektii ve vyzkumnych programech MZe CR, provedena
Dvorakem (2008) a nasledné Konickovou et al. (2010) ukézala 3-4 nasobné vyssi
finan¢ni statni podporu rostlinné vyroby nad zivocisnou.

Udrzitelnost chovu hospodatskych zvitat je ve svété zvyraznovana a podporovana ve
vyzkumu 1 vzd€lavani. Viz naptiklad program vyhlaSeny FAO v r. 2010 (Ajmone-
Marsan, P., Globaldiv Consortium, 2010) nebo evropsky projekt EFABIS ukonceny v
roce 2010 — A European Farm Animal Biodiversity Information System (EFABIS),

http://efabis-devel.tzv.fal.de — shromazd'ujici informace o plemenech hospodaiskych

zvitat v jednotlivych zemich, na kterém se vsak CR nepodilela. Divodem absence
Ceska mize byt mj. také okolnost, Ze organy vécné odpovédné za zemédélstvi a vyzivu
obyvatel nejsou podporovany pifesnymi a objektivnimi analyzami stavu v CR a
vysledky védeckého poznani ve svété v genetice hospodaiskych zvirat.

Vyzkum a vzdélavani v zivociSnych biotechnologiich pro udrzitelnost chovu
hospodatskych zvitfat vychazi z védniho oboru genetika. Odrazem této skutecnosti jsou
v biotechnologiich u hospodarskych zvifat bézn¢ pouzivané terminy geny, sekvence
DNA, molekularni genetické markery, genové zdroje, genomicka selekce,
nutrigenomika, atd.

Genetické pojmy jsou obsazeny v Evropskych vyzkumnych a vyvojovych prioritach a
jejich hlavnich smérech vyzkumu pro oblast zemédé€lstvi ,,Vyzkum v oblasti
biotechnologii hospodaiskych zvifat a rostlin a vyzkum funkci genli; vyzkum
genetickych zdrojii; vyuziti hospodaiskych zvifat a rostlin k produkci rekombina¢nich
proteinli®, pro oblast potraviny a potravinovy fetézec “Potraviny pro zdravou vyzZivu,
sloZzeni potravin; ukazatele jakosti, bezpecnosti a autenticity; moderni molekuldrni

metody vySetfovani potravin®.


http://efabis-devel.tzv.fal.de
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Pro oblast pokro€ilych biotechnologii jsou hlavnim smérem vyzkumu “Vlastnosti
hybridnich a transgennich organism; ziskdni informaci o uloze genetickych a
epigenetickych faktorii pii regulaci zakladnich molekularné biologickych procest;
piiprava vysoce vykonnych produkcénich bunéénych linii a organismi; vytvofeni
stabilnich geneticky modifikovanych organisml (zvifat i1 rostlin) pro zemédélstvi a
navazujici obory“ (Piistup Ceské republiky k piipravé nového ramcového programu
Evropského spolecenstvi pro vyzkum, technologicky rozvoj a demonstrace a
EURATOM, Podkladovy material: www.msmt.cz).

K dal§imu pohledu na pomér genetiky rostlin a genetiky zivocichti z hlu tématu
zaméfeni spisu na hospodaiskd zvifata mohou poslouzit naptf. zavéry nckterych
recentnich publikaci (Maki-Tanila et al., 2008, Eaton, Aramyan, 2010), které zde
uvadime:

a) u zvifat se pro genové zdroje musi vytvafet nakladné Slechtitelské/chovatelské
programy, zatimco u rostlinnych genetickych zdroja staci genové banky

b) v dynamice chovatelskych programii je rizikové hodnoceni a vybér vhodnych zvitat
do zdroje jen podle fenotypovych a rodokmenovych informaci

c) nova, vhodnd a exluzivni molekularné geneticka kriteria, znaky a postupy pro
zachovani biodiverzity a tim udrzitelnosti daného druhu, plemene, populace zvifat jsou
oproti rostlindm finan¢n€, materialové a pracovné nakladnéjsi pfi jejich implementaci
do praxe.

Pracovisté genetiky zivocCichi, kde byla zpracovana experimentalni ¢ast disertacniho
spisu, provadi dlouhodobé vyzkum, vyvoj a inovace v molekularné¢ genetickych
markerech hospodaiskych zvifat. V soucasnosti je tato Cinnost soustfedéna do
“Laboratote agrogenomiky* pod vedenim autorky predloZzené¢ho disertacniho spisu.

Téma, specifikované ndzvem spisu Detekce, monitoring a implementace molekularné
genetickych markert u koni v CR v podstaté uplatiiuje postup fedeni komplexniho

aplikovaného, molekularné genetického vyzkumu v agrarnim zivoc¢isném sektoru.

Detekce molekularné genetickych markerti, vymezenych genomickymi sekvencénimi
repeticemi (MS — mikrosatelity) a jednoklueotidovymi mutacemi (SNP-single
nucleotide polymorphisms) je spojena s rychlou obménou metod a technologii DNA
analyz. V posledni dobé se rozSifuje analyza funkéné vyznamného polymorfismu
pomoci uréeni SNPs — na bazi komer¢né¢ dostupnych ¢ipti ke stanoveni tisic SNP v
jedné analyze. Velka ¢ast novych pristupti k detekci vychazi ze zédkladniho vyzkumu a
je chranéna jako dusevni vlastnictvi tvlirct. Laboratorni detekce uvedenych markert pro
aplikovany vyzkum je také tim cenove nékladné a i proto se zacala u hospodaiskych
zvitat v CR vice rozvijet az v poslednim desetileti. Recentni je pak vyzkum a vyvoj
forenznich metodik detekce genomickych markerti pro zvifata.
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Detekee, tj. zjiSténi vyskytu a poctu polymorfnich variant v sekvencich DNA raznou
meérou souvisejicich se zndmymi fenotypovymi projevy je prvnim krokem vyzkumu a

rovnéz prvnimi subkapitolami v jednotlivych ¢astech disertacniho spisu.

Monitoring molekularné genetické variability je v tomto spise pojat ve smyslu
charakterizace, popisu meziplemenné, vnitroplemenné, mezipopulac¢ni diverzity u
hospodatskych zvitat. V souvislosti s biodiverzitou zvifat a jejimi kriterii je dnes
molekularné genetickd variabilita vyzkumné feSena na urovni nukleotidové, alelické,
haplotypové, genotypové, dlouhych sekvenci DNA, chromozomalnich blokd az
k trovni celého genomu. Vyvojové zaméiené vyzkumy vyuzivaji i polymorfismu
mitochondrialni DNA.

Nejrozsitenéj$§im piistupem k monitorovani aktudlni genetické variability béznych a
ohrozenych populaci hospodarskych zvifat je analyza polymorfnich repetitivnich
markert (MS). Analyza MS a SNPs (jednonukleotidovych polymorfismil) je zakladem
hlavnich kapitol disertace.

Monitorovani stavu molekularni variability zvifat obecné umoziiuje chovatelskému
managementu pldnovat a predevS§im inovovat biotechnologické postupy, obsazené
dosud v zakoné¢, vyhlaskach, nafizenich nebo pokynech plemennych knih, rad atd.,
prevazné ve fenotypovych ukazatelich. Z na$i analyzy ¢eskych vyzkumnych aktivit je
vSak stale patrna snaha realizovat uchovani diverzity hospodaiskych zvifat predevSim
na bazi fenotypovych znakt a projevi.

Soucasna genomika, diferencovana na strukturdlni, funkéni atd. (—omiky), pfitom
odhaluje stile nové pohledy na diverzitu a ukazuje tak, ze podle fenotypt,
morfologickych znakii atd. lze dokumentovat, udrzovat ¢i uchovavat variabilitu jen

rdmcove a jen u populace, ktera se nevyviji.

Implementaci myslenek, poznatkl, zkuSenosti a vysledkii z detekce a monitoringu
molekuldrn€¢ genetickych markerdt do chovatelskych a plemendaiskych postupi
genetického zlepSovani (genetic improvement) hospodarskych zvifat jsou vénovany
casti kapitol Literarni piehled, Metodika a material, Vysledky a diskuze.

Seznamuji a dokumentuji vyzkumnou praci autorky disertace odvedenou pro splnéni
vyznamu latinského terminu “implementum® = uskute¢néni, naplnéni (filozoficky

pohled na obsah pojmu implementace: ¢in je implementovana myslenka).
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2.LITERARNI PREHLED

2.1. DETEKCE GENOMICKYCH MARKERU

Velikost equinniho genomu je 2 474,93 Mb DNA a 2 377,51 Mb (mediédn celkové délky

je 2426,25 Mb). Tato DNA je rozlozena ve 31 autozomech a dvou pohlavnich

chromozomech. K 10. 11. 2015 zahrnuje 21 744 genii (Horse genom project). VétSina

DNA je tvofena opakujicimi se sekvencemi, které jsou sloZzeny z mnoha typt:

minisatelity, mikrosatelity, a satelity, SINE, LINE a telomerové sekvence.

Detekci markerti typu mikrosatelity (MS) a jednoduché bodové polymorfismy (SNP)

lze zahrnout do genomiky. Genomika je obor, ktery se snazi o komplexni analyzu

genomu a za¢ind postupné dominovat vyzkumu zivocisnych biotechnologii. Zavadéni a

aplikace metod genomiky proto bude v pfistich letech zasadné urcovat kvalitu vyzkumu

a zprostiedkované i Girovei a kvalitu zdrojt Zivo&isnych potravin v Ceské republice.

Metodologie a jim odpovidajici technologie detekce jsou v zasad¢ dve:

a) vyhledavani polymorfizmi v repeticich — mikrosatelity, vyhledavani bodovych
polymorfizmi — SNP, a dalSich forem mutaci (delece, inverze atd.), v castech
sekvenci genomové DNA, vymezenych riiznymi zptisoby mapovani do vétSich nebo
mensich oblasti, tj. QTL, ETL, kandidatnich gent.

b) spolecné urceni tisicii zndmych bodovych mutaci (SNPs), odhalenych sekvenovanim
celého genomu

Laboratorni metody a metodiky detekci MS a SNP jsou znamé a pouzivaji se v mnoha

variantach a modifikacich, pfedev§im v zavislosti na vybaveni laboratofi a ucelu

stanovovani markeru.

2.1.1. Odbéry biologickych vzorki, izolace DNA, archivace, evidence

Pro snadnost a spolehlivost odbérti vzorki a jejich transport existuje mnoho postupi a
souprav, které jsou patentované a proto cenové nakladné. V rizné mife zohlednuji
welfare zvifat (neinvazivnost odbéril), spolehlivost identity, nakladovost a bezpecnost
préce, skladovatelnost atd.

Pro detekci MS a SNP jsou moZzné vzorky z kterékoliv tkané, télni tekutiny atd., napft.
krev, chlupové cibulky, uSni tkan z aplikace usnich znamek, mléko, sperma, stéry ze
sliznic (mulce, dasni, pochvy), plodové vody, ale také vykaly a moc.

K porovnani soucasného stavu pouzivani rtiznych typti vzorka u hospodaiskych zvitat
v zahraniéi a CR citujeme zde vybér z nejnovéji zvefejnénych informaci.

Sik et al. (2011) popisuje novy kit pro jednoduché, bezpecné a rychlé ziskavani stabilni
DNA, kterou je mozné uchovavat pii pokojové teploté. Eggen (2010) na Interbull ICAR
v sekci Vyuziti genomiky ve Slechténi zvifat prezentuje pro DNA analyzy tyto
biologické vzorky: krev, sperma, chlupové cibulky, uSni a nosni tkan resp. stéry.

Maclean (2010) deklaruje ptednosti “all in one” systému pro stabilizaci, skladovéani a
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ziskani DNA z nosnich stéri, kterymi jsou vysoka vytéznost DNA, stabilni pii pokojové
teploté po dobu jednoho roku.

Pro &eské chovatele zveiejnila Ceskomoravska spolenost chovateli Anonym (2010)
metodiku pro odbér, uchovavani a transport biologickych vzorkii uréenych k izolaci
DNA a k dlouhodobé archivaci (http://www.cmsch.cz/docs/manual biolvzorky.pdf).
K izolovani DNA z Zivocisnych tkéani je rovnéz publikovano znacné mnozstvi metod a
dalsi se stale vyviji, podle potfeb na dalsi praci se ziskanou DNA.

Jedna z recentnich publikaci, kterda cituje autory laboratornich protokold izolace od
klasického manuédlu Sambrook et al. (1989) az po nové patentové dokumenty Heath,
Shuman (2010) prezentuje pfedevSim izolace s nizkou koncetraci DNA z roztokl po
destrukci bunék. Podle naSeho ndzoru bude mozné tento princip pouzit pro izolaci
urcitych typt sekvenci DNA z forenznich vzorkli. Druhym piikladem je recentni
metodika izolace ze vzorkd kontaminovanych riznymi latkami, coz se v podminkach
odbérti u zvirat mize vyskytovat (Sudhakar et al. 2007).

Pokracujici vyzkum v metodach izolaci nukleovych kyselin miize reprezentovat Leon et
al. (2012). Izolovali buiikky plodu z krevni plasmy u 20 plnokrevnych klisen v
poslednich tfech mésicich jejich biezosti. U plodl urcili pohlavi s pfesnosti na 85%.
Z uvedené prace odvozujeme, Ze postup muze byt u koni aplikovan pro urceni genotypt
hiibéte (plodu) z krve klisny.

K wuchovani vzorkii a nasledné¢ extrakci DNA pro PCR je k dispozici mnoho
vyzkumnych i komerénich informaci, postupti ¢i manuali. Napt. komeréné dostupné
IsoCode card firmy Bioscience nebo Quiagen kity pro uloZeni vzorki na celulozovych
FTA vychézejicich z poznatkt Orlandi, Lampe (2000).

Laboratot agrogenomiky (LAG) experimentovala s archivaci na chitosanu z hub, jehoz
pfiprava byla exkluzivitou navrhovaného vyzkumného projektu. Vzhledem ke
stanoviskim oponentil pfedlozeného projektu NAZV byl vyvoj v LAG ukoncen. Podle
naSich sou€asnych poznatki pravdépodobné pouZzivé chitosan firma Agrobiogen v
souprave usnich znamek s odbérem vzorku usni tkané hospodarskych zvirat.

Nedilnou soucasti detekce a monitoringu markerit je vhodna evidence vysledka pro
dalsi zpracovani, vyhodnocovani atd. I zde je v literatufe k dispozici mnoho softwart.
Recentni je napf. publikace Paterson, Law (2011), ve které ptedstavuji softwarovu
aplikaci Genotypechecker pro kontrolu dat genetickych markerti v pavodech.

Podle piedpokladanych pozadavkli ICAR se pro ovéfovani parentity s vyuZzitim
detekovanych markeri postupné¢ musi vytvaret databaze vzajemné propojitelné mezi

laboratofemi.

2.1.2. Metody detekce MS a SNP

2.1.2.1. Zakladni

Zékladnim a prvnim krokem v analyzach genomickych markeri je polymerazova
fetézova reakce (PCR). Nejaktualnéjsi prehled je obsazen v knize vydané Cambridge

University na podzim r. 2009 (Bustin, 2009), jez popisuje 1 recentni inovace PCR
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metod. Obrovsky je rozvoj metod detekce MS a SNP. Vychazi z aplikovaného vyzkumu
a experimentalniho vyvoje. Napt. z Holandska recentni zvetejnénd chronologie postupti
pro multiplex detekci a kvantifikaci DNA variant ve vzorku (Ying, Van Beuningen,
2009). Cast je vénovana i analyzam SNPs a repetic DNA.

Vyzkum se snazi vyvijet stale efektivné;si, levnéjsi, finanéné¢ méné naro¢né laboratorni
testacni metodiky a protokoly detekce markert. Publikace ve védeckych ¢asopisech
nesou casto ,zlevnéni“ pfimo v nazvu napt. Peterson et al. (2012). Vhodnost a
uspornost MS markera pro populacni studie popisuje Guichoux et al. (2011).

Z vysledkii aplikovaného vyzkumu vychdzi nové protokoly pro detekci MS (Equine
Genotypes Panel 1.1, Bovine Genotypes Panel 3.1, Animaltype Pig kit).

2.1.2.2. Sekvenace genomu koné a detekce tisicii SNPs

Sekvenace genomu koné

Sekvence genomu byly ziskdny ze vzorkd krve plnokrevné klisny Twilight, u niz se
predpokladala nizka genetické diverzita vzhledem k tomu, Ze plnokrevni kon€ pochézeji
z relativné malého poctu predkll a navic byli vysoce selektovani na zavodni vykon. Pro
ucely sekvenace a definovani celého genomu byla omezend geneticka variabilita
nezbytna.

Prvni kompletni sekvence genomu koné byla zvetejnéna v roce 2007, je pifistupnd na
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?pid=1176

Pro studii genetické diverzity koni byli sekvenovani koné riznych plemen a vyzkumnici

vytvofili katalog vice neZ 1 milionu SNP.
Koné v projektu “Horse genome project”

Obr.1 Twilight, plnokrevna klisna.
Poskytla DNA pro sekvenaci konského

genomu

http://www.uky.edu/Ag/Horsemap/hgphorses.html

Obr. 2 Bravo, plnokrevny hiebec blizce
spiiznén s Twilight. Jeho DNA byla klonovéna
a pouzita pro vytvoreni BAC knihovny.
http://www.uky.edu/Ag/Horsemap/hgphorses.html
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Obr.3 Hrafnhetta, islandska klisna. Byla
vybrana pro nahodilé (random) sekvenovani

pro srovnani s DNA sekvencemi Twilight.

http://www.uky.edu/Ag/Horsemap/hgphorses.htm]

Obr4 Desert Heir (Bisquette), American
Saddlebred horse. Jeho krevni buniky slouzily

cytogenetikiim ke studii chromozom.

http://www.uky.edu/Ag/Horsemap/hgphorses.html

Obr. 5 Ssirena, Lusitano byla vybrana pro

DNA sekvenovani a srovnavani s Twilight.

http://www.uky.edu/Ag/Horsemap/hgphorses.html

Detekce tisici SNPs souc¢asné — SNP v ¢ipech/microarrays/biochips

Nejvétsi rozvoj dnes zaznamenavame v oblasti microarrays, které umoznuji analyzu
n¢kolika desitek vzorkd a polymorfismi v jedné reakci. I v této oblasti je komeréni
nabidka $iroka, napt. The MegAllele™ Genotyping Bovine 10K SNP Panel Assay,
BeadChip™ a iSelect BeadChip™

Na trhu jsou dostupné napt. ¢ipy firmy Illumina: Bovine SNP50 DNA Analysis Kits
obsahujici 54 609 SNPs, nové¢ vyvinuty BovineHD (high density) DNA Analysis Kits
zahrnujici vice nez 777 000 SNPs. Novy Bovine 3K panel s 3072 SNPs (GoldenGate
Technology), ktery je cenové vyhodnéjsi a je kompaktibilni s Cipy SNP50. Vysoka
finan¢ni naro¢nost analyzy desitek tisic SNP vede ke snaze snizovat mnozstvi SNP. Pro
vyuziti komer¢ni se predpokladaji ¢ipy s menSim poctem. U hospodatskych zvitat jsou
mikro€ipy s SNP vyuzivany pro genomickou selekci. Efekt genomické selekce byl
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prezentovan na Interbullu ICAR 2010 v Rize (VanRaden et al.2010), a ftadou
nasledujicich publikaci.

Pro koné nabizi firma Illumina Equine SNP50 a SNP70 DNA Analysis Kits, které
obsahuji 54 a 65 tis. vysoce informativnich SNP rovnomérné rozmisténych po genomu
koné.

Detekuji se celé haplotypy markerti — v Cipech to jsou SNP na jednom chromozomu
nebo jeho velkém useku. Jak pracovat s velkymi useky chromozomii — dlouhymi
sekvencemi DNA, tj. napf. jejich izolace a separace je predmétem patentovanych

vyzkumnych vysledkl autorti Petersdorf et al. (2010).

SNP z ¢ipii a asociacni studie

Rychle se vyviji i jiné strategie genotypovani SNP, napt viz. Magee et al. (2010), které
jsou velmi podnétné pro moznosti vyzkumu v CR. V citované publikaci je
dokumentovano, ze ve svété bézné DNA technologie TagMan a iPLEXTM
genotypizace jsou vhodnou platformou pro studovani asociaci SNPs genotypu a
fenotypu u hospodartskych zvitat.

Na sekvenaci ¢i jinak zjiSténé polymorfizmy SNP navazuji vyzkumy moznych asociaci.
V prvni fadé¢ se zaméfily na jednodussi kvalitativni znaky a pfedevsim choroby a vady.
V jiz zminéné publikaci Fan et al. (2010) je i pfehlednd tabulka recentnich asocia¢nich
studii s kandidatnimi geny vybranymi z celogenomovych sekvenci u hospodatskych
zvifat.

V soucasné dobé€ je znadmo nejvice studii u skotu, nésleduji prasata a ovce.

U koné je dilezitd studie Brooks et al. (2010).V disertaci je podrobnéji popsana v ¢asti
3.4.

Stale presnéjsi a rozsahlejsi detekce a monitoring genetickych markerit a sekvenci v
genomu koné prohlubuje 1 pohled na zmény genetické struktury béhem domestikace, na
kulturni historii kon€¢. Jeden z pohledii je v publikaci Lippold et al. (2011). Studovali
jednu ¢ast chromozomu Y ve vzorcich DNA z archeologickych nalezi zbytka koni.
Prokazali, Ze dana sekvence 4kb v Y chromozomu je vysoce variabilni ve srovnani se
stejnou sekvenci DNA soucCasnych hiebct. Citovand prace navazuje na vysledky
Svédske studie Lindgren et al. (2004), ktera ukdzala vysokou shodnost urcité sekvence v

chromozomu Y mezi 52 soucasnymi hiebci z 15 riznych plemen.

2.1.2.3. Forenzni detekce MS

Genetické analyzy a detekce markert u zvifat jsou pouzivany v nejriiznéjSich sférach
lidské Cinnosti. Nejrozsitené;si je identifikace jedincii, ovéfovani parentity, vyhledavani
otcll z vice moznych atd.

Druhou oblasti je charakterizace a dohledatelnost (traceability) potravinovych zdroji
zivoc¢isného pavodu, vztazena k bezpecnosti potravin a k ochrané tizemnich regionti

(biosecurity).
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Tteti oblasti je vyuziti analyz DNA zvifat ve forenznim vySetfovani. V nékterych
zemich je samoziejmosti. U zlo¢int, jako je pasovani, pytlactvi a nelegalni obchod s
chranénymi druhy jsou bezné vyuzivany DNA dikazy a soudy je piijimaji. Pomoci
analyzy DNA je mozné s vysokou mirou pravdépodobnosti urCit druh a zemépisny

ptivod forenzniho vzorku a také provést individudlni identifikaci vzorku.

Forenzni analyzy DNA u zvifat v poslednich letech zaznamenaly rychly rist pfedevsim
diky technologickému pokroku v oblasti lidské forenzni genetiky, kterd umoznila
pfevod metod a aplikace na rizné zviteci druhy.

Nicméné¢ je pokrok z fady diivodii pozvolné;si:

1. Forenzni analyzy DNA zvifat se musi vyporadat s mnozstvim druhti, které¢ vedou k
nedostatku optimalnich genetickych markerd. V Cerveném seznamu IUCN
(Mezinarodni svaz ochrany ptirody) je v soucasné dobé uvedeno vice nez 20 000
ohroZenych druhii. Seznam zahrnuje rtizné druhy suchozemskych rostlin, obratlovce,
jako jsou ryby, obojzivelnici, plazi, ptaci a savci, a bezobratlych, jako jsou humfi, krabi,
a koraly (IUCN, 2013).

Na rozdil od forenzni genetiky clovéka, kde je nejcastéjSi potieba individudlni
identifikace vzorku (napiiklad pro srovndni identity mezi dikaznim vzorkem a
podezielym), pfi vySetfovani trestnych ¢ind zahrnujicich Zivocichy je Castéji potieba
identifikace druhu. Kromé toho je ¢asto nutné urcit geografickou oblast populace, ze
které jednotlivé vzorky pochazi (stanovit populaci, ze které konkrétni vzorek pochézi).
2. U volné Zijicich Zivocichli genetici vypracovali rizné metody izolace z forenzniho
materidlu a bylo tak vytvofeno mnozstvi metodik a shromézdéno mnoho markerti bez
rozsahlych ovétovacich postupii nezbytnych pro forenzni feseni piipadi.

Ve svéte je vyzkum forenzni genomiky zvifat jiz od roku 2005 intenzivné rozvijen a
aplikovan (napt. Budowle et al., 2005). Dalsi publikace (Van de Goor et al., 2009a,b,
Van de Goor et al.,, 2010, Van de Goor et al., 2011a,b) jsou zaméfeny piimo na
standardizaci a popula¢ni analyzy variabilit lokustt MS u skotu a koni.

Podminkam forenznich detekci MS pro specifické piipady jsou vénovany publikace:
Diaz et al. (2008), Chen et al. (2010a) popisujici novy multiplex dinukleotidovych MS,
kterymi je mozné forenzn€ diskriminovat DNA ve smésném vzorku moci koné a
Cloveéka. Pripady takovych smésnych vzorkd se vyskytly pii drogovém screeningu
z&vodnich koni.

Pennsylvania Racing Commissions. Zde byl vzorek krve deklarovany k urcitému koni
kontaminovan DNA jiného koné. Nésledné bylo zjisténo, ze odbéry krve se provedly
s riznymi jehlami, ale jednou injekéni stiikackou. K laboratornim analyzdm DNA
vyzkumnici pouzili multiplex a single — lokus detekci vSech 21 MS, které byly
identifikovany u dvou spornych koni. Redln€ pouZit Slo 17 MS a kompetentnich bylo 6
MS. Pravdépodobnost nerozliSeni dvou koni v jednom vzorku krve stanovili na 3,1 x
1013, Proto tento postup testace DNA pokladaji za prakticky pouzitelny jako dukaz
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v soudnich sporech. Obecnéji byla pojata publikace Dobosz et al. (2010), ve které autofi
vyuzivaji MS pro doplnéni rodokmenti koni.

V CR jsme dosud 7adné vyzkumné aktivity v tomto sméru nezaznamenali ani
v anotacich feSenych projektit MZe (viz ISI CEP) ani ve zvetejnénych vysledcich (viz
ISI RIV).

Van de Goor et al. (2011b) publikovali rozsahlou studii o vhodnosti panelu 17 MS koni
pro forenzni pouziti. Uvadéji frekvence alel, heterozygotnosti atd. u 8641 koni 35
plemen. V této souvislosti upozoritujeme na obdobné zaméfenou studii u skotu Vrtkova
et al. (2011) prezentovanou na EAAP.

Referat Rankina (Rankin, 2010) o vyvoji forenzni genetiky ukazuje na vyhody a
moznosti spoluprdce mezi vysokymi Skolami, policii a justici pfi poskytovani
vzdelavani a odborné pfipravy s cilem zvysit znalosti, dovednosti a kompetence.
Forenzni laboratofe jsou obvykle akreditovany podle mezinarodnich norem, aby
prokézaly svoji  Uroven znalosti, schopnosti a zkuSenosti pracovnikl, které jsou
nezbytné pro pouziti jejich DNA testil jako diikaz v soudnim jednani.

Pii velkém poctu riznych druhli chranénych zivocichli si mnohé mensi laboratoie
nemohou dovolit vysoké naklady spojené s akreditanim procesem a nedostatek
akreditace mlize mit za nasledek, ze diikaz bude napadnut u soudu.

Proto mezindrodni “Vé&decky vybor forenznich véd pro volné Zijici
zivo€ichy” (SWGWILD) ze Spolecnosti pro ochranu pfirody sestavil uceleny soubor
norem a smérnic pro praci s voln¢€ zijicimi zvifaty ve forenzni védé¢ (SWGWILD, 2013).
Nabizi “Program testovani zptisobilosti a certifikace”. Jednotlivci zde mohou pozadat o

certifikaci “Forenzni védec pro divoka zvirata”.

2.2. MONITORING GENOMICKYCH MARKERU

V informacich o sou¢asném stavu poznani budou citovany prace z poslednich cca 5 let.
Nejvétsi pozornost bude vénovédna pracem z let 2010/11, v nichz byly zvetfejnény
publikace s komplexnimi podrobnymi idaji, v€etné genotypti mikrosatelitl jednotlivych

zvitat v rozsahlych populacich koni.

2.2.1. Vhodnost genomickych markeri

O vhodnosti MS pro monitoring a dalSich moznych smérech sledovani genetickych
markertt — MS u zvifat, se v 1.2011 vyjadril kolektiv francouzskych autorii z centralniho
vyzkumného ustavu INRA. V rozsdhlém 20 strdnkovém c¢lanku, publikovaném v
oborové prestiznim védeckém casopisu Molecular Ecology Resources (Guichoux et al.,
2011) autofi popisuji trendy v detekci mikrosatelitnich lokust, standardizaci jejich
stanoveni, validaci metod detekce atd.

VySe citovany cCasopis je zaméfen na konzervacni genetiku, kterd je vyznamnym
smérem prakticky uplatiovanym v populacich domadcich zvifat 1 v ptirodnich

populacich. Jeji pfistupy jsou zaloZeny na urceni, analyze a monitorovani genetické
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diverzity ohroZenych populaci s ndslednym vypracovanim programu jejiho uchovani v
blizké a vzdalené budoucnosti.

Soucasné metodické moznosti molekuldrni biologie umoziuji vyuzit raznych typt
markeri pro tento Ucel. Vyvojov€ zaméfené studie vyuZivaji hojné polymorfismu
mitochondrialni DNA, zatimco standardnim pfistupem k monitorovani genetické
diverzity ohrozenych populaci je analyza polymorfnich repetitivnich markert,
mikrosatelitti. V posledni dob¢ se rozsituje analyza funkéné vyznamného polymorfismu

pomoci urceni jendonukleotidovych polymorfismti (SNPs).

2.2.2. Vyhodnocovani dat molekulirné genetickych markeri

Na monitoring molekuldrné genetickych ukazatell v “konzervacni” genetice je
zaméfena napf. recentni revue 9 vyznamnych genetikii ve spojeni s Globaldiv
Consorciem FAO, publikované v r. 2010 ( Boettcher et.al., 2010). Diskutuje o tom, Ze
7500 ohrozenych plemen hospodarskych zvitat nelze udrzet. Proto jednu kapitolu autofi
vénuji faktorim ovliviiyjicim priority pro zachovani plemen, kde jako objektivnéjsi
alternativu k odhadiim populaéné genetickych parametrli zdaraziiuji  molekularné
genetické informace, predevS§im selektivné neutrdlni, anonymni genetické markery,
hlavné mikrosatelity. Jinou ¢ast revue vénuji dulezitosti informaci o molekularné
genetické struktute plemen. Cituji fadu programi vhodnych pro vybér populaci a jejich
management vedouci k udrzitelnému chovu.

Napft. program General genetic diversity analysis GENEPOP ( Rousset, 2008), vhodny
pro vypocty populacni genetiky. Format jeho souborti slouzi jako vstup pro mnoho
dalsich aplikaci.

ARLEQUIN (Schneider et al., 2000), jeho vyhodou jsou vSestranné aplikace v
populacni genetice. Pracuje s riiznymi typy molekularné genetickych dat.

PHYLIP (Felsenstein, 2005), univerzalni fylogeneticky software, pouzivany napi. pro
vypocet genetickych vzdalenosti.

GENALEX (Peakall, Smouse, 2006) umoziuje jak vypocet zakladnich parametrii
(geografickd vzdalenost a Mantel test, AMOVA).

MICROSATELLITE TOOLKIT ref. Park (2001), slouzZi pro formatovani dat pro dalsi
genetické analyzy. Také pocita alelové frekvence, heterozygotnosti, polymorfni
informacni index a ocekavany pocet alel.

PYPEDAL (Cole, 2007), vhodny pro rodokmenové analyzy. Neni velmi uZivatelsky
pfijemny, ale méa nékolik uZitecnych nastrojii vizualizace.

METAPOP (Pérez-Figueroa et al. 2009) pocita zékladni parametry (He, FSTATS, atd.),
meziplemenné a vnitroplemenné diference. Umoziluje analyzu populaci pro odhad miry
inbreedingu atd.

K dispozici je fada dalSich programd.
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2.2.3. Monitoring MS

Podnétné aktualni prace k monitoringu MS jsou napt. v praci Haslera et al. (2011). V
publikaci navazujici na jejich pfedchozi monitoring genetické variability u Svycarského
plemene koni Franches Montagnes, jehoZ plemenna kniha byla uzaviena v r. 1998,
vyhodnocuji genetickou rozmanitost od roku 2003 do roku 2008. Jejich vysledky jsou
postaveny na informacich o ptivodu a z molekularnich markerd. Pfedpokladaji nové
moznosti posuzovani genetické diverzity populaci hospodaiskych zvitat na zakladé¢ MS
a SNP markeri. Ve sledovanych letech (2003-2008) se narodilo 17 tisic htibat, z nichz
bylo testovano na SNP a MS 4,5 tisic. Vysledky jejich vyzkumu jsou zaméfeny na
vybér hiebcti a klisen pro pfipafovani s ohledem na snizeni budouciho inbreedingu.
Kolektiv ~ Laboratofe agrogenomiky publikoval informace o genetické variabilité
populaci koni z CR a Holandska ziskané na zakladé monitoringu MS (Kourkova et al.,
2009a). Do studie bylo zahrnuto 757 koni 5 riznych plemen, u kterych bylo
genotypovano 17 mikrosatelitnich markeri. Nejvyssi genetickd variabilita dand poctem

alel a heterozygotni Grovni byla prokézana u plemene hucul.

Pro monitoring MS je dualezity pocet sledovanych lokust.

Panel mikrosatelitdt AHT4, AHTS, ASB17, ASB2, ASB23, HMS2, HMS3, HMS6, HMS?7,
HTG10,HTG4, VHL20 umoziujicich mezinarodni porovnavani vysledki monitoringu u
koni  z riznych laboratofi byl uznavan do konce r. 2010. Od ledna 2011 je na
doporuceni Van de Goor et al. (2009b) sada doplnéna 5 dalSimi lokusy CA425, HMSI,
HMS7, HTG6 a LEX3.

Mezinarodni spolecnosti pro genetiku zvifat ISAG (International Society for Animal
Genetics) byl do konce roku 2010 akceptovan ISAG International Panel of Equine STR
DNA Markers obsahujici 9 MS. ISAG doporucuje, aby vSechny DNA profily stanovené
po 1. 1. 2011 obsahovaly panel rozsifeny o 3 MS lokusy, tedy celkem 12 MS (Equine
Genetics and Parentage Analysis Workshop ISAG, 2010). Od roku 2014 je spolecnosti
ISAG doporuceno testovat 17 MS (Equine Genetics and Parentage Testing Workshop
ISAG, 2014).

Kompletni sadu 17 MS pouzilo v CR poprvé pracovisté Laboratofe agrogenomiky
MENDELU. Vysledky byly prezentovany na konferenci ISAG 2006 (Putnova et al.,
2006). Sada 17 MS byla rovnéZ pouzita k monitoringu mikrosatelitovych genotypti koni

v této disertacni praci.

2.2.4. Udaje o molekularné genetickych markerech u koni

Ptedni evropské vyzkumné molekularné genetické laboratote pro zvitata, podobné jako
jiz vice let pracovisté lidské genetiky, zaCinaji zvefejiiovat ve vyznamnych ¢asopisech
rozsahlé molekularné genetické udaje.

Napt. u skotu Glowatzki-Mullis et al. (1995) zabyvaji se vyuzitim MS lokusi pfii
ovéiovani pivodl skotu, Peelman et al. (1998) vyhodnocuji genetickou variabilitu ve 23
MS lokusech u ctyfech belgickych plemen skotu, nebo populacni studie zahrnujici u
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4162 kust skotu ndhodn¢ vybranych z 20 plemen vyuzivajici 16 MS lokust autori Van
de Goor et al. (2011a), ve které autofi ptifazovali neznamé jedince do spravného chovu
na zaklad¢ genotypt v MS lokusech.

U koni je pouze omezeny pocet populacnich udajti, napt. Tozaki et al. (2001) ovétovali
moznost vyuZziti 15 MS lokust pro parentity u 250 plnokrevnych koni, Zabek & Fornal
(2009) hodnotili vhodnost 17 MS lokust pro ovéfovani ptivodt v populaci huculskych a
polskych chladnokrevnych koni.

U populaci koni v CR byly zatim zveiejnény nékteré charakteristiky struktury na bazi
17 lokusti MS ptevazné na konferencich (Putnova et al. 2006, Kourkova et al. 2009a,b).
Vyzkumna skupina Leroye et al (2009) popisuje 39 populaci piedevsim z Francie. Do
studie bylo zahrnuto 1679 zvirat patficich do 34 plemen. Pro studii pouzili 11 MS
markerti. Meziplemenné rozdily tvofily asi 10% celkové diverzity. Hodnoty ocekavané
heterozygotnosti byly v rozmezi 0,43 az 0,79 v zévislosti na plemeni. Na zakladé¢
statistickych analyz MS markert bylo mozné plemena rozdélit do ¢ty skupin:
teplokrevna, tazna, nordickd a pony. Z vysledkid analyz a hodnoceni stupné diverzity
dosli k zavéru, ze by se mélo zvlastni usili vénovat zachovani péti mistnich plemen:
Boulonnais, Landais, Merens, Poitevin a Pottok.

Tab.1. Plemena analyzovanych koni, zem¢ pivodu a velikosti populaci. Z pohledu

synchronizace s nasimi vysledky vybirame ekvivalentni populace.(Leroy et al., 2009).

Basic information on the 39 populations studied

Por::l:’lda:ion Breed Type®  Country® Nb of foal;(;-ggistered in Sample sizec
APPAL Appaloosa w USA 84 29
CAM Camargue w France 468 37
FJ Fjord P Norway 237 33
FRI Friesian W  The Netherlands 53 37
HAF Haflinger P Austria 344 32
IS Iceland Pony w Iceland 96 48
NF New Forrest Pony P UK 119 45
PRE Pure Spanish w Spain 146 50

Horse
PRW Przewalsky horse Pr Mongolia - 26
QH Quaterhorse W USA 162 41

W- teplokrevna plemena, P-pony, Pr- primitvni plemena

Populacni studie kolektivu Van de Goora (2011b) zahrnuje 35 populaci koni s celkem
8641 jedinci. Pro studii pouzili panel 17 MS. Na zdkladé ziskanych ocekavanych a
skute¢nych heterozygotnosti, pravdépodobnosti vylouceni nespravného rodice,
polymorfniho informa¢niho obsahu a pravdépodobnosti identity dvou jedinct
doporucili panel 17 MS k forenznim analyzam téméf vSech plemen. Ovérovali také
spolehlivost pfifazeni neznamych vzorki k plemeni. Celkovy podil spravné pfitazenych
jedinctt byl 97,2%. Sledované populace pomoci analyzy klastri rozdelily do tfech
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skupin: chladnokrevna plemena (hafling, holandské a friské); pony plemena (shetland,
miniaturni kin, falabella, appaloosa, islandsky) a teplokrevna plemena (teplokrevnici,
plnokrevnici a arabsti).

Tabulka 2. uvadi vysledky popula¢ni analyzy Van de Goora (2011b) u vybranych
populaci.

Statistical parameters of 35 horse populations based on 17 STR loci.
Abbrevi Num N HO HE

Population ation ber (HWD) AR PE1 PE2 HO (SD) HE (SD) PIC HW Pip sibPip  Fis
Appaloosa APP 9 4 6,5 1 1 0,72 0,011 0,77 0,019 0,73 5,6973E-11,1340E-(0,064
Fjord FJO 544 0 5,7 0,999 1 0,7 0,005 0,71 0,033 0,67 7,7159E-4,3815E-(0,010
Friesian FRI 781 0 3,3 0,931 0,996 0,44 0,004 0,45 0,051 0,4 4,1344E-(1,9098E-(0,019
Haflinger HAF 65 0 4,8 0,997 1 0,63 0,015 0,67 0,044 0,62 5,4811E-11,4332E-(0,054
Icelandic ICE 134 3 5,7 0,999 1 0,66 0,010 0,71 0,032 0,67 9,2618E-15,1344E-(0,067

Irish Cob IRI 123 1 5,9 0,999 1 0,68 0,010 0,72 0,021 0,68 6,4751E-13,8413E-(0,057

Lipizaner LIP 45 0 530998 1 0,7 0,017 07 0,022 0,64 1,7547E-18,7189E-(0,008
Miniature horse MIN 250 2 61099 1 0,67 0,007 0,72 0,029 0,69 2,0484E-13,1540E-(0,067
New Forest NEW 54 0 671 1 0730015 075 0,025 071 1,8161E-11,8349E-(0,022
Shetland population 1 )

SHEI 98 3 540998 1 0,64 0,012 0,69 0,027 0,64 1,5189E-9,2029E-(0,068
(Europe)
Shetland population 2 (the ]

SHE2 462 4 510997 1 0,64 0,005 0,68 0,027 0,64 2,3604E-9,7918E-(0,061
Netherlands)
Thoroughbred THO 55 0 470997 1 067 0,015 0,7 0,025 0,64 1,9496E-18,4738E-(0,042
Warmblood population b\ 1554 4 6 1 1 0730003 076 0,015 0,72 2,1998E-1,3815E-(0,031
1 (the Netherlands) ’ ’ ’ ’ ’ ’ o -
Warmblood population oo 356 6 641 1 0720006 0,77 0,017 0,74 2,6388E-9,5746E-(0,066
2 (the Netherlands) ? ’ ? ’ ? ’ ’ o -
‘Warmblood population .

WAR3 1238 0 591 1 0,73 0,003 0,75 0,016 0,71 43884E-11,6610E-(0,029
3 (Europe)
Welsh population 1 WELI 73 3 631 1 0690013 075 0,017 0,71 3,4282E-1,7871E-(0,080
Welsh population 2 WEL2 152 4 641 1 0680009 076 0,015 0,72 1,2418E-11,4273E(

N(HWD)-pocet markert, které nejsou v Hardy-Weinbergerove rovnovaze (P<0.05), AR- pramérny pocet
alel na lokus, PEI-pravdépodobnost vylouceni nespravného rodice, je-li k dispozici DNA profil potomka a
jednoho z rodi¢t, PE2-pravdépodobnost vylouéeni nespravného rodice, je-li k dispozici DNA profil
potomka a obou rodi¢l, HO-skute¢na heterozygotnost, HO(SD)-standardni odchylka HO, HE-
ocekavana heterozygotnost, HE(DS)-standarni odchylka HE, PIC-polymorfni informa¢ni obsah, HWPid-
pravdépodobnost identity ndhodné vybranych jedinct v populaci, kterd je v HW rovnovaze, sib Pid-
pravdépodobnost identity sourozenct, Fis-Weir a Cockerham fixa¢ni index
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2.3. IMPLEMENTACE GENOMICKYCH MARKERU

2.3.1. Implementace genetickych markeru do paternit

2.3.1.1. Historie sledovani parentit ve svété a v CR

2.3.1.1.1. Odborna — geneticka

V CR definuje metody testovani genetického typu a ovéfovani parentit hospodaiskych
zvitat — koni — vyhlaska 471/2000 Sb v §29 odst. 4, takto: ”...se ovéiuje vylucovaci
metodou pomoci krevnich skupin, biochemickych polymorfnich znakl nebo urcujici
metodou pomoci mikrosatelitl.”

Vyhlaska 448/2006 Sb. v §21 odst. 1 pism. d) upfesiuje, Ze zdrojem DNA pro analyzy
se rozumi biologicky material, ze kterého byla DNA ziskana. Verifikace parentit koni
byla od poloviny 20. stoleti provadéna metodami imunogenetiky (krevni skupiny) a
postupné rozsifovana ¢i dopliiovana markery biochemické genetiky (polymorfizmy
proteinl a enzymu krevniho sera a erytrocytd). Prace se vzorky Cerstvé krve je vSak
narocna a pravdépodobnost vylouceni nespravné parentity se ve vztahu k plemeni
pohybuje mezi 96-98% (Bowling, 2001). Na doporuceni Mezinarodni spolec¢nosti
genetiky zivocichi (ISAG) z roku 1998 byl sestaven zdkladni panel deviti mikrosateliti
( AHT4, AHTS, ASB2, HMS3, HMS6, HMS7, HGT10, HTG4, VHL20) pro identifikaci
jedince a ovéfeni parentity. DalSich osm mikrosatelith (4SB17, ASB23, CA425, HMSI,
HMS2, HTG6, HTG7, LEX3) pak bylo do panelu pifiddno z divodu zvySeni
pravdépodobnosti vylouceni nespravného rodi¢e (Dimsoski, 2003). Spole¢nost ISAG
porada pravidelné mezinarodni srovnéavaci testy. Mezindrodnich srovnavacich test koni
ISAG 2009-2010 se ucastnilo 82 laboratofi. Vyhodnoceni testi bylo provadéno na 9 MS
markerech zadkladniho panelu ( AHT4, AHTS, ASB2, HMS3, HMS6, HMS7, HGTI0),
HTG4, VHL20). Na konferenci ISAG konané v roce 2010 v Edinburghu bylo
laboratofim doporu€eno tento zakladni panel rozsifit o dalsi STR markery — ASBI7,
ASB23, a HMS2 — na celkovy pocet 12 MS. Ve védeckych publikacich se setkavame ve
vztahu k paternité s riznym poctem MS markerii. Napt. Monies et al. (2011) pracuji s
15 MS lokusy pfi testovani parentit, Van de Goor et al. (2011b) ve své studii pouZzivaji
17 mikrosatelitd.

2.3.1.1.2. Pravni podminky/iipravy ovéfovani pivodu hospodaiskych zvirat v CR
Zakon 154/2000 Sb. “O Sslechténi, plemenitbé a evidenci hospodatskych
zvitat” (plemenaisky zakon) ze dne 17. kvétna 2000 uvadi: Hlava II, §4: “Slechtitelska
¢innost a Slechtitelska opatteni spocivaji: pism.f): “v ovéfovani a osvéd¢ovani pivodu
nebo stanovovani genetického typu”. DalSim paragrafem citovaného zakona, z pohledu
tématu disertace, je §12. V odst.1) vymezuje, ze piivod a genetické typy stanovuji tzv.
opravnéné osoby, které jsou schopny dolozit: a) ¢lenstvi v mezindrodnich oganizacich a
splituji podminky srondvacich testl, b) jsou zplsobilé vést vlastni databazi stanovenych
genetickych typl. Zakon déle vyjmenovava, kdy musi byt ptivod ovéfen a geneticky typ
stanoven. Nikde vSak nedefinuje co to je geneticky typ.
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Na terminologicko-genetické nepiesnosti plemenaiského zakona, tykajici se termina
“geneticky typ” a “ovéfovani ptivodu” upozornila autorka disertace v jedné z kapitol
knizni publikace Dvorak, Vrtkova, (2001): “Ovétovani pivodu Ize asi vice chéapat jako
ovéfovani, zda souCasné prase napi. plemene bilé¢ uslechtilé pochazi z prasete divokého
(Sus scrofa). Casto se pouZiva termin z latiny “paternita” (pater = otec), tzv. kontrola
rodi¢ovstvi. Toto oznaceni je nejvice spravné u lidi, nebot’ zde nejvice plati ptislovi:
“matka je vzdy jista, otec jen nékdy”. V chovech hospodaiskych zvitat a u prasat zv1ast
je nékolik béznych moznosti zamény i matky. Proto nejspravnéjsi termin by byl:
“ovefovani rodiCovstvi” — “parentity” (parentes = rodice). Na zaklad¢ konzultaci autorti
s tvlirci zdkona pii pfipravé uvedené publikace doslo k ur¢itému upfesnéni terminu
“ptivod” na vztah mezi rodi¢i a potomkem v §29 vyhlasky MZe ¢. 471/2000 Sb.
Pro chovatele koni byly informace ze zdkona zpracovany v publikaci Vrtkova, Dvotak
(2004).
Nasledujici vyhlaSka, kterou se stanovovaly podrobnosti k plemenarskému zakonu ¢.
136/2004 Sb. §16 s ndzvem “geneticky typ” se vztahuje pfimo na kong¢.
V roce 2006 bylo vyhlaSeno Uplné znéni plemenarského zdkona 154/2000 Sb. V §2
odst. 2 pism. g je definovéno, ze “plivodem se rozumi otec a matka, popiipadé dalsi
generace predkid evidovaného zvifete”. Kontroverznim paragrafem je §12 o “Ovéfovani
a osvédcovani piivodu a stanovovani genetického typu plemennych zvitat” (str. 4386
zékona). Odst. 2: “Opravnénd osoba je povinna” pism. a) “dolozit zpisobilost
osvédcenim o akreditaci”. U slova akreditace je index 6 odkazujici na poznamku
uvedenou na stran¢ 4381, ktera zni: §9b zakona ¢.166/1999 Sb, ve znéni zakona ¢.
131/2003 Sb. Zékon 166/1999 je veterinarni zdkon, neobsahuje Zadnou zminku o
akreditaci.
V roce 2007 vyhlaskou 199/2007 Sb. MZe stanovilo podrobnosti oznacovani zvirat. K
zadné zmeéngé tykajici se ovérovani pavodi a stanovovani genetickych typt nedoslo.
Ke zruseni nesmyslu v zakon¢ vztahujiciho se k akreditaci laboratofi doslo az v roce
2009 v zakon¢ ¢.291/2009 Sb. o zemédélstvi, (kterym se ménil zakon ¢.252/197 Sb., o
zemédelstvi). V zdkoné 291/2009 je v casti Sesté, ,,Zména zakona o Slechténi,
plemenitbé a evidenci hospodaiskych zvitat”. V uvedené Casti Sesté je ¢1.VIII, :“Zéakon
¢.154/2000 Sb., o Slechténi, plemenitbé a evidenci hospodaiskych zvifat a o zméné
nékterych souvisejicich zdkonl (plemenaisky zdkon), ve znéni zakona ¢.309/2002 Sb.,
zakona €.162/2003 Sb., zakona 282/2003 Sb.,zakona ¢.444/2005 Sb., zakona 130/2006
Sb. a zakona ¢.182/2008 Sb., se méni takto :
Pod uvedenym textem jsou prvni dva odstavce, €itajici 10 fadkli, plné Cislic a textu o
vkladéani riznych natizeni komise ES.
V odstavei 3., pouze na poloviné jednoho tadku je napsdno, pro moznosti testovat
parentity hospodaiskych zvitat, v CR podstatna podminka: ,,V § 12 odst.2 pism. a) se
poznamka ¢€.6 zruSuje.” Od roku 2010 je ,,Ovefovani a osvédCovani puvodli a
stanovovani genetického typu plemennych zvifat v seznamu podnikatelskych cinnosti
v oblasti zemé&d¢lstvi — zivociSna vyroba.
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Uvedeni jen pravnich zalezitosti podmifiujicich implementaci detekce a monitoringu
genomickych markerdt do ovéfovani parentit, ukazuje na slozitost prace
biotechnologicko — zivocisnych — molekularné genetickych laboratofi v regionu Ceské

republiky.

2.3.1.2. Kam sméfuje detekce a monitoring pro paternitu — trendy v ovéFovani
paternit

Pro ovétovani parentit jsou mikrosatelity popularni od zacatku jejich vyuzivani na konci
osmdesatych let. Moznosti a soucasné trendy ve stanovovani mikrosateliti popisuje ve
své praci Guichoux et al. (2011). Zabyva se moznosti vyuziti SNPs pro ovéfovani
puvodl a popisuje problémy, které se ve vyuziti SNP vyskytuji. PiSe, Ze 1 pres velkou
konkurenci novych genotypizaci a sekvenacnich technologii se stale ve velké mife
pouzivaji mikrosatelitni lokusy. Jsou nakladové efektivni. V posledni dob¢ se vyrazné
zlepsily metody tvorby multiplex PCR, coz snizuje cenu jejich genotypovani. Je mozné
zvySovat poCty stanovovanych mikrosatelitnich lokust, ¢imz se zvysSuje kvalita a
efektivnost multiplext MS.

O vyuzivani jinych nez mikrosatelitnich markert i k ovéfovani plivodi a individualni
identifikaci jedince svéd¢i i zavedeni srovndvacich testit ISAG pro stanovani SNPs. Pro
skot byly SNP poprvé pfedmétem srovnavaciho testu v roce 2009— 2010.

Moznost vyuzit SNPs pro testovani parentity u koni byla diskutovdna na konferenci
ISAG v Edinburghu v roce 2010. Pocet SNP se stejnou vypovidaci hodnotou jako 12
STR panel byl stanoven na 300 SNPs.

2.3.1.2.1. Pozadavky ICAR

Cilem ICAR (International Committee for Animal Recording, mezinarodni vybor pro
kontrolu uzitkovosti) je zlepSit zaznamy a hodnoceni hospodéiskych zvifat. ICAR
stanovuje pravidla, normy a konkrétni pokyny pro identifikaci zvifat a registraci jejich
puvodu.

ICAR stanovuje minimalni pozadavky pro laboratoie, které provadi DNA analyzy a
vymezuje konkrétni pravidla a pokyny pro urcovani/testovani rodiCovstvi na zakladé
stanoveni mikrosatelitd. Pro ziskadni akreditace ICAR pro verifikaci pivodi musi
laboratof splnovat pozadavky na mezinarodni certifikaci laboratofe, vzdélani
pracovnikl a vedeni laboratote, zatizeni a ptistrojové vybaveni, i€ast v mezinarodnich
srovnavacich testech. Stanovuje také minimalni pocet stanovovanych MS markert.
Pouzivané musi byt MS markery, které jsou doporucené spole¢nosti ISAG. Minimalni
pozadavek je na pouziti kompletniho panelu ISAG (do roku 2010 to bylo 9 MS, od roku
2011 pak zvysSeny pocet 12 MS). V roce 2014 byl zvySen pozadavek na 17 MS

markeru.
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2.3.1.2.2. Cipy a paternita

Weller et al. (2010) testovali 576 izraelskych holstynskych byka ¢ipem BovineSNP50
BeadChip, a 38 828 SNPs (tj. 72% z c¢ipu) vyhodnotili jako vhodné k ovétovani
paternit u skotu. SNPs jsou lokalizovany na autozomech, 747 SNPs na chromozomu X
a 1672 SNPs s neznamou lokalizaci.

Genotypy SNP u otct a jejich synti méli k dspozici u 204 bykt. Na zaklade kritéria >
2% neshody mezi genotypem domnél€ho otce a syna, otcovstvi zamitli pro sedm bykt
(3,5%). Nejvetsi absolutni pocet neshod u jednoho otce a jeho syna byl 4001 z 37tis.
SNP. Cetnost nesrovnalosti byla nad 0,025 pro 81 SNP, které proto vyfadili jako
nevhodné pro paternitu. Tim snizili vyskyt neshod na 0,0001 a proto konstatuji, Ze
testace SNPs pro genomickou selekci mliZze slouzit i pro paternitu.

Obecnéjsi stanovisko zaujimaji Fan et al. (2010) z Center for Integrated Animal
Genomics, Iowa State University. V ¢lanku uzaviraji, Ze i pfes nékteré vyhrady je
zapotiebi 1épe vyuzivat husté sit€¢ SNPs a HapMap analyz genomu hospodaiskych
zvitat v akademickych vyzkumech a inovacich zivoc¢isnych biotechnologii.

2.3.1.3. Paternita u koni (MS, SNP, multiplexy, cena)

Implementace metod detekce markeril je vdzana na finan¢ni naklady detekce/testovani.
Snahy o snizeni ndkladi na DNA testy jsou vedeny rtiznymi cestami.

Jednou je sdruzovani markeri do multiplexii. Pro paternitu jsou beézné uzivané
multiplexy mikrosatelitl = panely MS.

ProtoZe se pro paternitu zacinaji pouzivat SNP a testace chorob, barev atd., detekce je
postavena na SNP, zaindme se v patentové literatufe setkavat s postupy spojujici
paternitu s dalS$imi znaky do jednoho testu. Napi. Compositions, methods and systems
for the simultaneous determination of parentage, identity, sex, genotype and/or
phenotype and breed determination in animals (Ketchum, M. S., patent
US20110129825A1 2011). Patent popisuje moZznosti vyuziti rGznych polymorfisml
DNA pro soucasné stanoveni vice genetickych charakteristik jako je napftiklad

rodi¢ovstvi, identita, pohlavi atd.

2.3.1.3.1 Hodnoceni spolehlivosti markeri
Spolehlivost MS markerti pro ovéfovani ptivoda u rtiznych populaci koni popisuji Van
de Goor et al. (2011b). Ve své studii analyzovali 35 populaci koni s celkem 8641
jedinci. Pro praci pouzili panel 17 MS lokust. Pro kazdy lokus u v§ech 35 populaci koni
stanovili polymorfni informacni obsah (PIC), pravdépodobnosti vylouceni nespravného
rodiCe, jsou-li genotypy obou rodi¢ii zndmé (PEl) a pravdépodobnosti identického
DNA profilu sourozencii (sib PID).
Provedli také vyhodnoceni spolehlivosti panelti s 9, 12 a 17 MS lokusy pro uzavienou
populaci koni friskych (FRI) a outbrednich populaci plnokrevnikii (THO),
teplokrevnikii (WAR) a vSech tii populaci spolecné (ALL). Pravdépodobnost vylouceni
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nespravného rodice, je-li zndm genotyp pouze jednoho z rodi¢i (PE2) pro populaci
zahrnujici vSechna plemena byla 0,9944, 0,9994 a 0,999, pravdépodobnost vylouceni
nespravného rodice, jsou-li genotypy obou rodicti zndmé (PE1) se byla 0,9998, 0,9999
a 0,9999 pro panely s 9, 12 a 17 MS markery.

Tab. 3. Vyhodnoceni spolehlivosti paneli 9, 12 al7 MS lokust u populaci friskych
(FRI) a outbrednich populaci plnokrevnikti (THO), teplokrevnikti (WAR) a vSech tii
populaci spolecné (ALL)

PE1 PE2 PIC
FRI THO WAR Al FRI THO WAR Al FRI THO WAR Al

9 0.7282 09650 09852 0.9944 09330 0.9972 0.9992 0.9998 0401 0651 0717 0.766
STR

12 09103 09877 09974 0.9994 0.9907 0.9996 0.9999 0.9999 0465 0.646 0.732 0.780
STR

17 09305 09974 09997 0.9999 0.9957 0.9999 0.9999 0.9999 0404 0.640 0.758 0.759
STR

PE1 — pravdépodobnost vylouceni nespravného rodice je-li znam genotyp potomka a obou rodi¢i
PE2 — pravdépodobnost vylouceni nespravného rodice je-li znam genotyp potomka a jednoho rodice
PIC — polymorfni informacni obsah

Informace o spolehlivosti MS markert pro identifikaci a ovéfovani parentit u riznych
populaci koni v CR jsou popsany v kapitole Vysledky a diskuze tohoto diserta¢niho

spisu.

2.3.2. Implementace genetickych markeri do predikce zbarveni

2.3.2.1. Genomické markery zbarveni obecné

Jako jeden z prvnich byl na urovni DNA prozkouman systém pigmentace u mysi. V
soucasnosti je zndmo 130 lokusii zapojenych do pigmentace.

V roce 1995 probéhl workshop na podporu spoluprace védeli zabyvajicich se genomem
koni a béhem posledniho desetileti byl udélan v molekularni genetice koni velky
pokrok, coZ nam dnes umoZziuje analyzovat zaklad fenotypu zbarveni koni na urovni
DNA. Prvni publikovand mutace ovlivilujici zbarveni koni byla “chestnut alela” —
jednonukleotidova (SNP) mutace (C901T; AF288357) v genu melanocortinového
receptoru 1 (MCIR) (Marklund et al. 1996). Zbarveni srsti  koni bylo mezi prvnimi
studovanymi znaky a pro nékteré z nich jsou dnes jiz komercéné dostupné DNA testy.

Obr.6.
LEGACY'S FRONTIER GOLD
Testovana UCDAVIS

genotyp zbarveni: ee4aCrCr

http://www.legacyspottedwalkers.com
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Tyto testy umoziuji chovatelim provadét individudlni identifikace, ovéfovat ptivody,
selektovat na specifickou barvu. Genotyp zbarveni umoziuje chovatelim také zabranit
Sifeni chorob, které jsou s urcitymi zbarvenimi spojené.

I ptes velky pokrok v genetice zbarveni a urCovani genotypu zbarveni na urovni DNA je
stale zapotiebi plné rozliSit a pfesné definovat nékteré fenotypy zbarveni koni (napf.
odstiny jako je tmavy ryzdk nebo tmavy hnédak, sezénni zména barvy, problémy
fenotyptl, které se navzajem podobaji, ale jsou geneticky odlisné a naopak, atd.). Napf.
geneticky stanovené zbarveni smoky black.

Obr.7. Geneticky stanovené zbarveni smoky black

http://www.horsegroomingsupplies.com

U nejvzacnéjsiho genového zdroje koni v CR starokladrubského koné se u vraniki
riznou intenzitou pigmentace zabyvd Hofmanova et al. (2015). V préci vyhodnocovali
vliv riznych faktorGi na intenzitu ¢erného zbarveni. V zdvéru doporucuji provést
genetické analyzy.

Tak, jako fenotyp zbarveni hraje dulezitou roli pfi vyvoji modernich plemen
hospodatskych zvifat, v€etné¢ koni, genetika zbarveni ndm mulzZe pomoci k lepSimu
pochopeni procesu domestikace (napt. vliv bilych znaki na chovani, temperament),
protoze fenotyp zbarveni hral dilezitou roli v ¢asné domestikaci pti pocateCnim vybéru
zvifat.

Archeologové diskutuji, zda neolitické kresby puntikatych kont v jeskyni Pech — Merle
jsou vyplodem fantazie ¢i realitou. Studie DNA prehistorickych koni Pruvost et al.
(2011) dokéazala, Ze umélec zfejmé zachytil to, co skute€né kolem sebe vidél. Slavné
obrazy “teckovanych” koni vznikly ve Francii zhruba pted 25 000 lety, ale napadné
pfipominaji zbarveni “leopard” modernich koni. VE&dci testovali 9 lokusii zbarveni srsti
u 31 prehistorickych koni ze Sibife, vychodni 1 zapadni Evropy a Iberského
poloostrova. 18 koni bylo hnédaka, 7 ¢ernych a 6 neslo alelu asociovanou s barevnym
vzorem leopardi komplex (LP), ktera se vyskytuje u soucasnych koni s ,leopardim
vzorem®. Podle vyzkumu se tito kon¢ vyskytovali také v zapadni Evropé a je tak

pravdépodobné, ze se prohanéli kolem jeskyni, kde se s nimi potkaval praveky ¢lovek.
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Geny, ovlivilujici zbarventi srsti a kiize u savcll je mozné rozdélit do dvou skupin:

— ty, které hraji tlohu pii syntéze pigmentu

— ty, které ptisobi na pigment produkujici bunky, melanocyty

Varianty ve zbarveni srsti a klize jsou vysledkem efektu piisobeni téchto jednotlivych

gentl nebo je zbarveni vysledkem jejich vzdjemného ptsobeni (Rieder et al. 2001).

2.3.2.2. Gen KIT — lokus W — bila barva u koni

V klasické genetice byl pro bilou barvu oznacen lokus W ovliviiuji pfitomnost pigmentu
v kiizi a srsti. Dominantni alela ¥, zptisobuje neschopnost tvofit pigment v kiizi a srsti.
Jeji nositel ma riizovou kizi a bilou srst, coz je zptisobeno uplnou absenci melanocytii a
melaninu. Hiibata se rodi bil4, ale mohou mit pigmentovanou srst na uSich a kolem
nich, nékdy i v hiivé a na hibeté, ¢asem pigment vymizi. Homozygoti (WW) plsobi
letaln€ vétSinou jiz v embryondlnim stadiu, pfipadné hiibata hynou velmi brzy po
narozeni (Bowling 1996). Detekci MS ABS23 Mau et al. (2004) lokalizovali W lokus
na ECA3q, kde jiz byl lokalizovan gen KIT (Marklund et al. 1996). U plemene
»Montagnes “ byl v intronu genu KI/7 nalezen SNP vykazujici vazbu s MS ASB23 a
dominantni alelou W lokusu W. Klasicky lokus W pro bil¢ zbarveni tak byl
specifikovan jako molekularni marker — genomicky — gen K/T.

Mau et al. (2004) z rodokmenovych analyz vyskytu fenotypa bilého zbarveni plemene
»Montagnes* dospéli k zavéru, Ze jde o spontdnni mutaci u jedné z klisen.

V soucasnosti novou mutaci v genu KI/7 pro dominantni bilé zbarveni popisuji roce
2010 Holl et al. (2010). Jedna se o deleci 5-bp ve tietim exonu, ktera byla nalezena u
potomka, jehoz rodi¢e (plnokrevnici s potvrzenou parentitou k danému htibéti) tuto
mutaci prikazné neméli. Tato de novo mutace je v pofadi dvanacta pro dominantni
bilou pigmentaci odhalenou ve tfetim exonu. Celkovy pocet mutaci pro dominantni
bilou barvu se tak ze 14 polymorfizml popsanych u Haase et al. (2009) zvySuje na 15
riznych alel (SNPs). Gen KIT vykazuje vibec nejvétsi alelickou variabilitu mezi geny
ovliviiujicimi zbarveni koni. Recentni seznam mutaci, které se ve fenotypu projevi
dominantné plastoveé bilym zbarvenim (white) nebo strakatosti (tobiano, sabino) uvadi
Hauswirth et al. (2013). Asociovany s KIT genem jsou piimeési bilé srsti (roan) a bilé
skvrny na hlavé a odznaky na koncetinach (white face a leg markings). Pfehledna

tabulak vSech jim uvedenych mutaci je v ptiloze disertace.

2.3.2.3. Nékteré dalsi geny odpovédné za bilé zbarveni

Za bilé zbarveni koni jsou odpovédné i dalsi geny (lokusy). Jednim z nich je lokus Grey
(gen syntaxin 17 — STX17) zptsobujici tzv. vyb&lovani zndmé napft. u starokladrubskych
koni. Jeho normalni alela g se podili na fizeni dé¢leni melanocytti. Duplikace v Sestém
intronu (alela G) podminuje postupné vybélovani srsti. K vybélovani dochazi u jakékoli
barvy, klize a oci zlstavaji pigmentovany. Pielberg et al. (2008) zjistili v souboru 694
lipickych koni rychlejsi a tplnéjsi vybélovani u dominantnich homozygott (GG/GG) ve
srovnani s heterozygoty (GG/Gg).
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2.3.2.4. Genomické markery zbarveni koni

U koni bylo doposud pojmenovano 31 lokust ovliviiujicich zbarveni, a identifikovano

11 gend.

Piehled identifikovanych geni a lokust podminujicich zbarveni koni (Rieder 2009)

Fenotyp LokuS(Esl:Imbol) (i:l;gg)p Dédi¢nost, interakce, asociace
Zakladni zbarveni
Ryzék MCIR /e Auto;oméln,é revcesi\fni
(Chestnut, sorrel) Extenstion (E) Epistaticky k cerne
’ Produkce ¢erveného pigmentu
MCIR
Hnédak Extenstion (E) E/e, E/E Autozomalné dominantni
(Bay, brown) ASIP Ala, A/A ’
Agouti (A)
Vranik ASIP y Autozomalné recesivni
(Black) Agouti (A) aa
Redici barvy
Autozomaln¢ kodominantni
Izabela, plavak MATP C/Cr Epistaticky k Chestnut/sorrel a
(Palomino, buckskin) Cream (C) bay, neni nebo nizce epistaticky
efekt na Cernou
Autozomaln¢ kodominantni
. Epistaticky k ¢erné u
Cremello, perlino CMATPC Cr/Cr hgmozyggtnich koni
rem (C) Krémov¢ bilé zbarveni s modryma
o¢ima.
Autozomdlné dominantni
Epistaticky ke v§em zdkladnim
Dun Nezndmy barvam
Dun (D) D/d D/D | Redent zakladniho zbarveni,
vyskyt primitivnich znakl (pruhy
na hrbeté, koncetindch).
Autozomaln¢ dominantni
Epistaticky u bay a black
(eumelanin ne nebo s nizkym
efektem u chestnut/sorrel
. PMEL 17 heomelaninCokoladové az rudé
Silver Dapple Silver (Z) 2, 22 (lt)élo s bilou nebo Sedou hfivou a
ocasem. U nekterych plemen
asociace s vicecetnymi
kongenitalnimi okuldrnimi
anomaliemi (MCOA).
Autozomdlné dominantni
Champagne SLC3641 CH/ch, CH/ Epistaticky ke Vé/em zakladnim
kovovy odlesk [ Champagne (CH) CH ] barvim .
Zbarveni duhovky oci a barvy
klize se miize menit s vékem.
Greying — vybélovani
Autozomdlné dominantni
Epistaticky ke v§em barvam
STX 17 Vybélovani s vékem. Vyssi vyskyt
Grey Grey (G) Glg G/G melanomu u nositeld alely ,,a*

genu ASIP. Progresivni vybélovani

homozygoti G/G.
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GEN Genotyp e : q
Fenotyp Lokus (symbol) (Alely) Dédicnost, interakce, asociace
|Depigmentace
Autozomdlné dominantni
. . Epistaticky ke vSem barvdm
Roan Asoiovanﬁif) KIT'\ pNjm, RN/RN' | Rozptylené bilé chlupy v zékladn
oan ( barvé. Homozygotni genotypy RN/RN
jsou povazovany za letdlni.
Autozomdlné dominantn{
Epistaticky ke vSem barvim
EDNRB N epra\.fldehze l?ﬂe SkVI‘Ivly c/asto
Overo 0 0 O/o, O/O s horizontalnim rozloZenim.
vero (0) Homozygotni jedinci O/O jsou
postiZeni syndromem letdlni bilé
(OLWS).
Autozomélné dominantn{
KT Epistaticky ke v§em barva
Tobiano Tobiano (TO) | TO/to, TO/TO PISTALICRY Ke Vsem barvam
Pravidelné bilé skvrny casto
s vertikdlnim rozloZenim.
Autozoméalné dominantni
KIT Epistaticky ke vSem barvdm
Sabino Sabino (SB) SB/sb, SB/SB | Bilé skvrny. Homozygoti SB/SB maji
témét kompletni nebo kompletné bilé
zbarveni.
Autozomalné nedplné dominantn{
L d Asociovany s Epistaticky ke vS§em barvdm
copar TRMPI LP/lp, LP/LP Homozygoti LP/LP méné
(Appaloosa) . I .
Leopard (LP) pigmentovani nezZ heterozygoti,
postiZzeni no¢ni slepotou (CSNB).
Autozomdlné dominantni
KIT Epistaticky ke v§em barvdm
Bila (white) White (W Wi, wW/w Ruzné rozsahld depigmentace.
ite (W) Homozygotni genotypy W/W jsou
povaZovany za letalni.
. Asociace s MCIR, Au'[ozomah:;:l é:tc:i/\;r(l)lr.rgplstatlcky k
o SVITy Ha KIT, MITF WM/wm, wm/ e )
hlavé a znaky na White Marki wm V zévislosti na zdkladnim zbarventi,
koncetinach ! ?w;/l[r) ngs bud KIT gen nebo gen MITF primédrné

zpusobuji bilé odznaky
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2.3.3. Implementace genetickych markeri do prezentace plemen koni z CR v
databazich hospodarskych zviirat EFABIS a DADIS

Diverzita hospodaiskych zvifat je dualezitda pro uspéSny chov a déava strategické
moznosti pro genomickou selekci. Genetické zlepSovani je dulezité pro udrzitelnost
chovanych plemen v ménicim se prostiedi.

Pro udrzitelnost genovych zdrojii a zachovani biodiverzity hospodarskych zvifat se ve
svété stale vice vyuzivd poznatkd a informaci molekularni genetiky — genomiky.
Dokladem je napf. publikace Ajmone-Marsanet al. (2010) informujici o tfiletém
projektu GLOBALDIV — globalni pohled na diverzitu hospodaiskych zvitat a jeji
zachovani. Cilem projektu financovaného Evropskou komisi je zlepsit zachovani, popis
a vyuziti genetickych zdrojii v zemédélstvi v EU i mimo ni. Sdruzuje partnery, kteii se
na projektech zachovani a udrzeni genetické diverzity hospodaiskych zvitat podileli v
ramci Clenskych projekti EU nebo kontinentdlnich projektl. Zajistuje tak vetsi pocet
odbornik1, ktefi se dané problematice vénuji. Cilem publikace Boettcher et al. (2010) je
podat ptehled o piistupech, metodach a kritériich pro vyuziti molekularné genetickych
dat v zachovani diverzity Zivo€iSnych zdroji. U hospodaiskych zvifat se stanovuji
kriteria pro zachovani diverzity meziplemenné a v ramci plemene.

Technologickd platforma pro udrzitelny chov a reprodukci hospodéiskych zvirat
(FABRE-TP ,2008) definovala jako jednu z péti priorit oblasti vyzkumu diverzitu
hospodarskych zvifat. Ocekavany dopad projektu optimalizace metod pro udrzeni
genetické diverzity jsou nové perspektivy pro  biodiverzitu v riznych systémech
hospdaftenti, s pfihlédnutim k variabilit€ ndrodnich plemen.

2.3.3.1. Ramcové udaje o informac¢nim systému EFABIS a DADIS

Pod svétovou organizaci FAO (Organizace pro vyZzivu a zeméd¢lstvi) existuje rozsahla
databaze pod oznacenim DAD-IS (Domestic Animal Diversity), bézn¢ dostupna ptes
internet, informujici o plemenech zvirat v celém svété. Je celosvétovou databazi.
Evropsky, regiondlni, rozsah ma databdze EFABIS (European Farm Animal
Biodiversity Information System), spadajici pod Evropskou asociaci pro Zivoc¢iSnou
vyrobu (EAAP). Evropska databaze, (vyvoj softwaru a koncepce FABISnet) se zacala
tvofit v ramci projektu EAAP s podporou Evropské komise v r. 2002. Ukonceni
projektu EFABISNet — zavére¢nou konferenci — probéhlo v prosinci 2010 (Palermo,
Italie).

V projektu EFABIS byla vytvofena webova sit’ Narodnich databazi, v niz je zapojeno

celkem 16 zemi. CR zde bohuzel neni zapojena — nema svoji ndrodni databazi
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Obr. 8. Schéma zapojeni zemi mezi informacni systémy sit¢ biodiverzita hospodaiskych zvitat

Greece
Iceland

Georgia Hungary

Estonia
Ireland

o

EFABIS

Austria

Poland

United
Kingdom

Slovenia

Slovakia The

DA D'Is Netherlands

http://efabis.tzv.fal.de

Narodni databaze jsou nejniz§imi jednotkami systému EFABISnet, ale komunikuji
s databazemi na regionalni nebo globalni trovni. Narodni databaze jsou vétSinou Sirsi

podle specifik danych zemi a nemusi byt obsazeny / synchronizovany ve vysSich
databazich.

obr. 9. Schéma hierarchie databazi

common part
global (FAO) |
I I
i | regional specifics
regional (EAAP)
I .
country

http://www.fao.org/dad-is, http://efabis-eaap.tzv.fal.de/
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2.3.3.2. Pozadavky na tidaje v databazi EFABIS

V databazich na webovych strankdch EFABIS, provozovanou Evropskou asociaci pro
zivocisnou vyrobu (EAAP) a DADIS, provozovanou FAO, je v soucasnosti zahrnuto ze
189 zemi 38 druhti a 14873 plemen hospodaiskych zvitat. U vice jak 1000 plemen jsou
zvetejnény 1 jejich fotografie.

Pro koné jsou zde tudaje o 1547 plemenech chovanych v zemich celého svéta.
V Evropskych zemich je v databazi registrovan chov celkem 774 plemen koni. Za CR je
v databdzi EFABIS zatfazeno 21 plemen koni. Pro kazdé plemeno je v databazi jeden
,list™. Na listu pro kazdé plemeno pod zédhlavim nasleduji jednotlivé oddily, ve kterych
maji byt zakladni charakteristiky dané¢ho plemene.

Po ukonceni velkého mezinarodniho projektu v roce 2010, kdy se vytvarel informacni
systém EFABIS, byl do listu plemene zatazen novy, specidlni oddil pod oznacenim
“Genetic features“ Podle pozadavka Evropské asociace pro zivo¢isnou vyrobu, maji se
v tomto novém oddile uvadét udaje o molekularné genetické variabilité daného
plemene. V napoveédé k oddilu “Genetic features“ je uvedeno, jaké informace by mél
obsahovat, aby byla moZnost srovnani mezi plemeny nebo populacemi stejnych plemen
v riznych zemich. Navod je platny obecné pro vSechny druhy hospodarskych zviftat.
Kazda zem¢ ma poskytnout informace, tzn. genetické udaje, které ma k dspozici.
Uvadéni molekularné genetickych informaci o plemenech svéd¢i, podle nés, o trovni

rozvijeni aktualnich smért genetického vyzkumu v té které zemi.

2.3.4. Implementace genetickych markeru do eliminace chorob a vad

Detekce a monitoring variability genomickych markerti asociovanych s fyziologickymi
jejich cilenou eliminaci. Poznatky ziskané studiem u koni jsou vyznamné 1 pro lidskou
populaci, nebot’ pies 90 dédicnych chorob ma obdobu u lidi. V prioritach strategického
planu EU-USA je zvlast vyzvednuta oblast genetiky imunitni odpovédi u koni pro
moznost vyuziti poznatkdi v humanni medicing.

Pro mapovani sekvenci imunitni odpovédi jsou vyuzivamy MS. V CR na této
problematice spolupracuji pracovist¢ VFU Brno a Mendelovy univerzity Brno, napf.
Futas et al. (2012) na modelové populaci starokladrubského koné analyzovali asociace
mezi piitomnosti kozniho melanomu u vybélujicich koni, mikrosatelitnimi markery a
kandidatnimi geny imunitni odpovédi. Byly stanoveny genotypy v 50 MS markerech a
36 polymorfnich markerech. Na zéklad¢ vysledki byly lokalizovany tfi oblasti na
chromozomech ECA 25, 9 a 20 signifikantné asociované s vyskytem melanomu.

Pro nédvaznost a ucelenost informaci o vyvoji poznani asociaci, tj. vyzkumu jak
pokracuje implementace detekovanych markeri do studia chorob, uvadime dva

priklady:
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1) podrobnéji popiSeme piiklad, ktery byl na svétové konferenci v prosinci 2010
predstaven jako prvni informace popisujici u koni asociaci genové exprese s genotypem
zbarveni srsti a ocni chorobou.
Vrozena nocni slepota (CSNB) u nekterych plemen koni je jiz mnoho let spojovéana se
zbarvenim typu appaloosa a leopard strakatosti. Z klasického zkoumani dédi€nosti
uveden¢ho zbarveni byl zavér, Zze se jednd o jeden inkompletné¢ dominantni
autozomalni lokus Lp. Nasledovalo zjiStovani genetickych vazeb (Terry et al.
2001,2002) s genem KIT (tyrosin kinasa receptor) jako kandidatnim genem pro
strakatost typu leopard. Detekci mikrosatelitnich markerti o dva roky pozdéji Terry et al.
(2004) mapoval lokus Lp na chromozom ECAT1 v délce 6-cM. Srovnanim tseku ECAL1
s homology u ¢loveka a u mysi vybrali jako kandidatni gen TRPM1, (transient receptor
potential cation channel subfamily M, member 1), oznacovany i jako melastatin
(MLSNI).
Za dalsi ctyfi roky Bellone et al. (2008) studovali genotypy TRPMI a ukazali, Ze
homozygotné¢ dominantni genotyp (LP/LP) je pravdépodobné spojen s vrozenou no¢ni
slepotou (CSNB), souvisejici s regulaci exprese TRPM1 v oku. Jen s roénim odstupem
Audo et al. (2009) v markeru TRPMI identifikovali 3 SNP a prokdzali asociace
nékterych alel leopard komplexu s kongenitalni stacionarni no¢ni slepotou. Projev/
pusobeni biomarkeru TRPMI m¢éfili hladinou syntetizované mRNA, technologii
kvantitativni real-time RT-PCR. Vyslovili hypotézu, ze TRPMI molekularnim
mechanismem reguluje oba lokusy: LP (zbarveni) a CSNB (slepota). Cituji i Zeitz et al.
(2007), kteti u lidi detekovali mutaci v genu CABP4, ktery je ¢lenem genové rodiny pro
kalcium vézici proteiny a z 30-40% se podili na redukci transkriptu u genu autozomalné
recesivni formy nocni slepoty u ¢lovéka.
V roce 2010 Bellone et al. (2010) pak u souboru 400 koni z 5ti plemen odhalili 6 SNP
v genu TRPMI. Pro tfi z nich detekovali signifikantni asociace mezi genotypem
strakatého zbarveni a nocni slepotou. Na zavér konstatuji, ze kterykoliv z téchto SNP
muze byt kausativni mutaci a pak by Sel pouzit jako redlny a objektivni DNA marker v
praktickém DNA testu.
2) Dalsi ptresvédCivy ditkaz vyuziti detekce genomickych markerti, byl publikovan
v dubnu 2010 v otevieném internetovém casopise ,,PloSGenetics* vyzkumnym tymem
z univerzit v USA (Brooks et al. 2010). Recenze oznacuji zvefejnéné postupy a
vysledky za prvni uspé€Snou implementaci sekvenovani celého genomu kon¢ pro objev
mutace vyvolavajici thyn hiibat a spojenou se zbarvenim.
Jedna se o letdlni, autozomalné recesivni, dédi¢nou chorobu koni nazyvanou ,,Lavender
Foal Syndrome“ (LFS) — Syndrom levandulového hiibéte. LFS je charakterizovan
neurologickymi abnormalitami a zifedénim zbarveni (dilute coat color) u geneticky
recesivniho homozygota. (Lavender syndrom je zachvatovité onemocnéni, které vede
k uhynu htibat brzy po narozeni).
Vyzkumnici provedli u vybranych koni scan genoma s 56000 SNP ¢ipem. Asociaci
s LFS nalezli s genem ,,myosinVa“ = MY0O54. Mutace spociva pouze v deleci jedné
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baze v tficatém exonu, kterd méni ¢teci ramec, porusuje Cteni stop kodonu. Gen je na
chromozomu ECA1. K detekovani jednobazové delece v DNA lze vyuZit 1 jednodussi
metodu PCR-RFLP. LFS byl primarné identifikovan u arabského plnokrevnika, jeho
egyptské linie. Molekuldrné genetické testy na danou mutaci ukézaly, ze vSechna
postizend hiibata byla homozygotni v SNP (deleci) genu MYOS5A.

Pro chovatele araba je zavazny odhad vice jak 10% frekvence recesivni alely v populaci
a skuteCnost, ze tii ze Sesti zjiSténych heterozygotii pienaseci byli plemenni hiebci.
Znalost genotypli hfebci mize velmi rychle negativné nebo pozitivné ovlivnit cenu
hiebcti.

Na nasledujicim obrazku je hiibé s Lavender Foal Syndrome, s patrnymi kieCemi

svalstva, levandulovym zbarvenim a recesivné homozygotnim genotypem v markeru
MYOS5A — obr.10.
Obr. 10. Hribé s Lavender Foal Syndromem.

PLoS Genet. 2010 April; 6(4): €1000909.

2.3.5. Implementace genetickych markeru do predikce vykonnosti

Na zéklad¢ znalosti vlivu riznych variant genu myostatinu (MSTN) na svalovou
hypertrofii u fady savci a k vysokému obsahu svalové hmoty v poméru k télesné
hmotnosti se kolektiv védct University College of Dublin (Hill et al., 2010) sousttedil
na zkoumani sekvencnich variant genu MSTN u koni. Souvislost mezi variantami MSTN
genu a fenotypem zavodnich koni (dostihovou vykonnosti) ovéfovali na 148
plnokrevnych konich. Identifikovali novy SNP polymorfismus (g.66493737C>T), ktery
je siln€ asociovan s optimalni dostihovou vzdalenosti pro elitni zdvodni koné. Zjistlili,
ze genotyp CC je vhodny pro rychlé, kratké vzdalenosti, CT pro stfedni a genotyp 77 se
vyznacuje vyssi vytrvalosti. Pii retrospektivnim hodnoceni vykont koni u 142 hiebcli a

vvvvvv

jako dvouleti zdvodni koné nez jedinci genotypu 77.
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Obr.11. Varianty genu MSTN pro optimalni dostihovou vzdalenost u skupiny 179
vitéznych plnokrevnikli. Genotypy CC (modra), genotypy CT (Cervend), genotypy 17T
(zelend). (Hill et al., 2010).
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Neocekavany vysledek pfinesl univerzitni zakladni vyzkum v genomice a neurovédach
financovany grantem S§védské agentury pro strategicky vyzkum. Vyzkumnici na
Zemédé€lské univerzité v Uppsale u islandskych koni zkoumali, pro¢ nékteti z nich
mohou piechazet z klusu do cvalu a néktefi ne a objevili nonsense mutaci na 23.
chromozomu v genu DMRT3 (DMRT3 Ser301STOP) asociovanou s chody koni
(Andersson et al., 2012). Analyzovali 352 islandskych koni a zjistili, ze jedinci
homozygotniho genotypu pro nonsense mutaci A4 nejsou schopni pii zrychlovani chodu

prechazet z klusu do cvalu.

Ze Sirsiho pohledu uvadime né€kolik stanovisek obsazenych v materidlu — Anonym
(2011): ,, Novy pétilety strategicky plan EU-USA v oblasti biotechnologii* na obdobi
2011-2015 zvefejnéném na www.ec.evropa.eu/research/biotechnology, koncem
listopadu 2011.

Pracovni skupina Zivocisnych biotechnologii doporucuje pracovat ve vyzkumu
zaméfeném na:

- zlepSovani vizualizaci genomickych dat

- integrovat genomické a genotypové informace s fenotypovymi udaji
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- vylepSovat nastroje a databaze pro stimulaci vyzkumu a vyvoj technologii
genomiky, inovace markery podporované selekce a predikce fenotypii na bazi
genomickych informaci

- dalsi prioritu sméruje komise do ptipravy a vedeni mladych vyzkumnikii ke
spolupréci s biomedicinskym a pfirodovédeckym genetickym vyzkumem

Clenové pracovni skupiny upozoriiuji na poddimenzovanost vyzkumu genomiky zvitat,

od které se ocekava feSeni diive nemoznych problému zdravi a Slechténi. Predpokladaji,

ze vice nez dosud se, vedle celogenomové sekvenace, popisu gentl a asociacnich studii,
bude muset v agrogenomice vyuzivat komplexity genové exprese, genové regulace a
genomové metylace.

Poukazuji na vyznam genetiky hospodaiskych zvifat pro jiné oblasti, predevSim
v moznostech testovani vyzkumnych hypotéz, vyzadujicich kiizeni jedincti majicich
dlouhodobé a ptesné geneticko- rodokmenové udaje a dobte definované fenotypy.

Shoduji se v nazoru, ze prioritami pro chovatele zvifat budou objevy dalSich

genomickych markerd, pfimo souvisejich s chorobami a jejich validace, selekéni studie

a predikce fenotypu.

Piehled soucasného stavu genomického Zivocisného vyzkumu ukoncime aktualnim
vysledkem z technologie genové editace u prasete. Vyzkumnici z univerzity v Soulu

editovali zménu MSTN genu, ktera vedla k dvojtému osvaleni. Vysledky popisuje v

prestiznim Casopise Nature v ¢ervnu 2015 Cyranoski D.
Genova editace mé velky potencidl 1 u koni, pfedev§im pro jejich pigmentaci.

Piedlozeny disertatni spis piinasi diléi genetické poznatky vyuzité v CR, je v souladu

s uvedenymi prioritami ak¢niho planu spoluprace USA a EU.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Analyzovana zvirata

4.1.1. Detekce mikrosatelitnich markeru (MS)

Stanoveni diferenci v MS mezi plemeny bylo provedeno u 7682 jedinci obou pohlavi
(htebet a klisen) 13 plemen. Cesky teplokrevnik (CT, 3789 ks), slovensky teplokrevnik
(CS, 1659 ks), appaloosa (APP, 145 ks), achaltekinsky kin (ACHT, 179 ks), huculsky
ktn (HK, 473 ks), paint horse (PH, 327 ks), quarter horse (QH, 418 ks), fjord (FJO, 193
ks), kani Kinsky (KK, 95 ks), ¢eskomoravsky bekgicky kun (CMB, 111 ks, slezsky
norik (SN, 177 ks), starokladrubsky kiun (STKL, 280 ks), anglicky plnokrevnik
(A1/1,111ks) a shetlandsky pony (SHP, 136 ks). Biologické vzorky (krevni vzorky,
sperma a chlupové kofinky) pochazely od koni chovanych v Ceské republice v letech
2000 az 2014.

111 nidhodné vybranych jedincti plemen CT, CS, Al/1, KK a HK bylo vbrano pro
klastrovani.

Pro sestaveni dendrogramii a ur€eni genetické vzdalenosti bylo vybrano 9 plemennych

hiebcit HK zatazenych do genového zdroje a 15 plemennych hiebeti KK.

4.1.2. Urceni genetické determinace zbarveni

Pro stanoveni genotypli zbarveni byly analyzovany soubory 26 koni pleneme KK,
predevsim plemennych hiebcli, 10 plemennych hiebcli plemene HK a 24 jedincii
plemene PH. Soubory byly pro genotypizaci zbarveni vybrany vzhledem k provadéné

predikci fenotypti zbarveni a postizeni syndromem letalni bilé¢ (OLWS) u potomkd.

4.2. Laboratorni analyzy

4.2.1. Izolace DNA

Pro izolaci DNA byly pouzity biologické vzorky krve, spermatu a chlupovych folikul.
Krev byla odebirdna do zkumavek s antikoagulacnim roztokem. Jako zdroj spermatu
byly pouzity pejety s inseminac¢nimi dadvkami koni. Pro izolaci DNA z chlupovych
cibulek bylo pouzito 15-30 kusi folikulti. Genomova DNA byla izolovdna pomoci
béznych postupit a komeréné dodavanych kitd. Pfi izolacich byl dodrzovan protokol
vyrobce. Pro izolaci z krve a spermatu byl pouzit JETQUICK Blood Spin Kit
(Genomed GmbH, Germany), pro izolaci z chlupovych cibulek JETQUICK Tissue Spin
Kit (Genomed GmbH, Germany).

4.2.2. PCR a fragmenta¢ni analyza mikrosateliti

Pro stanoveni mikrosatelitl byl pouzit panel 17 MS lokust (4HT4, AHTS, ASB2,

ASB17, ASB23, CA425, HMSI, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, HTG?7,

HTGI10, LEX3, VHL20). Lokusy byly ur€ovany komeréné¢ doddvanym kitem firmy

Applied Biosystems/Life Technologies (USA) na stanoveni DNA polymorfism u koni

(StockMarks® for Horses Equine 17-plex Genotyping Kit). Kit byl pouZit v souladu s
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pokyny vyrobce. PCR reakce probihala na termalnim cykleru GeneAmp™ PCR System
9700 (Applied Biosystems/Life Technologies). Polymorfismy byly vyhodnoceny
prostifednictvim fragmenta¢ni analyzy DNA v  automatickém sekvenatoru ABI
PRISM™ 310 Genetic Analyzer a vyhodnoceny pomoci programi GeneScan 3.7 a
Genotyper 3.7.

Nazvy MS lokust, jejich lokalizace na chromosomech, struktura a sekvence opakovani,
primery a velikosti PCR produktii (Van de Goor et al., 2009b)

Locus Chrom. |Repeat Repeat Original Primer sequences (Forward and Reverse) |Amplicon
Location [structure  |sequence reference length (bp)
AHT4 24q14  |Compound |(AC),AT(AC), Binns et al. F: AACCGCCTGAGCAAGGAAGT 144-164
(1995) R: CCCAGAGAGTTTACCCT
AHTS 8 Simple (GT), Binns et al. F: ACGGACACATCCCTGCCTGC 126-144
(1995) R: GCAGGCTAAGGAGGCTCAGC
ASB2 15g21.3- |Simple (GT), Breen et al. F: CCACTAAGTGTCGTTTCAGAAGG 216-250
q23 (1997) R: CACAACTGAGTTCTCTGATAGG
ASB17 2pl14-pl5(Simple (AC), Breen et al. F: ACCATTCAGGATCTCCACCG 87-129
(1997) R: GAGGGCGGTACCTTTGTACC
ASB23 3g22.1- |Simpleand ((TG), and Irvin et al. (1998) [F: GAGGGCAGCAGGTTGGGAAGG 175-211
q22.3 Compound |(TG),TT(TG)4 R: ACATCCTGGTCAAATCACAGTCC
CA425 28q18  [Simple (GT), Eggleston-Stott et|F: AGCTGCCTCGTTAATTCA 226-246
UCDEQ425 al. (1997) R: CTCATGTCCGCTTGTCTC
HMSI 15 Simple (TG), Guerin et al. F: CATCACTCTTCATGTCTGCTTGG 170-186
(1994) R: TTGACATAAATGCTTATCCTATGGC
HMS2 10 Compound [(CA),(TC), Guerin et al. F: CTTGCAGTCGAATGTGTATTAAATG  [222-248
(1994) R: ACGGTGGCAACTGCCAAGGAAG
HMS3 9 Compound [(TG)y(CA);TC(CA), and Guerin et al. F: CCATCCTCACTTTTTCACTTTGTT 148-170
(TG)y(CA),TC(CA),GA(CA)s|(1994) R: CCAACTCTTTGTCACATAACAAGA
HMS6 4 Simple (GT), Guerin et al. F: GAAGCTGCCAGTATTCAACCATTG 151-169
(1994) R: CTCCATCTTGTGAAGTGTAACTCA
HMS7 1925 Compound [(AC),(CA), Guerin et al. F: TGTTGTTGAAACATACCTTGACTGT  [165-185
(1994) R: CAGGAAACTCATGTTGATACCATC
HTG4 9 Complex  |(TG),AT(AG)sAAG(GA)s  |Ellegren et al. F: CTATCTCAGTCTTGATTGCAGGAC 127-139
ACAG(AGGG); (1992) R: CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC
HTG6 15g26-  |Simple (TG), Ellegren et al. F: GTTCACTGAATGTCAAATTCTGCT 84-102
q27 (1992) R: CCTGCTTGGAGGCTGTGATAAGAT
HTG7 4 Simple (GT), Marklund etal.  |F: CCTGAAGCAGAACATCCCTCCTTG 118-128
(1994) R: ATAAAGTGTCTGGGCAGAGCTGCT
HTG10 21 Simple and |(TG), and Marklund etal.  [F: TTTTTATTCTGATCTGTCACATTT 95-115
Compound |TATC(TG), (1994) R: CAATTCCCGCCCCACCCCCGGCA
LEX3 Xq Simple (TG), Coogle et al F: ACATCTAACCAGTGCTGAGACT 142-164
(1996) R: GAAGGAAAAAAAGGAGGAAGAC
'VHL20 30 Simple (TG), Van Haeringen et [F: CAAGTCCTCTTACTTGAAGACTAG 87-105
al. (1994) R: AACTCAGGGAGAATCTTCCTCAG
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4.2.3. PCR a RFLP - stanoveni genotypi zbarveni

4.2.3.1. Gen ASIP — Lokus Agouti — agouti-signaling protein
Genotypizace dle Rieder et al. (2001).

Primery:

F5-CTTTTGTCTCTCTTTGAAGCATTG -3’

R 5"-GAGAAGTCCAAGGCCTACCTTG -3’

alela4 (102 bp)

alelaa (91 bp)

4.2.3.2. Gen MCIR - lokus Extension — melanokortinovy receptor 1
Genotypizace dle Marklund et al. (1996)

Primery:

F 5’-ATTCCTGATGGGCTCTTCCT-3"

R 5"-TAAGCGATGAAGAGGGTGCT-3’

Restrikéni enzym: Taq [

alela E (428 bp)

alelae (297 bp, 131 bp)

4.2.3.3. Gen MATP — Lokus Cream - transportni protein asociovany s membranou
Genotypizace dle Brooks S.A, Bailey E. (2005).

Primery:

F 5'-CTTTGATTGCTGACCGAAGGAAGAA-3’

R 5'-TAATACCGATGCTACATTGCTGTCT-3’

Restrikéni enzym: Mse [

alela C (478 bp, 26 bp, 22 bp)

alela Cr (406 bp,72 bp, 26 bp, 22 bp)

4.2.3.4. Gen EDNRB — Lokus Overo — endothelinovy receptor B
Genotypizace dle Metallinos D.L. et al. (1998).

Primery:

F 5'- GAACCATCGAGATCAAGGAGAC-3’

R 5"- TGCAGCARGTCTCCCAGAGC-3’

Restrikéni enzym: Mse I

alela O (175 bp)

alelao (97 bp, 78 bp)

4.2.3.5. Gen KIT — Lokus Sabino 1

Genotypizace dle Brooks S.A, Bailey E. (2005).

Primery:

F 5"-GGTCCTRACGATGAGAAACACAAGT -3’

R 5"-TTTGACCACATAATTAGAATCATTC -3’
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Restrikéni enzym: Mnl
alela SB1 (252 bp, 74 bp)
alela sb1 (205 bp, 74 bp, 47 bp)

4.2.3.6. Gen KIT — Lokus Tobiano

Genotypizace dle Brooks S.A. et al. (2007).

Primery:

F 5"-TGATAGATCAGTGTAGACGTAGTGTGACAGAGAC-3’

xR 5'-AACAGCTACTCCCACTCTAGCATAGGTTC-3"

toR 5'-TTCACCACAGAGTATCCAATTATGTCTTTCACATAATGC-3’
alela 7o (209 bp)

alela to (152 bp)

4.3. Biostatistické analyzy

4.3.1. Stanoveni diferenci v MS mezi plemeny

Frekvence alel, pocet alel na lokus (Na), primérny pocet alel na lokus (MNA),
polymorfni informacéni index (PIC), skute¢nd a oCekavana heterozygotnost (Ho, He)
byly stanoveny s vyuzitim programu Excel Microsatellite Toolkit v. 3.1.1. (Park, 2001).
Pocet efektivnich alel (Ne), Hardy-Weinbergova rovnovaha (HW), Fixa¢ni index (F),
pravdépodobnosti vylouceni nespravnych rodict (PE1. PE2, PE3), pravdépodobnosti
identity dvou jednicti (PI, PISibs) byly stanoveny s vyuzitim programu Genalex (http://
www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/).

Pro posouzeni genetické variability byly vypocteny alelové frekvence jednotlivych MS

lokust, které byly pouzity ke stanoveni:

pocetu efektivnich alel

N_

e n ’

Zpiz
J=1

kde p, je frekvence alel

ocekavané heterozygotnosti He

H,=1- 2 p.’, kde p, je frekvence i-té alely a n je kvantita alel

i=1
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skute¢né, pozorované heterozygotnosti Ho

k

2H,

H, = % , kde k je poCet jedinciia H pocet heterozygott

polymorfniho informaéniho obsahu — PIC

n—1 n

PICZH-22 P/’ 2 p j2 , kde p;, p; jsou frekvence alel a n pocet alel

i=1 j=it+l

fixa¢niho indexu

H, - . . .
F =EH—O, kde H,, je primérna pozorovana heterozygotnost jedince v subpopulaci
E

a H; je primérnd oCekdvana heterozygotnost v populaci.

chi kvadrat testu

k Ry
x = 2@, kde k je pocet jedincti, O, je skutecny pocet jedinct s i-tym
i=1 i

genotypem a E, je o¢ekavand heterozygotnost i-t¢ alely pro DF = [Na(Na = D] , kde

Na je pocet alel v lokusu.

pravdépodobnosti genetické identity dvou nezavislych jedincti— PI

PIZZ(Z p>) - 2 p.}, kde p, je frekvence i-té alely v lokusu.

pravdépodobnosti genetické identity sourozencti— PISibs

Plsibs=0.25+(0.5>_ p*)+[0.50D. p>)’1-0.25> p.*, kde p, je frekvence alel
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Pro stanoveni spolehlivosti MS lokust byly vypocteny — PE1, PE2, PE3 (Jameison,
Taylor, 1997):

PE1 — pravdépodobnost vylou€eni nespravného rodice v ptipadé, ze je znam genotyp

potomka a obou rodi¢i

n n n n n 2 n n
P=12) p2+ > p}+2) pt =33 p’ - 2(2 piZJ +3Y p> > p. kde p, je frekvence i-té alely.
i=1 i=1 i=1 i=1 i=1

i=1 i=1

PE2 — pravdépodobnost vylouceni nespravného rodi¢e v pripade€, ze je zndm genotyp

pouze jednoho z rodict

n n 2 n n
P=1- 4219,.2 + Z(Zpizj + 42pi3 - 32pi4 , kde p, je frekvence i-t€ alely.
i=1 i=1

i=1 i=1

PE3 — pravdépodobnost vylou€eni obou rodictl, je-li zndm genotyp potomka a obou

rodi¢t

n n n n 2 n n n 2
P=1+4) p*-4Y.p’-3> p°- S(Zp,.zj + S(Zp,.z ][Zpi3j+ Z(prJ , kde p, je frekvence i-té alely.
i=1 i=1 i=1 i=1 i=1 i=1 i=1

4.3.2. Stanoveni prisluSnosti jedince k plemeni/populaci

Pro stanoveni pfislusnosti jedinct k populaci byl pouZit program Stucture verze 2.2.
(Pritchard et al., 2000). Program je schopen vyhodnotit pro kazdého analyzovaného
jedince podil pochazejici z K potencialnich klastri. Metodou Monte Carlo (MCMC)
definuje pfirozeny algoritmus pravdépodobnosti, Ze dany genotyp patii do urcitého

klastru. Soubor byl testovan v rozsahu 2 az 6 klastra, s 500 iteracemi.

3.3 Stanoveni genetické vzdalenosti

Pro stanoveni genetické vzdalenosti (dendrogrami) byl pouzit programMega verze 6.
(Tamura et al., 2013)

3.4. Predikce fenotypii zbarveni
Pro predikci zbarveni potomku/hiibat byl pouzit Offspring Coat color calculator —

http://www.horsetesting.com/CCalculator1.asp
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5.VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Detekce MS u vybranych plemen koni v CR

5.1.1. Postup pro odbér vzorki chovateli a jejich distribuci; izolace DNA

Jako biologicky material k DNA analyzam jsou v CR v nejvétsi mife vyuzivany krevni
vzorky. Nasim cilem bylo vyuzit pro DNA analyzy biologické vzorky, které je mozné
odebrat neinvazivnim zplUsobem a aplikovat nejnovéjsSi poznatky o neinvaznich
metodach odbért biologickych vzorkl koni, izolacich DNA a formach archivace DNA.
Uchovavani krevnich vzorkidl je narocné jak financné (energie na zmrazeni), tak na
plochu (mrazici pfistroje). Z toho divodu byl ovéfovan postup archivace vybranych
biologickych vzorkl a izolované DNA na chitosanovém nosici, mikrotitraéni destic¢ce
s aplikovanym nosi¢em silikagel+chitosan v neznamém pomeéru) a ovefovan postup
izolace DNA ze vzorkd na nosi¢i uloZzenych v riznych teplotnich podminkéch.
Archivace biologickych vzorkl a izolované DNA na chitosanovém nosi¢i se ukdzala
jako nevyhovujici. Archivaci krve lze provést, avSak nelze ocekavat uspokojivy
vysledek izolace DNA (obtiznost manipulace, ztraty vychoziho materidlu pfi
manipulaci). Nejlepsi vysledky izolace DNA poskytovaly vzorky tkani (maso, usi),
avSak tady lze jako nevyhodu zdlraznit nutnost manudlniho zpracovani vzorku
(mechanické rozdrceni) pted aplikaci na nosic.

Byla hledana jind forma biologickych vzorkd, kterd by nahradila invazivni metody a
byla z ni ziskdna DNA v kvalité vyhovujici naslednym analyzam. Jako nejleps$i varianta
biologickych vzorkl byly vyhodnoceny chlupové cibulky z Zini koni. Neni tfeba je
uchovavat na Zadném nosi¢i a je mozné je skladovat pfi pokojové teploté. Byla
odzkousSena izolace z chlupovych cibulek zini archivovanych 3,6, 12 a 24 mésicti. DNA
byla ve vSech ptipadech vyhovujici pro ndmi provadéné analyzy.

V ramci disertace byl v Laboratofi agrogenomiky vypracovan postup pro objednani,
odbér, znaceni, doru€eni, archivaci a evidenci biologickych vzorkl koni viz ptiloha €. 1.

5.1.2. Stanovené genotypy mikrosateliti

K definici biodiverzity, individualni identifikaci, sledovani parentit jsou ve svété dnes
pouzivany panely s riznymi pocty mikrosatelitnich lokusti. Pro naSi préaci byl jako
nejvhodnéjsi vybran panel 17 STR lokust (4HT4, AHTS, HMS1, HMS2, HMS3, HMS6,
HMS7, HTG4, HTG6, HTG7, HTG10, VHL20, ASB2, ASB17, ASB23, CA425, LEX3,)

U souboru 7682 koni 13 plemen byly stanoveny genotypy 17 MS lokust .

Velikosti alel jsou dény pocty opakovéani nukleotidovych repetic. Jsou vyjadieny v
pismenném kodu podle nomenklatury ISAG viz obrazek ¢. 12. Velikosti alel byly
srovnavany dle ISAG v ramci mezinarodnich srovnavacich testl ISAG.
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Obrazek ¢. 12. Pocty nukleotidovych repetic jednotlivych STR markertt odpovidajici
alelam dle nomenklatury ISAG:

AULIE [NUIICHCIAULE (IDAU DIZC 10 KCPLEL INUITDLT LUNVLTSIon)

Conversion of ISAG to repeat-numb (ISAG, Socicty for Animal Genetics).
ISAG
f:,&;?, AHT4 | AHTS | ASB2 | ASB17 | ASB23 | CA425 | HMS] | HMS2 | HMS3 | HMS6 | HMS7 | HTG4 | HTG6 | HTG7 [ HTG10 | LEX3 | VHL20
9 B
10 C
11 D
12 D F G
13 F | F G K |G F 1
14 H|G| G H 1 L 1 G| J
15 I H G 1 J H M J K H K
16 1 1 H i K |1 N[ K H 1 L
17 K J J I K L J 0 K M 1 ] M
18 L | K| K i L | M| K P|L M| N| T | K|N
19 M L L K M N L Q M N 0 K L 0
20 N |M|M L N M | H N o|r L M| P
21 0O N| N 0 1 0 P M | N|Q
2 0 0 P Q 0 P Q N 0 R
23 Q|| P P Q o |r
24 Q Q P Q L P Q
25 H R | R Q R | M Q
26 1 S S R N N R
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Mikrosatelitova struktura populace vybranych plemen koni v CR je souhrnné popsana
v tab. €. 4

Tabulka ¢. 4. Mikrosatelitova struktura koni

n MNA HE HO PIC
7682 11,29 0,7711 0,737 0,738
SD 2,47 0,016 0,0013

n= pocet zvifat, MNA= primérny pocet alel na lokus, HE= ocekavana heterozygotnost, HO= skutecna
heterozygotnost, PIC= polymorfni informacni obsah/index, SD = smérodatna odchylka

U souboru zahrnujiciho 7682 koni 13 plemen bylo detekovano v priméru 11.29 alel na
lokus. Celkova ocekavand heterozygotnost 0.771 byla vyS$8i nez skutecné zjiSté€na

heterozygotnost 0.737. Celkovy polymorfni informacni obsah MS lokust byl 0.738.
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5.2.Charakteristika diverzity populaci

Charakterizovat, hodnotit a srovnavat mikrosatelitovou strukturu uvnitf populaci a mezi
populacemi je mozno s vyuzitim mnoha rtznych programi a diskutovat rozdily v
ziskanych vysledcich. Recentnim piikladem je publikace piipadové studie u ovcei ve
Francii Leroy et al. (2015). Nasim cilem nebylo srovnavani jednotlivych programt, ale

predevsim diagnostika mikrosatelitové struktury.

5.2.1. Geneticka diverzita v MS u plemen koni v CR

U vybranych plemen koni chovanych v CR v letech 2000 az 2014 bylo analyzovano 17
MS lokusti a vyhodnocena jejich variabilita. Udaje o genetické struktufe plemen jsou
shrnuty v tabulce €. 5.

Celkovy pocet alel Na se pohyboval od 6,29 u plemene STKL po 10.06 u plemene CT.
Rozdil v celkové detekovaném poctu alel mize mit pfi¢inu v tom, Ze genovy zdroj
STKL je chovan jako uzaviend populace, zatimco v plemeni CT se uplatiiujé vétsi pocet
hiebcil a klisen. Vyrazny rozdil v celkovém poctu alel mlize byt dan i poctem jedinct
zafazenych v experimentu (280 jedinct STKL a 3489 koni CT). Pfestoze rozdily v
celkovém poétu alel mezi STKL a CT dosahovaly téméF 4 alel, pocet efektivnich alel
Ne se u jednotlivych plemen tolik nelisil, pohyboval se v rozmezi 3,57 (STKL) po 4,46
(CT).

Jediné relevantni srovnani ndmi stanovenych charakteristik diverzity je s praci Van de
Goor et al.(2011b), ve které zvetejnili vysledky vice jak 8641 koni rlznych plemen
chovanych v Holandsku. Sledovali 35 populaci koni (pocet se pohyboval od 17 do 1354
jedinct v populaci).

Z tabulky ¢. 5 lIze pokladat vzhledem k vyuziti MS markerii pro charakteristiku

vvvvvv

PIC — polymorfni informacni obsah, vyjadfujici miru polymorfismu MS markert.
Pohyboval se od 0,643 (ACHT ) po 0.720 u CT. Van de Goor et al. (2011b) uvadi
samostatné¢ hodnoceno, ale muzeme srovnat populace plemen fjord, appaloosa a
populace teplokrevnika. V nésledujicim porovnavame hodnoty PIC Van de Goor et al.
(2011b) a nase. FJO 0,671 versus 0,641, APP 0,729 versus 0,717, holandsky
teplokrevnik 0,719 versus 0,720 (CT).

Fixac¢ni index F informujici o mife inbreedingu/ptibuznosti nabyval hodnot -0,023 (SN)
az 0,030 (SHPON, APP). Zapornou hodnotu v nami sledovanych populacich koni ma 1
plemeno FJO (-0,017), Van de Goor et al. (2011b) uvadi v Holandsku F 0,010.
Mikrosatelitni markery jsou vyuzivany k ovétovani rodiCovstvi (ptivodd). Z tohoto
pohledu jsou velmi dilezité hodnoty pravdépodobnosti vylouceni nespravnych rodicii
PEl, PE2 a PE3. U vSech nami sledovanych plemen byly vys$i nez 99%. Pro
pravdépodobnost vylouceni nespravného rodic¢e jsme pro srovnani vybrali hodnoty PE2

(je zndm genotyp pouze jednoho rodice). Vysledky Van de Goor et al. (2011b) a naSe se

48



u plemen APP a holandsky teplokrevnik (versus CT) nelisily 0,9997 a 0,9996. Rozdilné
hodnoty byly nalezeny u plemene FJO 0,9991 v. 0,9999.
Pfi moznosti vyuziti MS markeri pro forenzni Ucely maji velkou véhu hodnoty
pravdépodobnosti vyskytu jedincti se shodnym genotypem jak u jedincti nepiibuznych
(PI), tak u ptibuznych jedinci (PISibs). V nami sledovanych populacich koni nabyvaji
hodnot od 1,2585.10'% po 9,0027.10'4, respektive od 8,5646.10°7 do 1,3446.10°"7.
Uvadime vysledky PI, PISibs Van de Goor et al. (2011b) versus nase hodnoty: APP
5,6973.10-1%, 1,1340.10%7 v. 9,0027.10-'%, 1.549.10%7, FJO 7,7159.10'"7, 4,3815.10%7 .
8.1873.10°16, 8.5646.10%7, teplokrevnik 2,1998.10-'8, 1,3815.10°7 v. 1.2629.10'8
1.3446.107. Pravdépodobnosti vyskytu shodnych genotypli jsou zavislé na poctu
testovanych lokust. Pii testovani 12 MS, které se v CR provadélo do roku 2009,
pravdépodobnost PI dosahovala hodnoty 1,4031.10-13. V soucasné dobé pti pouzivani 17
MS jsou, jak je patrno v tabulce &. 5, tyto hodnoty az o 5 ¥adi presnéjsi. Napt. u CT to
je konkrétni hodnota 1,2629.10-18.
Zajimavé je také srovnani celkového poctu detekovanych alel Van de Goor et al.
(2011b) APP (131 alel), FJO (128 alel) a teplokrevnik (139 alel) s nasimi zjiSténimi 141,
118 a 171 (CT). Vyrazny rozdil v poétu alel u holandského teplokrevnika a CT (32 alel)
muze byt dan poctem testovanych jedincii (1354 jedinct holandského teplokrevnika a
3489 CT).
ProtoZe publikace Van de Goor et al. (2011b) neobsahuje daje o plemeni HK a toto
plemeno je genovym zdrojem CR, uvadime srovnani s jinymi autory. Z rederse studia
mikrosatelitli u huculského koné jsme nalezli prvni zminku o HK na Slovensku z roku
2006 (Trandzik et al., 2006). U 48 koni testovali 12 MS. V lokusech MS, které¢ jsou
zafazeny 1 v naSich vysledcich vyplyva nasledujici: nejmensi pocet alel detekovali
stejn¢ jako my v lokusu HTG7 (4 alely) nase vysledky jsou 5 alel. Nejvyssi pocet alel
uvadi u lokust VHL20, HTG10, ASB2 (9). My jsme detekovali ve vSech tfech téchto
lokusech také vyssi pocet alel (10), ale vyssi pocet jsme zaznamenali v lokusu AHT4
(11). Polymorfni informacni obsah (PIC) uvadi od 0,466 (HTG7) do 0,825 (VHLZ20),
nami stanovené hodnoty jsou 0,518 (H7G6) a 0,825 (AHT4). Stanovili primérnou
ocekavanou heteorzygotnost He na 0,734, naSe hodnota je 0,748. Hodnota skutecné
heterozygotnosti Ho byla Trandzikem et al. (2006) satnovena stejna jako nami 0,738,
coz sveéd¢i o dostateCné a v prabehu let se neménici heterozygotnosti (heterogenité)
mezi zvifaty.
Georgescu et al. (2008) zvetejnil informace o genetické struktufe u rumunského hucula.
Skute¢nou a ocekavanou heterozygotnost stanovil 0,662 a 0,676. Uvadi tyto poCty alel u
konkrétnich lokust VHL20 - 10, HTG4 - 5, AHT4 -7, HMS7 -6, HTG6 -7, AHTS -7,
HMS6 -5, ASB2 -7, HTG10 -9, HTG7 -5, HMS3- 7, HMS2 -5. Nejvice alel nasel u
markeru VHL20 (10). Fornal et al. (2013), ktera publikuje vysledky 216 koni tfi
populaci plemene HK ze Zapadnich Karpat uvadi 9 alel v markeru VHL20. V
nasledujicim srovnavame hodnoty Fornal et al. (2013) versus nase vysledky. O¢ekavana
heterozygotnost Ho 0,729 v. 0,738, skute¢na heterozygotnost He 0,703 v. 0,748, PIC
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0,666 v. 0,715 a celkovy pocet alel 112 v. 148. 1 zde miize byt vyrazny rozdil v poctu
alel (36) dan vice nez polovicnim mnozstvim sledovanych koni. Nejmensi pocet alel
uvadi v lokusech HTG6 a HTG4 (4 alely).
Dalsi informace o plemeni HK zvefejnili Kusza et al. (2013). Na zdkladé 71 koni
testovanych na 17 MS zjistili celkem 130 alel s primérnym poctem 7,647 alel na lokus.
Pocet efektivnich alel 4,401, skute¢na heterozygotnost 0,706, ocekavana 0,747. Fixacni
index pro cely panel MS byl -0,128 a ukazoval na nizkou hladinu pfibuznosti. Rozdil v
hodnotach fixa¢niho indexu pti porovnani nasich vysledkl se studii Kusza et al. (2013),
0,014 v. -0,128 miize byt disledkem toho, Ze populace huculskych koni v praci Kusza et
al. (2013) se skladala ze tfi rtiznych evropskych zemi (Mad’arska, Rakouska a
Slovenska).
Mackowski et al. (2015) pfi srovnavani genetické diverzity hucula a polskych
primitivnich plemen koni s vyuzitim 12 MS otestovat 1627 hucult a 3865 polskych
primitivnich koni (Polski Konik). Uvadi primérny fixa¢ni index 0,013. Pfitom uvadi, ze
genetické diference mezi huculem a ostatnimi polskymi primitivnimi plemeny je relativné
nizka.
Pro charakteristiku populaci a jejich diverzitu se vyuziva i variabilita mitochondridlni
DNA. U huculského koné v CR ji studovali vyzkumnici z VUZV Uhfinéves a CZU
Praha a publikovali v roce 2013 (Czernekova, Kott, Majzlik, 2013). Jejich vysledky
vychazi ze 168 vzorkli mtDNA 15 matefskych linii. Zjistili 38 mutaci reprezentujicich
14 haplotypii, které rozdélili do 6 haploskupin. Publikace obsahuje Neighbouriiv strom
mtDNA haplotypli znazonujici rodiny v jednotlivych haploskupinach. Jejich seznam
literatury obsahuje vycet publikaci o mtDNA u hucula do roku 2012.
Dal$imi genovymi zdroji CR zafazenymi v nasem sledovani jsou &eskomoravsky
belgicky ki (CMB) a slezsky norik (SN). Pro tato dvé plemena mtizeme nase vysledky
srovnat s Polak, Fornal (2015), ktefi popisuji genetickou variabilitu stanovenou
analyzou 17 MS u dvou lokalnich polskych chladnokrevnych plemen koni (Sztumski a
Sokolski kun). U 105 jedinct sokolského kon€¢ a 75 sztumskié¢ho urcili skutecnou
heterozygotnost Ho 0.693 a Ho 0.729 resp. Primérny PIC byl 0,7. Nami zjisténé
hodnoty Ho jsou pro CMB (0,707) a SN (0,737). PIC pro CMB 0,669, pro SN 0,683.
Z vyhodnoceni Hardy Weinbergovy rovnovahy (HW) viz pfiloha ¢. 2 vyplyva, ze
vysoce prukazné rozdily (p<0.01) se ukazaly v jednotlivych lokusech MS u raznych
plemen. Nejvice vysoce prikaznych rozdili bylo v 9 lokusech u CS, v 8 u CT, 5 u FJO,
4 u HK a jeden u KK a CMB. V Zadném lokuse nebyl prikazny rozdil u plemene SN.
Populace plemen CS a CT se v 5 lokusech lisi v prikaznosti HW (HMS2, HTG4, HTG6,
HTGI0 a ASB17). U plemene KK byl prikazny rozdil pouze v jednom lokuse a to
VHL20, u CMB v ASB2. Huculsky kuii vykazal vysoce priikazny rozdil v lokusech
shodnych s CT a CS, v HMS3, HTG7, ASB17 a navic v CA425.
4 lokusech. V HTG7, VHL20, ASBI7 a oproti vS§em ostatnim sledovanym plementim
vykazal vysoce prukazny rozdil i v AHT4.

50



Tabulka €. 5. Geneticka struktura vybranych plemen Kkoni

plemeno| n [ && | Fe | e | e | F o pic | PE1 | PE2 | PE3 PI PISibs
ACHT L 179 | 0333 1 3035 1 0080 1 008> | 000 0.6432 [0.9999 [0.9983 [ 09999 [6.9961.1019[8.5156.10"
PH | 327 g:g% g:;i? 8:3% 8:8‘2‘2 8:8%‘1) 0,7104 [ 0,9999 [0,9997 [ 0,9999 |2.7281.10-1%{1.7173.107
AP ias | 8o Lo O T o3 | oae | 0.7166 [0.9999 [0.9970 0,999 [9.0027.104(1.5490.10%7
QH |418 g:ig‘l‘ géfi 8:82; 8:(7)‘1‘; '8'8%2 0,7106 [0,99990,9996 | 0,0999 [3.3111.10%|1.7354.1007
s [1659) 0000 [ o8 L0 | as | ooae | 0.7164 [0.9999 [0.9997 [ 0,999 [2.0987.1014(1.4395.10°7
T [3asol o o O e oane | ooas | 0:7195 0999909996 | 0.9999 [1.2629.1015{1.3446. 107
cMB | 111 8:2‘5‘; 3:28‘9‘ 8:(7)% 8:(7)(3)3 '8831;‘ 0,6688 [0,9999 | 0,993 [ 0,9999 |5.4176.107}4.6737.107
FIO | 193] 08l | 2550 | 0002 | 0081 |00 7| 0.6406 [0.9999[0.9999 [ 09999 [8.1873.1016[8.5646.10"
HK | 473 g:;gg g:g‘;g 8:(7)33 8:(7)‘2‘5 8:8;;‘ 0,7149 [0,9999 [0,9998 | 0,9999 |1.2585.10-15{1.5840.107
KK | 95 | 0828 | S50 | 0T L 07 id [ 0008 | 0.6733 [0.9999 [0.9989 [ 09999 (1.2059.1015(4.2136.107
SHPON | 136 g:gég (3):3411% 8:8?2 8:(7)3(3’ 8:8@2 0,6624 [0,0999 [ 0,9984 | 0,9999 3.0386.10-1¢[5.8193.107
SN (177 o A T | s oo | 0:6830 [0.9999 [0.9993 [ 0,999 [3.0333.1077(3.3193.10%7
STKL | 280 | 0301 | oa0 | oo L oose [ ooia | 0:6483 [0.9999 [0.9981 09999 [6.7924.1016(7.8766.10"

n= pocCet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skute¢na heterozygotnost, He = ocekavana

heterozygotnost, F =

fixacni index, PIC = polymorfni informacni obsah, PE1= pravdépodobnost vylouceni
nespravného rodice, jsou-li znamé genotypy obou rodicli, PE2 = pravdépodobnost vylouceni nespravného rodice, je-
li znam genotyp pouze jednoho rodice, PE3 = pravdépodobnost vylouceni obou nespravnych rodic¢t, PI =
pravdépodobnost identity genotypti dvou nezavislych jedinct, PISibs= pravdépodobnost identity genotypti u
ptibuznych jedincd

Podrobnéjsi udaje o vnitropopulacni diverzité jednotlivych nami sledovanych plemen viz

ptiloha €. 2.
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5.2.2. Urceni prisluSnosti jedince k populaci/plemeni

Pro vychodnoceni prislusnosti jedince k plemeni (populaci) bylo provedeno klastrovani
u plemen CS, CT, KK, Al/1, a HUC. Nasim zajmem bylo zji§téni, zda se vymezi
populace KK, ktera vychazi z CT a CS a v plemenné knize KK jsou zakladatelé
prevazné plemenni hiebci A1/1. Plemeno HK bylo do klastrovani ptidano proto, ze je
to genovy zdroj a uzaviend populace a mélo by se jasn¢ vymezovat/ oddélovat od
ostatnich zde hodnocenych plemen.

Pro analyzu bylo ndhodn¢ vybrano 111 jednict kazdého plemene. Plemena A1/1, HK a
KK obsahovala ndhodny vybér zvitat narozenych v letech 2005 az 2015, plemena CT a
CS pak nahodny vybér z jedinci narozenych v letech 2010 az 2015. Vysledky
klastrovani pro K={2,3,4,5,6}, kde K je pfedpokladany pocet populaci, ukazuje obrazek
¢. 13.

Obr. ¢. 13. Grafické znazornéni odhadu ptiskuSnosti jedince k plemeni/populaci, pro
K=2 az K=6
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Pii K=2 bylo jasn& vymezeno plemeno HK-HUCUL (&ervena), plemena A1/1, CT, CS a
KK byla zatazena do stejné populace (zelend) .

Pti K=3 doslo k odd¢leni plemene A1/l (Cervend) a jako samostatnou populaci vidime
plemeno HK (modra). Plemena CT, CS a KK byla definovana jako jedna populace
(zelend s pfimési Cervené — Al/1).

Pti K=4 doslo k odd¢leni populace KK (zlutd s vétsi piimési zelené — A1/1 a mensi
piimési modré — CT, CS). Plemena A1/l (zeleni) a HK (Gervend) jsou také jako
samostatné populace. Plemena CT a CS od sebe oddélena nejsou (modra s piimési
zelené a modré).

Pti K=5, coz je pocet analyzovanych populaci plemen, je jako nejhomogennéjsi urceno
plemeno HK (fialovd) a plemeno A1/l (modrd). Plemeno KK (zelend) je také urceno
jako samostatna populace, ale s pfimési plemen CT, CS a A1/1.

Pro K=6 je situace téméf stejna jako pro K=5. K oddéleni plemen CT a CS nedoslo.
Jsou oddélena plemena HK (modra), A1/1 (Gervend), KK (Zlutd) a CT ziistavéa spoleénd
s CS (zelend).

Z vysledkt klastrovani je patrné, e plemeno KK se vymezilo od plemen CT, CS a
A1/1. Plemena CT a CS jsou definovana jako jedna populace.

Pro klastrovani bylo analyzovano 17 MS lokusi. Van de Goor et al. (2011b) uvadi, Ze
na zadklad¢ hodnot PIC, ocekdvanych a skutecnych heterozygotnosti je nami pouzity
panel 17 MS dostate¢ny 1 pro forenzni analyzy. Spolehlivost pfifazeni jedince k
populaci (plemeni) stanovili na 97,2 %.

Klastrovani je zaloZené na frekvencich alel a podobnosti genotypu jedince s ostatnimi
genotypy dané populace. Tyto udaje lze vyuzit i ve forenzni praxi.

Obrazek €. 14. Analyza klastru plemene KK

53



PrestoZze bylo plemeno KK na zakladé mikrosateliti oddéleno jako samostatna
populace, z obrazku 14, kde od ¢isla 445 k &islu 555 jsou koné zatazeni v plemenné
knize KK, je patrna piimés plemen CT, CS (Zlutd a Gervena) a plemene A1/1 (modra).
Pokud bychom tuto populaci hodnotili pouze podle MS tak bychom 53 % jedinct
zatadili do skupiny KK, 9 % do A1/1 a zbytek, to je 38 %, do CT, CS.

Z jiného uhlu pohledu na tento klastr mizeme konstatovat, ze u 20 % jedinctu je vétsi

nez 10 % pfimées plemene Al/1.

5.2.3. Stanoveni genetické vzdalenosti plemennych hiebcii KK a HK
Plemenni hiebci KK

1463 DUBEL

0
on
02 1464 MILAN
oo
LE') 2810 MISTRL
007 0.16 718 MINERAL

1620 ASIO ZDELOVSK

1159 SINUHET K

14244 ESARION KINSK 3

1465 DRAK

918 ALOIS

= 296 ALMHIRT CHLUMECK

0.2 1615 GIN FIZZ IV
4{ ¥5] 2712 TAARLO KUBITA 2

—= 1603 PRZEDSWIT CHAMR

o
4‘ o 1245 SARKON KINSK
o o 566 DAF ONDR

V dendrogramu KK Ize dle MS rozeznat dvé skupiny hiebct. Ve druhé skupiné je
samostatné¢ hiebec Alhmirt Chlumecky. Analyza rodokmen nebyla provedena.

Dendrogram mohou vyuzit chovatelé.

Plemenni hirebci HK

1132 GURGUL CARNET

0z GURGUL XI/CASTOR
o
LEY 1266 PIETROSU NUBIS

875 SURMACZ

1573 GURGUL HAIDAR

1133 GORAL CERBAL

2737 GORAL PEDRO

264 GORAL Xl 2

740 GORAL IND

V dendrogramu je ziejma odliSna struktura MS u zastupcii linie Goral a linie Gurgul.
Mezi liniii Gurgul jsou podle MS vclenéni dva hiebcei s polskym plivodem. Z pohledu
fenotypu pigmentace je vhodné upozornit na klasické tobiano zbarveni u hiebce

Surmacz.
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5.3. Geneticka predikce zbarveni/pigmentace

5.3.1. Podle gentit MATP , MCIR a ASIP u plemene kun Kinsky

U KK byly sledovany tfi geny zabrevni, z toho dva geny zékladniho zbarveni (4SIP
(lokus Agouti (A) a MCIR (lokus Extension (E)) a gen ovliviujici “fedéni” barev
MATP (lokus Cream (C)). Fenotyp isabela a plavak v zdsad¢ podminuje gen MATP
(lokus C). Proto v tabulce €. 6 jako prvni uvddime frekvence kombinaci genotypl
sefazenych podle genotypu v genu MATP u 26 koni plemene KK, pievazné plemennych
hiebct.

Tabulka €. 6. Frekvence kombinaci genotypt predikujicich zbarveni v populaci KK.

Genotypy v genech-lokusech n %
MATP MCIR ASIP
Cream Extension Agouti
CrCr Ee Aa 1 3,85
CCr Ee Aa 3 11,53
CCr Ee aa 1 3,85
CCr ee AA 8 30,77
CCr ee Aa 6 23,07
CcCr ee aa 1 3,85
ccC Ee AA 1 3,85
cc ee AA 5 19,23

Frekvence alel stanovena z uvedené tabulky Cini:

Cr 0,404 (0,4), C 0,596 (0,6)

E 0,115, ¢ 0,885

A 0,731, a 0,269

Vyhodnoceni skutecné a teoretické frekvence chi kvadrat testem ukazalo neprikazny

rozdil.

Stanovené genotypy odpovidaji fenotypovému zbarveni:
Genotyp CrCr, Ee, Aa — fenotypové zbarveni perlino
Genotyp CCr, Ee, Aa — fenotypové zbarveni plavak
Genotyp CCr, Ee, aa — fenotypové zbarveni smoky black
Genotyp CCr, ee, AA — fenotypové zbarveni isabela
Genotyp CCr, ee, Aa — fenotypové zbarveni isabela
Genotyp CCy, ee, aa — fenotypové zbarveni isabela
Genotyp CC, Ee, AA — fenotypové zbarveni hnédak
Genotyp CC, ee, AA — fenotypové zbarveni ryzak

55



U sledovanych koni jsme detekovali pouze jedenkrat genotyp, CrCr, Ee, Aa,
odpovidajici zbarveni perlino. Jedna se o hiebce 1463 Dubel, ktery jako jediny s timto
zbarvenim byl zatazen do plemenitby KK.

Z vyse uvedenych frekvenci alel v genu MATP Cr 0,4 a C 0,6, pokud budeme tyto
frekvence uvazovat u obou pohlavi tohoto plemene, je pro hiibata teoreticka frekvence
genotypu CrCr 0,16, CCr 0,48 a CC 0,36. To znamena, Ze u hiibat by se mél vyskytovat
v 64 % genotyp CrCr a CCr, coz je fenotyp bily (pseudoalbin) nebo zesvétleny (plavak,
isabela) a v 36 % genotyp CC, zbarveni hnédak, ryzak nebo vranik.

Protoze hiibata s fenotypem bilého zbarveni nebyla vétSinou do chovu KK zatazovana,
provedli jsme analyzu fenotypového zbarveni u hiibat narozenych od roku 2007 do roku
2014 podle fenotypu uvedeného v zdznamech narozenych zvifat. V osmi ro¢nicich
narozenych hiibat byl u 57 uveden fenotyp isabela, u 21 fenotyp plavak, coz je celkem
67,2 %. U 30 hiibat fenotyp ryzdk, u 5 hnédak, to je 30,2 %. A u tii (to je 2,6 %)
fenotyp perlino, bélous, cream. Celkem bylo vyhodnoceno 116 hiibat. Z uvedenych
fenotypovych hodnot tedy prfedpokladame v genu MATP v 67,2 % genotyp CCr, ve 30,2
% genotyp CC a ve 2,6 % genotyp CrCr.

V seznamech narozenych hiibat se aZz v roce 2013 na zdklad€ ptfedani vysledkt
chovatelim dokladovanych v certifikované metodice Vrtkova et al. (2011) vyskytuje
oznaceni perlino u jednoho hiebecka a v roce 2014 oznaceni cream u jednoho hefebecka
a bélous také u jednoho hiebecka.

Pti prizkumu jinych databazi jsme nalezli, Ze nékterd zvitata s odhadnutym genotypem
CrCr byla prodana do zahrani¢i. Naptf. v roce 1996 klisna Agata s fenotypovym
oznaenim pseudoalbin byla prodana do Svédska, v roce 2001 valach Fanfan
fenotypoveé oznafen jako bélous prodej Némecko, 2002 klisna Miladka fenotypovy
albin, 2006 hiebec Scarlet fenotypove perlino prodej do USA, 2009 hiebec Artemis,
fenotyp bélous prodej Némecko, 2009 klisna Sava, fenotypové perlino prodej Némecko,

2013 klisna Genevel, fenotypové pseudoalbin.

Na zakladé vysledkit metodiky Vrtkova et al. (2011) svaz chovatela KK provedl zmény
ve svych dokumentech, které byly schvaleny MZe CR 13.5.2015. Jedna z téchto zmén,
jejiz zaklad je v implementaci vysledku této disertace tykajicich se zbarveni KK je, ze u
vSech hiebcll v plemenné knize KK musi byt uvedeny genotypy zbarveni.

Podrobny navod na postupy vyuziti genotypt zbarveni pii ptipousténi KK je uveden v

ptiloze €. 3.
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5.3.2. Podle genti MCIR, ASIP, MATP, EDNRB a KIT u plemene huculsky ki

U 10 plemennych hiebcii plemene HK bylo sledovano Set genti zbarveni, z toho dva
geny zakladniho zbarveni (ASIP a MCIR ), gen “fedéni” barev (MATP) a tfi lokusy
depigmentace ovlivnéné mutacemi v genu KI/7 (lokusy Sabino (Sb) a Tobiano (To)) a
gen EDNRB ( lokus Overo (O)). Zastoupeni genotypl zbarveni uvadi tabulka €. 7.
Jelinek (2015) predpokladd, ze v sezon€¢ 2015 bude pro narodni program genovych
zdrojii (NPGZ) piisobit 10 plastovych huculskych hiebcti a 2 strakati. Aktudlni populaci
plastovych huculskych klisen zapsanych do plemenné knihy tvoti 446 klisen a 13 je
zatazenych v oddilu starkatych huculskych koni.

Podle tadu plemenné knihy HK z roku 2009 je k barvam uvadéno, ze se zpravidla jedna
o hnédaka nebo plavidka vSech odstini. Zde je také vzpomenut vyskyt dalSich barev s
tim, Ze ryzak je mén¢ zadany a odznaky jsou nezadouci. K tomu je zde pfipomenuto, Ze
obvykle se vyskytuje vyrazny uhofti pruh, nékdy osli kiiz a zebrovani bérce a predlokti.
V mezinarodni databazi EFABIS (2015) je zbarveni huculského koné v CR

charakterizovana takto:

“Breed colours Colour Comment2' uni coloured: usually dun or bay, sometimes
chestnut or piebald”

http://efabis.tzv.fal.de/cgi-bin

Doslovny pifeklad znamend — zbarveni plastové: obvykle thofi pruh nebo hnédak,
obcas ryzak nebo straka¢. Z takto udavanych fenotypl dovozené konkrétni genotypy
jsou v lokusech: Dun ( DD, Dd) — tihoti pruh, Aqouti (44, Aa) — hnédak, Extension (ee)
—ryzék a ¢imz autor tohoto udaje v EFABIS pravdépodobné myslel fenotyp tobiano
(ToTo, Toto) eventuletné fenotyp cryptotobiano — strakac .

Tabulka €. 7. Frekvence kombinaci genotypt predikujicich zbarveni v populaci plemene HK.

Genotypy v genech - lokusech n %

ASIP MCIR MATP KIT EDNRB KIT
Agouti | Extension | Cream | Sabino Overo Tobiano

AA EE cC sblsbl 00 Toto 1 10
AA EE cC sblsbl 00 toto 1 10
Aa EE cC sblsbl 00 toto 4 40
Aa Ee cC sblsbl 00 toto 4 40
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Frekvence alel v genu ASIP A = 0,6, a = 0,4. Z toho je teoreticka frekvence
homozygotnich genotypt 44 0,36, heterozygotl Aa 0,48 a homozygoti aa 0,16.

To znamena, Ze v 16 % by se u huculi v CR mél vyskytovat &erny fenotyp podminény
genotypem v genu ASIP aa.

V genu MCIR je frekvence alel: dominantni alela £ 0,9, recesivni e 0,1. Pfi téchto
frekvencich je teoreticky vyskyt homzygotniho genotypu EE 0,81, heterozygotti Ee 0,09
a homozygotl ee 0,1. Skutecny vyskyt genotypti byl 80 % dominantnich homozygott
EE a 20 % heterozygotl Ee.

U testovanych hiebctl se ani v jednom ptipadé nevyskytoval homozygotni genotyp aa v
genu ASIP a ee v genu MCIR. V MATP byli vSichni hfebci homozygotni CC.
Heterozygotni genotyp v lokusu Tobiano (gen KI7) se vyskytl pouze v jednom piipad¢.
Z pohledu fenotypu se v nasem priuzkumu vyskytl jedinec s bilymi odznaky na
koncetinach, u né¢hoz jsme v KIT genu (lokus Tobiano) zjistili recesivni genotyp toto.
Takovyto fenotyp je v literarnich zdrojich nékdy nazyvan crypto-tobiano.

Leisky (1999) uvadi, Zze v poslednich sto letech byly pokusy o “zuslechtovéani”
huculského koné jinymi plemeny. Z pohledu zbarveni uvadi, ze z téchto pokust zlstala
pomérné Castd primés hnédé barvy v srsti a vzacné se objevujici bilé skvrny na
koncetinéach.

Zbarveni tobiano je pravdépodobné nejlépe znamé ze vSech bilych vzori. Nekteti autofi
napt. Alford (2013) uvadi, Ze pii tomto zbarveni jsou témet vzdy skvrny na nohou. Z
pozorovani fenotypl tobiano uvadi, ze ve smési s jinymi vzory muze byt kan témét cely
bily. Naopak pfi velmi malém rozsahu depigmentace chovatelé¢ n€kdy pouzivaji nazev
crypto-tobiano. To se obycejné projevuje jako Ctyfi bilé ponozky nebo puncochy na
koncetinach. Nékdy je bily vzor v misté kohoutku nebo krku. Jako zajimavé vyzvedava
informace o vyskytu bilych odznakli u huculského koné v Polsku. Pfipomind vyznam
mutaci v genu KIT a uvazuje, zda mutace tobiano zvySuje moznost novych mutaci
(ptevazné¢ recesivnich) u potomstva.

Negro et al. (2015) u 140 koni dvou plemen (Cistokrevna Menorca a Pura Raza Espaiiol)
analyzovali vztah mezi vyskytem bilych odznakli a mutacemi v genech KIT, PAX3 a
MITF. Jejich ptedbézné vysledky ukazuji, ze mutace (¢c.2045A>G) v exonu 14 genu
KIT je asociovana s bilymi odznaky na hlavé, mutace v genu MITF (g.20147039C>T) s
bilymi odznaky na zadnich nohou a bilé¢ odznaky na piednich nohou jsou asociovéany s
mutacemi v intronu 1 (g.20189177T>A) a exonu 14 (c.2045A>G) genu KIT .

Recentni piehled mutaci v genu KIT uvadime v ptiloze €. 4.

Bilé odznaky u huculského koné jsou, jak vyplyva z udaji v plemenné knize, pro

genovy zdroj nezadouci, ale nékteti chovatelé hucula o n€ zajem maji.

Analyzu vyskytu bilych odznakl na koncetinach u huculského kon¢ v Polsku jako prvni

publikovali Stachurska z univerzity z Lublinu a Jansen z rakouské asociace chovatelil

koni (Stachurska a Jansen, 2015). Chtéli u plemene hucul potvrdit hypotezu, ze koné s

neklasickym tobianem (crypto-tobiano) mohou ptredavat (v piipadé homozygotniho
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genotypu musi) alelu klasického tobiana 7o do dal§iho potomstva. Proto vybrali sedm
koni s bilymi skvrnami na koncetinach a sledovali 36 jejich potomka. Z pohledu
molekularni genetiky bylo vSech sedm koni dominantnich homozygoti 7070 a v jejich
potomstvu se vyskytovalo fenotypové zbarveni tobiano, crypto-tobiano a non-tobiano.
Zéaveérem naznacuji, ze existuje inhibitor, ktery vyvolava riznou penetranci tobiano alely
1o u crypto-tobiano fenotypu.

Na podkladé vysledkl obsazenych v této disertacni praci stanovila Asociace chovatelil
huculského koné pro vsechny hiebce zatazované do genového zdroje podminku DNA

testu na tobiano depigmentaci.

5.3.3. Podle geni EDNRB a KIT u plemene paint horse

Celkem byl analyzovan gen EDNRB (lokus Overo) u 24 jedinct, z toho 11 (45,8 %)
mélo genotyp homozygotni oo. U 13 (54,2 %) jedinci byl detekovan genotyp
heterozygotni Oo. Témto genotypiim odpovidaji frekvence alel: 0 = 0,729 a O = 0,271.
Z vyse uvedenych frekvenci alel Ize spoéitat, ze v populaci PH v CR by se teoreticky
mohl vyskytovat homozygotni letalni genotyp OO v 7,3 %, ve 39,5 % heterozygotni
genotyp Oo a v 53,2 % homozygotni genotyp oo.

Za pozornost stoji rozdil mezi teoretickym a skuteCnym poctem homozygoti oo a
heterozygoti Oo v populaci v CR. Homozygotl oo se ve skuteénosti vyskytuje 46 % a
teoreticky by jich mélo byt pfitomno 53 %. Naopak heterozygott je v nasi populaci PH
54 %, zatimco teoreticky by jich mélo byt 39 %. Velké &ast testovanych PH byla do CR
importovana, a diference na urovni 5 % mezi teoretickym a skuteénym poctem
heterozygotl ukazuje na vEtsi import heterozygotti na tkor homozygott oo.

Na gen KIT (lokus tobiano) bylo otestovano celkem 46 jedinct. Nejvice, to je 27 koni,
bylo heterozygotnich genotypit 7ofo, 18 bylo dominantnich homozygotii 7070 a jeden
jedinec, kterého chovatel vzhledem k fenotypu zbarveni pozadoval testovat na tento

lokus mél genotyp toto.
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5.4. Molekularné genetické vysledky uplatnitelné v databazi EFABIS

Vkléadat idaje do databaze EFABIS smi pouze narodni koordindtor genovych zdroji a
poskytovani dat do navazujicich databazi EFABIS a FAO-DADIS pro CR, Ing. Véra
Matlova z VUZV Uh#inéves. Na zékladé vysledk Laboratofe agrogenomiky Mendelu
byly v roce 2011 vlozeny do EFABIS udaje o skute¢né heterozygotnosti MS u plemen
STKL a HK. Informace o heterozygotnostech v MS u hucula navrhujeme aktualizovat
na zakladé vysledki uvedenych v této disertaci.

Z vysedkl disertace byly zpracovany pro vlozeni do oddilu “Genetic features“
EFABIS skute¢né heterozygotnosti 17 mikrasatelitnich markerti a frekvence alel genli

predikujicich pigmentaci u populaci plemen KK a HK v CR viz nasledujici text.

Konkrétni forma a obsah vkladanych udajii o variabilité populace KK v CR, vyjadiena

heterozygotnosti v jednotlivych lokusech mikrosateliti:

Genetic marker : Microsatellite

Observed heterozygosity :

- AHT4 H=0.710; - AHT5 H=0.791; - HMS1 H=0.634; - HMS2 H=0,753; - HMS3
H=0,762; -HMS6 H=0,606; -HMS7 H=0,755; -HTG4 H=0,617; - HTG6 H=0,660;
- HTG7 H=0,631; - HTG10 H=0,815; - VHL20 H=0,851; - ASB2 H=0,720; -
ASB17 H=0,899; - ASB23 H=0,809; - CA425 H=0,589; - LEX3 H=0,489;

Konkrétni forma a obsah vkladanych tidaji o variabilité populace HK v CR, vyjadfena

heterozygotnosti v jednotlivych lokusech mikrosateliti:

Genetic marker : Microsatellite

Observed heterozygosity :

- AHT4 H=0.838; - AHTS H=0.774; - HMS1 H=0.599; - HMS2 H=0,787; - HMS3
H=0,870; -HMS6 H=0,710; -HMS7 H=0,908; -HTG4 H=0,788; - HTG6 H=0,539;
- HTG7 H=0,588; - HTG10 H=0,782; - VHL20 H=0,844; - ASB2 H=0,803; -
ASB17 H=0,764; - ASB23 H=0,911; - CA425 H=0,822; - LEX3 H=0,521;

Konkrétni forma a obsah vkladanych dajt o variabilité¢ v genech pigmentace u hiebcli
KK v CR, vyjadiena frekvenci alel:

Genetic marker : Genes — colouring

ASIP — agouti: A= 0,731, a= 0,269

MCI1R - extenstion: E= 0,115, e= 0,885

MATP- cream: Cr= 0,404, C= 0,596
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Konkrétni forma a obsah vkladanych tdaji o variabilit¢ v genech pigmentace u hiebcu
HK v CR, vyjadfena frekvenci alel:

Genetic marker : Genes — colouring

ASIP — agouti: A = 0,600, a= 0,400

MCI1R - extenstion: E= 0,900, e= 0,100

MATP- cream: Cr= 0,000, C= 1,000

KIT — sabino Sbl = 1,000 sb1=0,000

KIT — tobiano To = 0,050 , to=0,950

EDNRB 0= 0,000, o= 1,000

Dalsi pozadovanou informaci v oddilu “Genetic features* je uvedeni kdo a kde
uchovava vzorky DNA daného plemene.

Od dosud testovanych koni plemene KK a HK, z nichZ jsou tidaje o mikrosatelitech a
alelach zbarveni doporucené pro zvetejnéni v EFABIS, jsou vzorky DNA uchovany na
pracovisti autorky disertacni prace v Laboratofi agrogenomiky, Mendelu Brno.

V oddilu “ Genetic features* - presence and address of DNA storages, by pak mélo byt
uvedeno nasledujici:

Laboratory of Agrogenomics, Mendel University Brno, Zeméd¢lskal 613 00 Brno,

e-m : irenav(@ mendelu.cz

Podle DADIS-FAO je v soucasné dob¢ na svét¢ 44 milionti osli, 11 milionit mul a
mezkll a 59 miliond koni, pficemz vétSina téchto konovitych plisobi jako pracovni sila v
rozvojovych zemich (Rodrigues et al., 2015). V databazich EFABIS (http://
efabis.tzv.fal.de) a DADIS (http://da.fao.org) je v souCasnosti zahrnuto ze 189 zemi 38
druhti a 14873 plemen hospodaiskych zvitat. Pro koné jsou zde udaje o 1547 plemenech
chovanych v zemich celého svéta. V evropskych zemich je v databazi registrovan chov
celkem 874 plemen koni. Z toho nejvice uvadi Némecko 152 plemen, nésleduje Anglie
s 96 s plemeny Rusko se 71 pemeny. Francie informuje o 56, Belgie 41, Italie 39,
Svédsko 26 a Slovensko 11 chovanych plemenech koni.

Ceska republika ma v systému informaci o chovanych plemenech hospodaiskych zvifat
vlozeno 21 listl pro nasledujici plemena koni:

U kazdého nazvu plemene uvadime vysledek kontroly mnozstvi doplnénych udaja

z pozadovanych a jejich posledni aktualizaci.
Achal-Teke — uveden jen pocet 35 jedinct za r. 2004
Anglicky plnokrevnik — v roce 2013 aktualizovana pouze populacni data

Arabsky kin — v roce 2013 aktualizovdna populacni data, vyplnéno asi 10% dalSich

udaji
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Ceskomoravsky belgicky kit — v roce 2013 aktualizovana populaéni data, vyplnéno asi
60% dalSich udaju

Cesky sportovni pony — v roce 2013 aktualizovana pouze populaéni data

Cesky teplokrevnik — v roce 2013 aktualizovéna pouze popula¢ni data

Hafling — v roce 2013 aktualizovana pouze populacni data

Huculsky kin — informace aktualizovany v r. 2013, od r. 2011 doplnén oddil Genetic

features o variabilité plemene, vyjadiené heterozygotnosti mikrosatelitt DNA
Irsky cob — vyplnéna pouze populacni data za rok 2013

Klusék — v roce 2013 aktualizovana pouze populacni data

Kun Kinsky — vyplnéna pouze populacni data za rok 2013

Lipicky ki — informace aktualizovany v r. 2013, vyplnéno asi 40 % dalSich tdaji
Moravsky teplokrevnik — vyplnéna jen populacni data za rok 2013

Norik — v roce 2013 aktualizovana pouze populacni data

Shagya Arab — informace aktualizovany v r. 2013, vyplnéno asi 20 % dal$ich tdaji
Shetland Pony — v roce 2014 aktualizovana pouze populacni data

Slezsky norik — informace aktualizovany v r. 2013, vyplnéno asi 40 % dalSich Gdaja
Slovensky teplokrevnik — v roce 2013 aktualizovana pouze populacni data

Starokladrubsky kan — informace aktualizovany v r. 2013, od r. 2011 doplnén oddil

Genetic features o variabilité¢ plemene, vyjadiené heterozygotnosti mikrosateliti DNA
Traken — vyplnéna jen populacni data za rok 2013

Vel$ska plemena pony — v roce 2013 aktualizovana pouze populacni data

Vyse uvedeny stav je z predevSim hlediska genetiky nedostatecny. Naptiklad se
vyskytuji ptipady, kdy ve védeckych publikacich, kde se hovoii o izemich, kde se
chova huculsky kiii se Ceska republika nevyskytuje viz publikace Georgescu et al.
(2008).

V CR v roce 2015 byla vyvolana diskuze o importu exmorského pony k umisténi do
oblasti Milovic a narodniho parku Podyji. Odbornici i chovatelé huculského koné v CR
zastavaji nazor, ze vhodnéjsi by k t€émto uceliim bylo domaci plemeno, to je huculsky
kin (napt. MarSalek — Jezdectvi 2015 a dal$i). Autofi projektu s exmorskym pony
(ochranaiska spoleénost Ceska krajina ve spolupraci s védci z Biologického centra
Akademie véd Ceské republiky, JihoGeské univerzity v Ceskych Budg&jovicich,
Univerzity Karlovy, Ustavu biologie obratlovct Akademie véd Ceské republiky, Ceské
zemédélské univerzity a dalSich instituci) odtivodiuji jeho vybér v publikaci Dostal et

al. (2014) 1 tim, Ze huculsky kin vznikl kiizenim riznych plemen vcetné arabského
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koné. Zadna zemé s chovem huculskych koni kromé& CR, v popisu huculského koné v
EFABIS oddil v odstavci o pivodu (description of origin) vSak tuto informaci
neobsahuje.

Avsak za CR je v EFABIS u HK uvedeno:

Description of origin 2) primitive and developed, local Carpatian type of Tarpan:
composite of Tarpan, Kertak and Arab, established in 17th and 18th century

Podle nés je mozné, Ze vySe uvedena informace o arabovi v pivodu HK v EFABIS
mohla byt zdrojem pro autory projektu v uvadéni arabského koné v ptivodu HK v CR.

Z hlediska fenotypu pigmentace huculského koné jsou zde zajimavé i nasledujici udaje
o importu HK do CR:
Import.?) since 1950 from Hucul (Romania,Poland and Ukraine) and from Fjord

(Poland)
http://efabis.tzv.fal.de/cgi-bin

V listu EFABIS huculského koné na Ukrajin€ sice nejsou uvedeny molekularné
genetické markery, ale z publikace Melnyk, Dzitsiuk (2015) v ukrajinstiné dokazuje, Ze
na narodni univerzité enviromentalnich véd se pracuje na mikrosatelitové struktuie
plemen koni.

Z uvedené diskuze vyplyva, ze v mezindrodni databazi EFABIS je tfeba vénovat

udajim o huculském koni neustale pozornost.

Ukazky listh plemen KK a HK z databaze EFABIS viz pfiloha €. 5.
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5.5. DNA testy/analyzy MS pro forenzni tucely

Pozadavky na forenzni detekci u zvifat jsou stale Gastdjsi i v CR a podle nas se budou
rozSifovat 1 u hospodarskych zvifat. Tento nadzor podporuje nasledujici. V srpnu 2015
némecka policie zadrzela nedaleko Hannoveru ftidicku, ktera v kufru svého vozu
pievazela zivého koné — shetlandského pony. Se zvifetem udajné takto ujela asi 100
kilometr. Ridi¢ka uvedla, Ze chtéla takto dojet az do Ceské republiky, tedy dalsich asi
500 kilometrt. Pokud by dojela do CR, pak by jako diikaz tyrani ¢i paSovani poslouzil
DNA test z Zini, slin, které by se v auté mohly nalézt.

Naro¢nost na piesnost, opakovatelnost, jednozna¢nost atd. analyz DNA markera
pii jejich uplatiiovani v pravnich sporech vzrista se vzristajicim povédomim obhdjcii 1
odborné vetejnosti o limitujicich faktorech a moZnostech interpretace vysledkit DNA
testi.

Laboratote, jejichz vysledky jsou uznavany, musi spliiovat piisnd kriteria a jsou pod

pravidelnou kontrolou.

5.5.1. Podminky pro laboratoi’e v CR

Podminkou pro provadéni DNA analyz/testli pro forenzni pouziti je v celé¢ Evropské
unii nutnd mezinarodné platna akreditace systému managementu laboratofe dle normy
CSN EN ISO/IEC 17025:2005. Ceskym akreditaénim organem je Cesky institut pro
akreditaci, o.p.s., ktery od roku 2010 je, se vSemi disledky, orgdnem statni spravy.
Aktudlni akreditace Laboratofe agrogenomiky (prvni pfipravila autorka spisu v roce
2007), kde byla tato disertace zpracovéana, probéhla uspésné¢ v roce 2015. Jejim
vystupem je “Osvédceni o akreditaci” a jeho pfiloha viz obrazek €. 15.

Obr. ¢. 15. Osvédceni o akreditaci a piiloha osvédceni o akreditaci

Priloha je nedilnou soucasti
osvédeeni o akreditaci &.: 421/2015 ze dne: 09.06.2015

Akreditovany subjekt podle CSN EN ISO/IEC 17025:2005:
Mendelova univerzita v Brng

Laboratof agrogenomiky
Zemedelska 1/665, 613 00 Brno

Laborator poskytuje odbornd stanoviska a interpretace vysledki zkousek.

ZKousky:
§ ndzey Tdentifikace

postupu/metody zkuSebniho postupu/metody Predmbt zhoufly

v souladu s § 16 zdkona & 22/1997 Sb., 0 tec aveich na vyrobky, ve znéni pozdejiich predpist 1. Ure ypl SOP & LAG/01 Biologicky/Zivotisny
polymorfnich lokusi DNA materidl obsahujici DNA

4 v r ) metodou fragmenta¢ni (tkan a t&Ini tekutiny)

OSVEDCENI O AKREDITACI / poalfzy

2. Detekce alel genomovych  SOP & LAG/02 Biologicky/zivotisny
4 markerd asociovanych (pfiloha &.4 HAL ‘materidl obsahujici DNA

&421/2015 s fenotypem metodou RFLP pxions ¢. 5 CSN) (tkéii a tIni tekutiny)

Mendelova univerzita v Brné o
se sidlem ZemEdélski 1/665, 613 00 Brno-sever, IC 62156489
skot (mikrosatelity: TGLA227, BM2113, TGLAS3, ETH10, SPS115, SPS113, TGLAI126, TGLA122,
INRA023, BM1818, RM067, ETH3, ETH225, BM1824, CSRM60, MGTG4B, CSSM66, ILST006)

VHL20, HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, AHTS, HMS6, ASB23, ASB2, HTG10,
. ASB17, LEX3, HMS1, CA425)

prase (m ity: S0655, SBH1S, SBH2, SBH4, SBH1, SBH10, SBH20, SBH23, 387A12F,
SBHI3, SBH19, SBH22)

koza (mikrosatelity: SRCRSP0024, INRA0063, HSC, INRA000S, ILST019, MAF0065,
SRCRSP000S, SRCRSP000S)

ovee (mikrosatelity: INRA0063, HSC, OarCP0049, OarFCB0304, CSRD0247, OarAE0129,
MAF0214)

pes (mikrosatelity: AHT 121, AHT 137, AHTH 171, AHTK 260, AHTK 211, AHTK 253, CXX 279,
FH2054, Amelogenin, FH2848, INRA21, INU0OS, INU030, INU0SS, REN162C04, REN169DO01 ,
REN169D01, REN169018, REN247M23, REN54P11)

koeka (mikrosatelity: FCA069, FCA005, FCA293, FCA678, FCA441, FCA453, FCA07S, ZFXY.
FCA105, FCA310, FCA229, FCA220)

ptéci- dravei (mikrosatelity: AaS0, Aall, Aa26, AalS, Aa27, AaS3, AaS6, Aad3, Aa02, Aa39, Aa3s,
Aa36, Aad9, Aal4, AaS1)

V Praze dne 09.06.2015 Jns A = Vysvétli
DNA -
RFLP -
HAL - ¥ sy
ditaci, 0.p.s. g CSN — kasein

kyselina
ky restrikenich fragmenti.

Strand 2 celkového ogtl 1 stran
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Akreditace laboratofi podle mezindrodni normy 17025:2005 je sloZitou procedirou.
Komise slozend z védecko-vyzkumnych pracovniki v daném oboru (v piipadé LAG
molekuldrni biologie) a odbornikii na systém managementu posuzuji napt.: zda
pouzivané laboratorni metody a metodiky odpovidaji soucasnému stavu poznani, zda
alespon jeden z pracovniki ma absolvovany vysokoskolsky kurz molekularni genetiky
(biologie) atd.

Akreditacni provérka probiha 3-5dnti a je spojena, podle podle poc¢tu akreditovanych
zkousek, se zna¢nymi finan¢nimi naklady. Proto i velké laboratofe v EU tuto akreditaci
podstoupili az se zahdjeni forenznich zkouSek pro zvifata. Napf. jedna z
nejvyznamnéjsich evropskych laboratofi “dr. Van Haeringen Laboratorium”, ziskala
akreditaci dle normy ISO/IEC 17025:2005 v roce 2009 tzn. o dva roky pozdéji nez LAG
Mendelu .

V USA jsou forenzni laboratofe akreditovany podle programu ASCLD/LAB (American
Society of Crime Laboratory Directors / Laboratory Accreditation Board), ktery
zahrnuje stejnou normu ISO/IEC 17025:2005, kterou pro LAG Mendelu obhajila
autorka disertace. Prvni takto akreditovanou laboratofi pro “domestikovand” zvifata v
USA je od roku 2010 The Veterinary Genetics Laboratory Forensic Unit
(VGLForensics) University of California, Davis.

Pro porovnéni rozsahu testovanych MS lokusii, uvadime v nasledujici tab. ¢.8 lokusy
doporucené ISAG a testované ve dvou laboratotich USA, jedné v EU, jedné v SR a
jedné v CR. Je v ni patrna shoda laboratoii v EU.

Tab.C.8 Mikrosatelitni markery testované svétovymi laboratofemi a markery
doporucené spolecnosti ISAG

LABORATOR
STR ISAG University |U.C.Davis |Van Haeringen | Vetgene Laboratot
lokus | doporucuje |of Kentucky | (VGL) laboratoty Slovensko |agrogenomiky
Californie Holandsko Ceska republika

AHT4 9 @) (@) (@) (@) @
AHTS O Q @] @) @) @]
HMSI (@) @) @) @) @]
HMS?2 (@) @) @) @) @]
HMS3 O Q @] @) @) @]
HMS6 O Q @] @) @) @]
HMS7 O Q @] @) @) @]
HTG4 O Q @] @) @) @]
HTG6 (@) @) @) @) @]
HTG7 (@) @) @) @) @]
HTGI0 O Q @] @) @) @]
VHL20 O Q @] @) @) @]
ASB2 O Q @] @) @) @]
ASBI7 O Q @] @) @) @]
ASB23 O Q @] @) @) @]
CA425 (@) @) @) @) @]
LEX3 (@) @) @) @) @]
LEX33 @]

UMO11

AME @) @]
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Do roku 2012 bylo splecnosti ISAG pro identifikaci a parentity doporu¢no pouze 12
MS markerd (AHT4, AHTS5, ASB2, ASB17, ASB23, HMS2, HMS3, HMS6, HMS?7,
HTG4, HTG10, VHL20) v roce 2014 byl spolecnosti ISAG zvySen pocet doporucenych
markerti na 17.

5.5.2. Pouziti MS ve forenznich testech

Historicky prvni ptipad vyuziti DNA testl v trestnim fizeni ve véci pytlactvi nékolika
vlkil z roku 2008 v Italii popisuje Caniglia et al. (2010). Analyzou DNA extrahované z
vl¢ich zubl nalezenych v nadhrdelniku pomoci 12 MS identifikovali, ze zuby patii Sesti
jedinciim, tfem samctim a tfem samicim. Rendo et al. (2011) popisuje ptiklad tthynu
mrchozravého supa otraveného néavnadou jehnéciho masa. Otestovanim MS u stad ovci
a zpracovanim v programu Structure identifikovali stddo, ze kterého otravené jehnéci
pochazelo.

Od t¢é doby byla publikovéana v kriminalistické literatute fada piipadovych studii.

O DNA testech zvifat pro polici CR jsme neziskali Zadnou informaci. Kriminalisticky
tistav Policie CR DNA testy zvifat neprovadi.

5.5.2.1. Piipadové studie v CR (Case Reports)

Vysledky forenznich DNA testll se nevyuzivaji pouze jako dikazy u soudu, ale
uplatnuji se i pii policejnim vysetrovani.

Pti vySetfovani zloCinii na zvifatech byvaji k dispozici razné druhy biologickych
vzorkd. V CR se setkavame se vzorky jako jsou kapky krve na riiznych nosi¢ich, zbytky
tkani, vzorky masa zajiSténych u podezielého, srst zachycend na stromech, postrojich a
obojcich zvitat, od vysoké zvéie parozi nebo rohy atd. V nékterych ptipadech jsou to i

exkrementy.

V obdobi zpracovéni disertace jsme fesili 7 identifikaci riiznych zvifat pro Policii CR a
pies 10 pro chovatele koni.
V nasledujici ¢asti uvadime dva feSené piipady (pfipadové studie — case report) z

vyzéadanych policii a tfi feSeni vyZadané chovatel..
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Piipad ¢.1

Krajskym feditelstvim policie byla do Laboratofe agrogenomiky zasldna zadost o
odborné vyjadieni z oboru genetika zvirat ve véci pytlactvi.

Do LAG byly doru¢eny 4 vzorky/stopy pro urCeni shody jednotlivych stop se
srovnavacim materialem. Vzorky/stopy byly doruceny jako stéry z Cervenych skvrn,
srovnavaci material jako krev, ¢ast srsti a ¢ast slechu ze zastrelené zvéere (lan€).

Vysledek odborné expertizy:

Laboratofi agrogenomiky byla provedena izolace DNA, PCR reakce a fragmentacni
analyza panelu 9 MS specifickych pro jelena.

Dvé ze ctyt dodanych stop se amplifikovaly ve vSech 9 MS a byly ozafeny jako shodné
se srovnavacim materidlem. Dalsi dvé stopy se amplifikovaly pouze v 6 MS, ve kterych

byly shodné se srovnavacim materidlem.

Piipad ¢.2

Krajskym feditelstvim policie byla do LAG zasldna Zadost o odborné vyjadieni —
genetickou expertizu — ve véci pytlactvi, zastieleni bfezi samice prasete divokého.

Do LAG byly dodany 3 vzorky/stopy:

stopa €. 1 — Cast tkané z ostatkli vyvrhu zajisténé na miste zastieleni prasete

stopa ¢. 2 — cast igelitové plachty se zaschlou tekutinou Cervené barvy zajisténé v
kontejneru na tfidény odpad

stopa ¢. 3 — cast igelitové plachty se zaschlou tekutinou Cervené barvy zajisténé u

podezielého

Predmétem genetické expertizy bylo:

Zjistit, zda jsou zajisténé vzorky shodné a tedy pochéazeji z jednoho a toho samého
jedince.

Vysledek odborné expertizy:

Laboratofi agrogenomiky byla provedena izolace DNA, PCR reakce a fragmentacni
analyza panelu 12 MS specifickych pro prase obsahujicim pohlavné specificky marker
pro gen amelogeninu ( SBH23).

U stop ¢. 1 a3 se amplifikovalo vSech 12 MS. Na zaklad¢ genotypu markeru SBH23
bylo stanoveno, Ze ob& stopy pochazi ze samice.

Stopy se vSech 12 MS shodovaly, byly shodné a byly tedy ozneceny jako pochdzejici z
jednoho a toho samého jedince.

Stopa €. 2 nedavala pii opakovani analyzy standardni vysledky (pravdépodobnost

kontaminace) a nebyla dale posuzovana.
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Piiklady pro chovatele koni

Piiklad ¢. 1.

Asociace chovatelll huculského koné méla podezieni na nespravné Udaje o jednom
hiebci. Pochybnosti vychédzely z vyskytu bilych odznakl. Asociaci byla do LAG
dorucena zadost a dodan vzorek Zini. Pozadovano bylo jeho srovnani s DNA profilem

jiz diive testovaného koné se stejnym jménem.

Odborné vyjadreni:

Srovnani identity dvou vzorku chltipovych cibulek ozna¢enych jako hiebec
XXXX.

1 - vzorek oznacen jako hiebec Lxxxx, dodan |} R 22.6.2015 je v Laboratofi
agrogenomiky evidovan pod laboratornim &islem K263/15.

2 - vzorek oznacen jako hfebec Lxxxx, dodan ASCHHK 21.9.2015 je v Laboratofi
agrogenomiky evidovan pod laboratornim &islem K713/15.

Laboratof agrogenomiky stanovila na zakladé provedenych analyz 17 mikrosatelitnich
markeru genetické typy (DNA profily) vzorkdl K263/15 a K713/15.

Zavér:
DNA profily vzorka K263/15 a K713/15 se ve vSech 17 MS markerech shoduiji, jsou od
jednoho jedince, jedna se o shodného koné.

V Brné dne 13.10.2015

Ing. Irena Vrtkova
vedouci Laboratofe agrogenomiky

Prilohy odborného vyjadreni:

DNA profil vzorku K 263/15

Vysledek analyzy:
Geneticky typ = DNA typ = genotypy mikrosatelitii

AHT4 L N HTG7 K K
AHTS J N HTG10 R s
HMST J J VHL20 N N
HMS2 H P ASB2 Q Q
HMS3 N P ASB17 o 0
HMS6 L M ASB23 K K
HMS? L M CA425 M o
HTG4 M N LEX3 N N
HTG6 M o
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DNA profil vzorku K 713/15

Vysledek analyzy:
Geneticky typ = DNA typ = genotypy mikrosatelitii

AHT4 L N HTG7? K K
AHTS J N HTG10 R S
HMS1 J J VHL20 N N
HMS2 H P ASB2 Q Q
HMS3 N P ASB17 o o
HMS6 L M ASB23 K K
HMS7 L M CA425 M o
HTG4 M N LEX3 N N
HTG6 M (o]

Vystup z fragmentacni analyzy vzorku K 263/15
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Piiklad ¢. 2.

Zadost chovatele koni o srovnani identity biologického vzorku koné s DNA profilem
stanovenym v zahrani¢ni laboratofi. Do Laboratofe agrogenomiky byl dorucen vzorek
zini kon¢ a bylo pozadovdno srovnani identity s DNA profilem stanovenym v

Kalifornii.

Odborné vyjadreni:

Véc: Srovnani identity koné — porovnani DNA profilu
Na z&kladé Zadosti o srovnani biologického vzorku hifebce Moritzbergs Fancy Buck dodaného
dne 26.5.2014 do Laboratofe agrogenomiky a DNA profilu hfebce Moritzbergs Fancy Buck
stanoveného 7.1.2013 Veterinary Genetics Laboratory University of California bylo porovnano
12 mikrosatelitnich markerd doporuc¢enych spole¢nosti ISAG pro individualni identifikaci koni.
Ve vSech 12 mikrosatelitnich markerech se DNA profily stanovené v Laboratofi agrogenomiky a
Veterinary Genetics Laboratory University of California shodovaly.
Na zakladé vysledkill srovnani se jedna o identického koné.
PFilohy: protokoly DNA profil hfebce Moritzbergs Fancy Buck K172/14, M169256
V Brné dne 29.05. 2014

Ing. Irena Vrtkova
vedouci Laboratofe agrogenomiky

Prilohy odborného vyjadreni:
DNA profil vzorku K 172/14

Vysledek analyzy:
Geneticky typ = DNA typ = genotypy mikrosatelitu

AHT4
AHTS
HMS1
HMS2

HTG7
HTG10
VHL20

ASB2

ASB17
ASB23
CA425
LEX3

HMS3
HMS6
HMS7
HTG4
HTG6

zlzl«|"] =)= x| =
zlzjo|«|o]m|o|o

ofjzlzjo|vlx]=|z|=
ofjzjojvjojollZ|0

Dodany DNA profil M169256

EQUINE GENETIC MARXER REPORT




Piiklad ¢. 3.

Laboratot agrogenomiky byla chovatelkou koni pozddana o ovéfeni “ pravosti” koné.
Majitelka méla v drzeni koné, ke kterému ji nebyly poskytnuty zadné doklady, pouze
ustné ji bylo sdéleno, ze se jednd o kon¢ GHAMAR po otci 2945 GAZAL 1I-CZ
(WIZARD) z matky GHAJARIY CZ-SH-A-207. Na zaklad€ ulozeného DNA profilu jiz
diive testovaného hfebce GHAMAR bylo provedeno srovnani identity.

Odborné vyjadreni:

Potvrzeni identity koné
Na zakladé srovnani DNA profilu dvou vzorkl ulozenych v Laboratofi agrogenomiky
1. vzorek K673/12 oznacgeny jako hfebec GHAMAR (otec 2945 GAZAL 1I-CZ (WIZARD), matka
GHAJARIY CZ-SH-A-207)
a

2. vzorek K795/15 oznaceny jako hfebec GHAMAR (otec 2945 GAZAL II-CZ (WIZARD),
matka GHAJARIY CZ-SH-A-207)

potvrzujeme shodnost obou uvedenych vzorkd.
V Brné dne 23.10.2015
Ing. Irena Vrtkova
vedouci Laboratofe agrogenomiky

Prilohy odborného vyjadreni:

DNA profil vzorku K 673/12

Vysledek analyzy:
Geneticky typ = DNA typ = genotypy mikrosatelita

AHT4 M (o} HTG7 o o

AHTS - o} HTGI10 L o

HMS1 1 J VHL20 N P

HMS2 1 1 ASB2 Q Q

HMS3 M Q ASB17 R R

HMS6 L P ASB23 J M

HMS7 J L CA425 N o

HTGH4 L M LEX3 N N

HTG6 G (o]

DNA profil vzorku K 795/15
Vysledek analyzy:
Geneticky typ = DNA typ = genotypy mikrosatelitu

AHT4 M o HTG? o o
AHTS o o HTG10 L o
HMS1 1 J VHL20 N P
HMS2 ] 1 ASB2 Q Q
HMS3 [ Q ASB17 R R
HMS6 L P ASB23 J J
HMS7 J L CA425 N 0
HTG4 L M LEX3 N N
HTG6 G (o]
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Vystup z fragmentaéni analyzy vzorku K 673/12
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Nami vySe zvefejnéné piipadové studie pro policejni vySetfovani a chovatele zahrnuji

riuzné typy vzork.

Pifehled o ruznorodosti

vzorkd s kterymi se mize LAG v budoucnosti setkat, s

citacemi, ze kterych mohou laboratorni operatofi ¢erpat, podavame v nasledujicich dvou

tabulkach (¢. 9, 10). V nich je vybér z recentni, rozsdhlé publikace Iyengar (2014) o

forenznich DNA analyzach u zvifat v souvislosti se zachovanim biodiverzity. Vyuzivani

MS pro forenzni DNA testy se stale rozsifuje, predevSim na chranéné a volné zijici

druhy zivocicht a jsou publikovany postupy, které rozvijeji dalsi forenzni aplikace.

Tab. ¢. 9

. Vybér pripadi, které byly projednavany pied soudem

Typ biologického
dtikazu

Maso, ktuize

Vatené maso, stieva,
suSena tkan z prkénka

Kuze, krev

Krevni skvrny z noze,
kostry

Maso, vlasy

tkan, tampony, obleceni,
krev potiisnény koberec

Zuby

Drap a rozkladajici se
kize

Krev

Krevni skvrny z mista
¢inu, kostry

Krev, tkan

Krevni skvrny z kufru
podezielého a dzind,
jate¢né upravenych tél

Vzorky slin z jate¢né
upravenych tél

DNA marker Typ testu/ vySeti‘eni

Southern blot a

hybridizace Identifikace druhu (pytlactvi)
sekvenovani
mtDNA (cytb,
472 bp) Identifikace druhu (pytlactvi)
sekvenovani
mtDNA (CR, 1079 Identifikace poddruhi
bp) (pytlactvi)
Individualni identifikace
STR (pytlactvi, tyrani zvitat)
sekvenovani
mtDNA (cyt b,
900 bp) Identifikace druhi (pytlactvi)
sekvenovani
mtDNA (CR, 503 Identifikace druhti (smiSené
bp) forenzni vzorky)
Individualni identifikace
STR (nezakonného zabijeni)
sekvenovani Individualni identifikace

mtDNA (CR), STR (nezakonného zabijeni)

Stanoveni zemé&pisného ptivodu

STR, piitazeni k  (nelegalni paSovani zvifat /

populaci lovecky)
Individualni identifikace
STR (pytlactvi)
Individualni identifikace
(vySetfovani zamérného
STR vypusténi z pfirodni rezervace)
sekvenovani
mtDNA (cytb,  Individualni identifikace

1140 bp), STR (pytlactvi)

Individualni identifikace

(kradeze hospodarskych zvirat / Vlci

STR falSované doklady)
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Tab. ¢. 10

Vybér vyvojovych studii pro forenzni aplikaci

Druh Typ testovanych DNA marker Forenzni aplikace Reference
biologickych dtikazt
Zvite
[Nosorozec [Roh sekvenovani mtDNA (cytb, [Identifikace druhti [Hsieh et al.(2003)
402 bp) (nelegalni obchod)
Tygr Krev STR Individualni Xu et al. (2005)
identifikace
(pytlactvi /
[pasovani)
Jezevec  [Kousky usi, krev  [STR [Vyvoj STR [Dawnay et al. (2009)
lesni profilovani
(nezadkonné
zabijeni)
Mezek Pevna tkan STR Vyvoj STR Jobin et al. (2008)
profilovani
(nezakonné
zabijeni)
Sest druhti [Pevna tkan, krev,  [STR Vyvoj [Dawnay et al. (2009)
dravych  |bukalni stéry, pefi validovanych STR
ptakt (nezakonné
zabijeni)
Jelen Vlasy, krev, jina STR Individualni Szabolsci et al. (2008)
Cerveny  [tkan identifikace
(pytlactvi)
Jelen Pevna tkan STR Individualni Socratous et al. (2009)
Cerveny identifikace
(pytlactvi)
Divoké Pevna tkan STR [Vyvoj STR Caratti et al. (2010)
prase profilovani
(nezakonné
zabijeni)
Kun Kofeny vlast sekvenovani mtDNA (CR,  |Pokusy o Gurney et al. (2010)
662 bp + 209 bp) individualizaci pro
forenzni ucely
Rizné Krev, Cerstvé a sekvenovani mtDNA (COI, [Identifikace druhti [Eaton et al. (2010)
druhy susené pevné tkang, 1645 bp) (nelegalni obchod)
divoké zpracované kozené
Zvere [produkty
Tetfev Svalovina, pefi PCR v realném case (druhové |[[dentifikace druhd, [Rojas et al. (2011)
specifické 12S rRNA, 142 bp, |z masa a masovych
univerzalni eukaryotické 18S [smési (nelegalni
rRNA, 141 bp) lov / obchod)

Navzdory tomu, ze v soucasné¢ dobé se rozviji genomické technologie na urovani

velkého poctu jednonukleotidovych polymorfismii (SNPs)

z celého genomu zvirat

mikrosatelity (MS) zistanou, podle nadSeho nazoru i z ekonomického pohledu, nadale

vyuzivanymi markery, protoze jiz existuji a stale se hromadi referenni genetické udaje

MS u riznych druhti zvifat.
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Z hospodatskych zvitat byly u koni referen¢ni tdaje velkého rozsahu zvetejnény, podle
dostupnych informaci, pouze pro Nizozemi v publikaci Van de Goor et al. (2011Db).
Elektronicka pfiloha k této publikaci zahrnuje 8641 koni rtznych plemen.

Pro CR jsou referenéni tidaje koni soudésti této disertace. viz p¥iloha ¢.6 — pouze v
elektronické podobé.

Elektronickd priloha disertace (v disertacnim spisu na vlozeném CD), obsahuje
konkrétni genotypy 17 MS u 9515 koni z 27 plemen véetné genovych zdroju.

Komentar k elektronické ptiloze:

V nékterych lokusech MS jsou u nékolika zvitat ojedinéle pomlcky, coz znama, ze alela
nebyla identifikovana nebo se jednalo o nulovou alelu. V dalsi praci s touto databazi
budeme, a pro uzivatele vysledkl disertace doporuc¢ujeme, pouzivat recentni informace
z publikace Suez et al. (2015) informujici o softwaru MicNeSs vyuZivajiciho algorytmu
v jazyce Python, ktery vychazi z alelovych frekvenci a nahrazuje chybéjici alely na

zékladé vyskytu alel u ostatnich jedincti dané populace.
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6. SOUHRN

Cilem disertacni prace bylo detekovat genomické markery a jejich implementace do
charkteristiky diverzity vybranych plemen koni, genetické predikce pigmentace koni, do
databaze EFABIS a forenzniho pouziti v CR.

Charakteristika diverzity populact

Pro charakteristiku diverzity jsou v préaci shrnuty vysledky od 7682 koni 13 plemen
zastoupenych v CR. U nich bylo analyzovano 17 mikrosatelitnich (MS) lokusti a
urceno celkem 261 188 genotypl. Z nich stanovené hlavni parametry byly: pramérny
pocet alel na lokus 11,29, o¢ekdvana heterozygotnost 0,771, skute¢na heterozygotnost
0,737, polymorfni informacni obsah (PIC) 0,738.

pro ovéfovani parentit koni. Pro plemena appaloosa (APP), fjord (FJO), shetlandsky
pony (SHPON) a populaci teplokrevnika (v Holandsku a ¢eského teplokrevnika) jsme
provedli srovnani hodnot PIC nami stanovenych pro tato plemena chovana v CR s
vysledky koni chovanych v Holandsku uvetejnénymi Van de Goor et al. (2011b). Dale
uvadéné hodnoty PIC jsou v potadi: nase vysledky versus Van de Goor et al. (2011b):
APP 0,717 v. 0,729, FJO 0,641 v. 0,671, SHPON 0,662 v. 0,636, teplokrevnik 0,720 v.
0,719. U srovnavanych plemen hodnoty nevykazuji vyznamny rozdil. DalSi nami
testovand plemena v praci z Holandska nejsou uvedena.

U huculského koné (HK) jako genového zdroje CR pokladdme pro trvalou udrzitelnost
za dulezity parametr skutecné heterozygotnosti (He). U nami sledované populace 473
jedincti byla 0,738, coz ukazuje vysokou uroven genetické variability. Stejnou He
(0,738) uvadi u HK na Slovensku u 48 jedincii i Trandzik et al. (2006).

Odlisnost v genetické struktufe vybranych plemen jsme testovali Bayesovou metodou
na bazi frekvenci alel a podobnosti genotypu jedince s ostatnimi genotypy v populaci.
Diverzita hodnocend programem Structure ukézala odliSnost plemene HK. Od ostatnich
se vymezilo uz pii K2.

Dal§im specifickym plemenem v CR je kin Kinsky (KK). V programu Structure se
ohranicilo pifi K4. Jednotlivi kon€ vykazuji v MS rlzny podil plemen cesky
teplokrevnik, slovensky teplokrevnik a anglickych plnokrevnik. S udaji v plemenné
knize nebyly tyto tdaje srovnavany.

Pro ptehled o genetickych vztazich mezi plemennymi hiebci HK i KK jsme pro

stanoveni jejich genetické vzdalenosti konstruovali dendrogramy.

Geneticka predikce zbarveni

Z pohledu pigmentace srsti a zajmu chovateltl v CR je zajimavy piedev§im kan Kinsky.
Proto u  plemennych hiebcii byly stanoveny genotypy zbarveni ve dvou genech
zékladniho zbarveni (ASIP, MCIR) a genu ovliviyjicim “fedéni” barev (MATP).
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Frekvence alel v genech ASIP (4 0,731, a 0,269), MCIR (E 0,115, e 0,885), MATP (C
0,596, Cr 0,404). Na zaklad¢ stanovenych genotypt pigmentace byl vypracovan postup
pro piipafovani KK se zaméfenim na zbarveni u potomku (isabela, plavak). Postup byl
piedan chovatelim a na jeho podkladé svaz chovateli KK zavedl v roce 2015 povinnost
u hiebcli uvadét genotypy zbarveni v plemenné knize.

U hiebct HK zatazenych do genového zdroje byly stanoveny genotypy v genech ASIP,
MCIR, MATP a tiech lokusech depigmentace ( gen KIT — lokusy Sabino a Tobiano, gen
EDNRB — lokus Overo). Frekvence alel: ASIP (4 0,6, a 0,4), MCIR (E 0,9, ¢ 0,1),
MATP (C 1,0 Cr 0,0.), KIT (sb1 1,0, Sh1 0,0), (7o 0,1, t0 0,9), EDNRB (O 0,0 0 1,0). Na
podkladé téchto vysledki Asociace chovatelti huculského koné pro vSechny hiebce
zatfazované do genového zdroje vyzaduje DNA test na tobiano depigmentaci.

U westernovych koni chovatelé uptednostiiuji rtizné typy depigmentace. Typ overo
podminény genem EDNRB pii genotypu OO zpusobuje syndrom OLWS (Overo Letal
White Syndrom). Pro omezeni jeho vyskytu bylo otestovano 24 koni plemene paint
horse (PH) v CR. Ze stanovenych frekvenci alel v genu EDNRB (O 0,271, 0 0,729) byl
vypoditan teoreticky vyskyt homozygotni letdlniho genotypu OO v CR 7,3%.
Heterozygotni genotyp Oo byl detekovan u 54,2 % jedinci. Na zékladé zvefejnéni

téchto vysledkt chovatelé v CR jiz usmériiuji p¥ipousténi s ohledem na genotypy.

Informacni systém EFABIS

V mezinarodnim projektu tvorby databaze EFABIS (European Farm Animal
Biodiversity Information System) byl na “listech” jednotlivych plemen koni v oddile
“Breed morphology information” doplnén odstavec “Genetic features. Pro prezentaci
plemen HK a KK v uvedeném odstavci “Genetic features” byly pfipraveny genetické
parametry skutecné heterozygotnosti v MS lokusech 4HT4, AHTS5, ASB2, ASBI7,
ASB23, CA425, HMSI1, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, HTG7, HTG10,
LEX3, VHL20 a frekvence alel v genech pigmentace ASIP, MCIR, MATP, KIT,
EDNRB.

Poprvé tak jsou ve evropském piechledu EFABIS (FAO-DADIS) prezentovany

molekularné genetické tidaje z CR.

Forenzni pouziti MS v CR
Disertaéni spis obsahuje fesené forenzné genetické piipady pro Policii CR a chovatele
koni. Vysledky mohly byt Policii CR pro vysetfovani pouzity, protoze Laboratof
agrogenomiky spliiuje zasadni podminku, to je akreditaci podle normy CSN EN ISO/
IEC 17025:2005.
K feseni forenznich problémi musi byt vytvotfeny u jednotlivych plemen dostate¢né
referencni databaze genotypi MS. Soucasti disertacniho spisu je elektronickéd ptiloha
(CD) obsahujici genotypy v 17 MS u 9515 koni 27 plemen vcetné genovych zdrojt.
Srovnatelnou databazi genotypti zvefejnila pouze Van de Goor et al. (2011b) pro 8641
koni pro Nizozemi.
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7. NAMETY K DALSI APLIKACI VE VYZKUMU A PRAXI

Nameéty pro vyzkum

— vytvofit dostate¢né databaze MS referenénich populaci plemen koni chovanych v CR.
Schneider 2007 uvadi dostate¢nou velikost referencni populace 500 jedinct.

— vyuzit recentni informace z publikace Suez et al. (2015) informujici o softwaru
MicNeSs pouzivajici algoritmus v jazyce Python, ktery vychazi z alelovych frekvenci a
nahrazuje chybéjici alely na zaklad¢€ vyskytu alel u ostatnich jedincti dané populace.

— rozpracovat (podle recentnich publikaci) a zavést v CR analyzy mtDNA koni a uréit
mtDNA haplotypy.

— zpracovat metodiky detekce mutaci v dalSich genech ovliviiujicich pigmentaci koni na
zékladé recentnich védeckych publikaci se zaméfenim na mutace v genu KIT
(Hauswirth et al., 2012)

— ptipravovat sady SNP efektivné kombinujici ovéfovani paternit, detekci chorob a vad
a predikcei pigmentace pro konstrukci biochipi (microarray). Tento vyzkum nelze

provadét bez pottebné technologie.

Nameéty pro chovatele

— vyuzit MS, mtDNA a SNP pro trvalou udrZitelnost genovych zdrojt koni v CR.
—urc¢ené haplotypy mtDNA pouzivat pii “hodnoceni podilu” gentli pfo zafazovani
do hlavnich a vedlejSich plemnnych knih (napt. u plemen KK, HK).

—u plemen HK, KK a PH vyuzivat pti hodnoceni zbarveni genotypy v genech
pigmentace.

— aktualizovat v databazi EFABIS oddil “Genetic features”.

— MS a SNP podminujici pigmentaci vyuzit u specifického souboru exmorského
pony importovaného do CR.
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9. SEZNAM ZKRATEK

ASCLD/LAB
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DADIS

EAAP
EFABIS

ETL
GLOBALDIV
ICAR

ISAG

IUCN

LAG

LFS

LINE

OLWS

SINE

STR
SWGWILD
VGLForensics
QTL

American Society of Crime Laboratory Directors / Laboratory

Accreditation Board

Congenital Stationary Night Blindness

Domestic Animal Diversity Information System
European Federation of Animal Science

European Farm Animal Biodiversity Information System
Economic trait locus

A global view of livestock biodiversity and conservation
International Committee for Animal Recording
International Society of Animal Genetics

International Union for Conservation of Nature
Laboratof agrogenomiky

Lavender Foal Syndrome

Long Interspersed Nuclear Elements

Overo Letal White Syndrom

Short Interspersed Nuclear Elements

Short Tandem Repeat

Society for Wildlife Forensic Science

The Veterinary Genetics Laboratory Forensic Unit
Quantitative Trait Locus
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Priloha ¢. 1 Logistika biologickych vzorki

objednani, odbér, znaceni, doruceni, archivace a evidence biologickych vzorku koni.

Systém ziskavani vzorku od chovatelu

Byla vytvofena objednavka pro odbér biologickych vzorki na DNA analyzy,

objednavka DNA testii pro urceni genetického typu (DNA profilu) a ovéfovani ptivodu,

a objednavka genetické determinace zbarveni koni. Objednavka DNA analyz/DNA testi

obsahuje kolonky k vyplnéni informaci o testovaném zvifeti, které je nutné uvadét na

protokolech o vysledcich analyz z hlediska plemenarského zakona a podminek

akreditace laboratofe Ceskym akreditaénim institutem. Dale obsahuje kolonky pro

vyplnéni informaci potfebnych k provedeni ovéfeni paternity a nabidku provadénych

analyz, kde chovatel zaSkrtne pozadovany test.

Tiskopisy objednéavek:

Laboratof agrogenomiky
[Mendelu v Bmé
[Zemédelska 1

613 00 BRNO

el: Vrtkova - 545 133 187
mobil: 607 753 219
le-mail: irenav@mendelu.cz

[ico:

Objednévka DNA testti koni pro

[Adresa chovatele:

[Telefonni &islo:.......nnens

1) ovéfeni plivodu - uréeni genetického typu
htibéte a matky

2) uréeni genetického typu hiebee
zafazovaného do plemenitby

Testovany jedinec Otec/ Hfebec | Matka / Klisna
H¥ibé, klisna
méno
Cislo feisto
sdtku
jdatum
|parozeni
pohlavi
plemeno
barva
Podpisem potvrzuji spravnost uvedenych adaju.
Dahm: 0 s
podpis
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mobil: 607 753 219
irenav@mendelu.cz

Laboratof agrogenomiky Objedndvka DNA testi
Mendelu v Bmé . A
7 emédslska 1 pro zbarveni koni
613 00 BRNO

JAdresa chovatele:
Vrtkova
el.: 545 133 187

1CO:

OZNACTE POZADOVANY TEST:

1. Extension ~ Red Factor 6. Sabino
2. Agouti 7. Tobiano
3. Cream 8. Overo - OLWS
4. Champagne 9. Grey
5. Silver
Testovany jedinec Otec / Hfebec | Matka/ Klisna
H¥ibé, klisna
méno
Cislo frislo
sdtku
jdatum
Inarozeni
pohlavi
plemeno
Podpisem potvrzuji spravnost uvedenych adaji.
Daam: 0 dicsssssisssiieasis
podpis

Poznamky:




Zpusob odbéru vzorki

Jako nejvhodnéjsi, neinvazivni a pro chovatele ptatelsky byl vyhodnocen odbér
chlupovych cibulek Zini z hiivy a/nebo ocasu koni.

V Laboratofi agrogenomiky byla v ramci disertace jako prvni v CR zavedena analyza
DNA z chlupovych cibulek Zini. Tato forma bilogického vzorku tak doplnila a postupné
nahrazuje pouzivané vzorky krve. Zptisob odbéru vzorki prochizel vyvojem. Byla
zpracovana prvni forma postupu/navodu pro odbér chlupovych cibulek. Chovatelim

byla posilana objednavka DNA testl a informane k odbéru:

INFORMACE K ODBERU VZORK(J CHLUPOVYCH CIBULEK
U KONI
Pro izolaci DNA a ureni genetického typu jsou tfeba chlupové cibulky.
Zplsob jejich odbéru:
Ziné nesttihejte, ale trhejte. DNA je obsaZena v chlupovych cibulkach.
‘Trhejte — nestfihejte — Ziné z htivy nebo ocasu koné.

Vytrhnéte 15-20 Zini a vlepte na niZe oznaené misto.
Po vytrZeni Ziné zkontrolujte, obsahuji-li neporusené cibulky.

Cislo vzorku:
VLEPTE VZOREK
Zde pfelepte lepici paskou
z -
~ —
Chlupové cibulky PFili§ dlouhé Zing pfeloZte

papir pfeloZte a vloZte do obélky
pfiloZte vyplnénou objednavku na DNA test
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Pro snadnéjs$i a prijemnéjs$i zpiisob odbéru a archivaci chlupovych cibulek byla
vytvoiena “odbérova sada”. Sada se sklada z obalky, na které je graficky znazornén
odbér vzorktl a kolonek pro zapsani jména a Cisla kon¢. Sada tak usnadniuje manipulaci
se vzorky pfi jejich odbéru a eliminuje zaménu vzorki.

Titulni list odbérového sacku:

Jméno zvifete (¢islo)

Cislo chipu

Vytrhnéte
15 - 20 Zini

XA ) s enlupovymi
J /

{ / cibulkami

]
E umistéte do papirového
ey satku a odedlete

Systém evidence vzorki

Veskerd evidence vzorkli doru¢enych do laboratofe a vysledkd analyz stanovenych v
laboratoii se diive provadéla ruéné, coz bylo ¢asové i fyzicky narocné. Zacla prace na
vytvoieni databaze, ktera by evidenci automatizovala, zrychlila a minimalizovala chyby
zpusobené “lidskym faktorem”. Pti ptfiprave databaze bylo velmi dulezité, jaké tudaje
budou do databaze vlozeny — obsahova konstrukce databaze.

Ukazka databazového pole s udaji zadavanymi pii ptijmu vzorku

k! editace udaju E]@
Icislo_krab |klabicka Il_vp_vzorku ﬂ |___
datum prijeti
Iimeno ]cislo_cipu
Icislo Ipohlavi LI |plemeno < | _[
|chovatel <= I —l

S | zbarveni

narozeni

otec_jmeno <-- l _I |matka_imeno <-- I _]

oK Cancel
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Ukéazka databazového pole pro zadavani analyzovanych genotypt

[ editace satelitu

1| I ATH4

2 | I ATHS
3 | I HMS1
s | I HMS2
5 | I HMS3
5 | I HMS6
7 I HMS7
g | I HTG4
s | I HTG6

10

11

12

14

15

17

0K

HTG7

THG10

VHL20

ASB2

ASB17

ASB23

CA425

LEX3

CEEX

Genotypy zbarveni

Extension
Agouti
Cream
Tobiano
Overo

Grey

——
——
——

poznamka

Vytvorena funkéni databaze pro efektivni praci s daty koni

Pro préci se ziskanymi daty koni bylo vytvofeno databazové rozhrani.

K funkci programu je nutné mit na lokalnim PC nainstalovan a spu$tén SQL server

Firebird v.
1.5.0.4306 nebo vyssi.

Software je distribuovan ve dvou verzich — lokdlni a sitové. Lokalni verze
umoziuje praci s genotypovymi daty koni pouze na lokdlni stanici. Sitova verze
umoziuje vyhradit jeden pocita¢ v lokdlni siti jako server a delegovat pfistup pro
ostatni stanice pracovisté. Pro toto feSeni je vzdy nutnd aprava zdrojového kodu a
piekompilovani uzivatelskych rozhrani s IP adresou serveru. V aktudlnich verzich
program vzdy hledd predkompilovany server, pokud jej nenajde, piepinad se do prace

s lokalni databazi, coZ oznami hlaSenim ,,pfipojen lokaln€* v zahlavi programového

okna.
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Funkce databazového rozhrani — sledovani parentit, vyhledavani jednogeneracnich

pribuzenskych vztahi

Databédzové rozhrani umoziuje efektivni praci s genotypovymi daty koni. Nasledujici

vycet obsahuje zakladni funkce software a stru¢ny navod k jejich

provedeni.

1.

identifika¢nich udaja

zadavani (tlacitko New) a editaci (tlacitko Editace) laboratornich

a udajt poskytnutych chovateli,

zadavani a editaci laboratorn¢ urcenych genotypt (tlacitko Editace satelitit),
tvorbu podvybéri podle zadanych kritérii (vyplnéni poli jmeno, plemeno,

narozeni, chovatel, otec_jmeno, pohlavi, lab_cislo a zvoleni tlacitka Hledej;

podvybér zrusime tlacitkem Obnoveni; textové polozky se vyhledavaji jako

neuplné fetézce (SQL like)),

spocitani zakladnich charakteristik panelu MS markerd pro dany podvybér/

celou databazi (aktualizuje se p 0

provedeni  podvybéru, tlatitkem  Kombinovane

pravdepodob. 1ze provést vypocet kombinovanych pravdépodobnosti pro

vylouceni z rodi¢ovstvi),

ovéteni paternity a jeho vizualizace na zakladé:

— rodi¢i uvedenych v pfisluSnych kolonkach pro testovaného jedince
(tlacitkem Overeni se spusti samotny test s vizudlnim vyhodnocenim
lokust, ve kterych nesouhlasi genotyp potomka s rodici

zapsanymi u néj v kolonkach
OTEC JMENO a MATKA JMENO, vypise se vysledek testu),

— testovani pro potencialni skupiny rodi¢li vybranych z databaze
(tlacitkem smazat rodice uvolnime aktualni set potencidlnich matek a
otct, tlaCitky otec+ a matka+ ptiddvame do setu potencialni rodice
tak, ze se ptidava vzdy polozka kterd je aktudlné zvolena v datové
¢asti programu (na obrazku hiebec BEEFEATER); po vyplnéni
moznych rodi¢h je tfeba jako aktualni polozku zvolit testovaného
jedince a zvolit tlacitko overeni z vybranych. Program se pfepne do
testovaciho rozhrani, kde volime moZné rodicovské pary a k nim
testujeme zvolen¢ho potomka. Vzdy se vypiSe vizudlni hodnoceni
testu. Pokud je test uspéSny, umozni software tisk protokolu o

ovéfeni paternity s uspéSné testovanymi rodi¢i pro zvoleného

potomka.),
6. tisk protokoli pro stanoveni genetického typu (pro aktudlniho jedince zvolime
tlacitko
Protokol).
7. tisk protokoll pro ovéfeni paternity (viz vyse),
8. logovani operaci a bezpecny pfistup na server (v databazi na serveru/lokalni
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stanici se veSkeré operace vybérli a tisku protokolli loguji pomoci IP adres

hostti, databdze na serveru je delegovana jen pro urcité IP adresy).

=10l x|

imeno plemeno narozeni chovatel  otec_jmeno pohlavi lab_cislo

[vwbene | | | Hledej Obnoveni
Wbél’ podskupiny aktualne vybrano zvirat:4172
| = — overeri 2 branych -
uZivatelska editace k protokoli
e | Rt rmertin | x<| P | > | >|| * -| A~ | P Etre | o | e | e | e | Overeni Protokol |

= [coto_rmas|rrascialmeno vonian_[rieueno [narozent [eHovareL =] [[eatfcoont a1 |
CH _kﬁgna &1 1996 MUSILOVA llona, \ténov3 166, 62100 BR H 1145 013722435282838
ci B valach 2InE 2 . Jif BORSKY, Pehov 21, 330 23 Ni m 247 0,0295021093000959
ch [ -'-ch aCIT(tualne vybrana pod/ SK{-,'SE}Q&V Rybrilk 198, 560 02 £ :J 32 0,00333509108341323
72 T i ér SPOLFINN s.r.0., Zahradni 34, 792 01 BRI K 205 0,024568552253116
2030012246 7 ™o &t SPOLFINN s.r.0., Zahradri 34, 782 01 BRI i 1367 0,163830297219559
662128305 CH DUFEK Matous, Stara Paseénice 37, 344 0 : M 1860 0,198345343952061
95 01419 CH KWPN 18.2.1908 BERNHARD Jahn, LiSov 8, 382 82 BENES N 812 0,0973154362416107
631537 CH &1 652005 CHMELAR Kamil, CHROUSTOV 70, 582 1¢ |0 471 0,0564477468333385
DE42100016 CH HOLST HRUSKOVA Magdalena, Za humny 47, 747 P 934 0111936720997124
CH ér 1.5.2005 HRUSKOVA Magdalena, Za humny 47, 747 L] a 4| 0.000479386385426654
2030010001 CcH &t 1990 JK OPAVA KATER INKY, Rolnicks 120, 47¢ ym 1] 0.000119846536356663
éT 18.6.2005 JK OPAVA KATER INKY, Rolnicka 120, 47¢ — n 1 0,000113346336356663
71373 CH cseT 1.3.1007 DUBICKA ZEMEDELSKAa 5., DruZstevni l 0 LU
50121 CH HOLST 16.4.1991 DUBICKAZBMEDELSKAa 5., Drudstevni
S Bl ¢ DARKOVA Lucie, Zmankal?. 767 01 KRG Theoretical heterozygosiy:  0,846966266687748
50 121 CHN ér DANKOVA Lucie, Z3mankal?, 767 01 KR(
< —— PE(1) 0,676084972903245
CH cep ZATLOUKALOVA Nbnika, Kvétinova 15, 7€
4302 CH ér 9.4.2005 SKOLNI STATEK, Jini 2118, HORICE PE(2) 0529183188754083
2030012243 CH ér 22.5.1986 SKOLNI STATEK, Jizni 2118, HORICE PE(3) 0,864369016329161
2030012243 MRAEEK Oldiich, Grygov 154, okr. OLOMC
CH ér MRAZEK Oldiich, Grygov 154, okr.OLOMC— CEF(1) 0,893339781632361
CH ér 5.2.2000 STETKOVA £ndrea, Nadraini 254, LOCHO' CEP(2) 0,993976006617903

7 TI0 hfebec A1H 2003 POSLTOVA Nadéida, DOBROMICE 51, 28¢ CEFG) 0,993999399999776
2030012218 0 TIO kﬁsns &1 11.3.1005 BLONDE BREEDING s.r.o., Zebraky 125,
60 TIO GER hiebec CT 19.3.2005 BLONDE BREEDING s.r.0., Zebraky 125, .
: @ charakteristiky panelu

kobyla  CT 18.4.2005 HAVELKOVA fadrea, Cekyné BoroZin 220,
. T pro

i vybasHbu skupinu

JJ KN MY KL IO MM JJ KL MR KN NQ LR NN GN KU JN LL otec
HJ MO IJ LL OP MP LO KM GJ KN IL II KO NO JK NO HO testfaled matka
HJ K¥ J¥ KL OP MM JO KL GR KK IQ IR NO NN JK JN HE potomek.

531280

152 S Y O Y Y N S S S S Y

77161 - VolSany 75, 342 01 5U
M 4008 CH ér 26.3.1987 MALINOVSKA Lenka, ALBRECHTIEKY 26¢
SM 3614 CH &1 2256.1990 MALINOVSKA Lenka, ALBRECHTICKY 26¢
63/531 CH BALADER hiebec CT 14.5.2005 DOBROVOLNY Frantizek, Podésin 37, 592
520662 CH BEEFEATER hiebec CT 25.2005 MVDr. Jaroslay KLOUDA, DRASOV 27, 66 =

Graficky vzhled a obsah protokoli o analyze DNA (genetickych typt) a osvédéeni
o ovérieni puvodu, certifikaty zbarveni

Podminky pro obsah protokolt genetickych typli a osvédCeni o ovéfeni piivodu jsou
dany

vyhlaskou ¢.448/2006 o provedeni nékterych ustanoveni plemenarského zakona
154/2000 Sb. (paragraf 21- podrobnosti o udajich na osvédCeni o ovétfeni piivodu a
stanoveni genetického typu) a normou CSN EN ISO/IEN 17025:2005 (kapitoly 5.10.2 -
Protokoly o zkouskéach, 5.10.5 - Odborna stanoviska a interpretace). Certifikaty
genetické determinace zbarveni koni nepodléhaji zddnému zakonu, ani vyhlasce, jejich
design byl vytvoren na zaklad¢ informaci a diskuzi s chovateli koni. Certifikat zbarveni
obsahuje také interpretaci stanoveného genotypu zbarveni.

Vsechny protokoly o analyzach DNA byly vytvoreny i v anglickém jazyce, pro moznost

jejich pouziti/vyuziti v zahrani¢nich laboratofich a pti exportu koni.

93



Protokoly o analyze DNA/Stanoveni genetického typu

Mendelova universita v Boné
Laborator agrogenomiky
Zrudebnd Iaborater €. L 1030 3 abreditovand CL& dle nommy (SN EN ISO/IEC 17025

Zemédélska 1, 613 00 Bmo,web: http /A Imgen £z

Lab. code: CS/B L 10303

PROTOKOL O ANALYZE
Osvédcéeni o stanoveni genetického typu koné

Zikamdk - majitel wyslediai:

el vratalahs - ®

Identifikace  rvikete: Identifikace  rodicu:
Jméno: Otec:

Tent. dslo: Mafka:

Narozend:

Flemenc:

Pohlaui:

Lahoratornd dsle: K

Taved INA-

Tvhma wiiati vl

Tasehrd metoda: SOF ¢. 1 Uriend genotypl polymorfrich lokusi DNA
Erovelena dne:

Wileddk  analyry:

Genaidy typ = DNA ityp = genciypy mikrosatditi

AHTY
AHTS
HLI
HLL:2
HLLI3
HLILIG

P st &o gendidého typu: "ziMadni testace, dle zikna ¢ 1542000 Sh., v vuplnén
méni (. 34472006 Sh) a vyhliSky ¢. 44872006 Sh.
Vslediey aaljmy se wataboaji ke ousendmm vaordaa. Protokol o amalyze nesmd byt bes pisemného souhlasu laboratote
reprodukorin jinak, nei jako celek.

¥ Brmé dne 19.03. 2012

wedouci Laborutafe
agrogenommiky

11
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Osvédceni o ovéreni pivodu

Mendelova umiverzita v Bmé
Liborstof  agrogenomiky
Zemédélska 1, 613 00 Bmo
Lab. code: CS/B

LAG Mendelovy wnivesity v Bmd na zikladé zikona & 154/2000 Sb. v iphém ménd (£, 344/2006 Sb),
whlidly ¢ 448/2006 5. a rozhodromi MZe CR &.: 161815017010 wydivd

Osvédéeni o ovéreni piivodu
kone

Potomek
jménoc:

dsle:

pohlavi:
plemenc:
lab. dslo: K
adrej DNA:
Oiec Maika
jméno: jméno:
dslo: dslo:
plemenc plemenc:
1ab. &slo K 1ab. dslo K

Vysledky ov@eni puvodu:

»Puvod souhlasi s uvedenymi rodiéi”

V Bmé dne 19.32012

wedouci Laborstofe  agrogenceniky

11
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Certifikat zbarveni

Certifikat

ZBARVENIi KONé No: 49, 340/11

Cislo teneene pohlayi : klisna
plemeno : Paint Horse dat.naroz. : 05.05.2011

datum : 21.06.2011 autorizovany podpis- LAMGen s.r.o.

96



Priloha ¢.2 Struktura v MS u vybranych plemen koni

Vnitropopulaéni diverzita u plemene achaltekinsky kiin

n MS Na Ne Ho He F PIC ChiSq HW

179 AHT4 6 2,528 0,630 0,604 -0,042 0,559 ns
AHT5 5 @ 3,352 0,723 0,702 -0,030 0,647 ns
HMS1 4 2376 0,598 0,579 -0,032 0,527 ns
HMS2 8 4912 0,761 0,796 0,045 0,769 ns
HMS3 6 3,817 0,755 0,738 -0,023 0,702 ns
HMS6 6 @ 3,141 0,690 0,682 -0,013 0,628 ns
HMS7 7 3,999 0,724 0,750 0,035 0,719 ns
HTG4 5 1,491 0,341 0,329 -0,036 0,314 ns
HTG6 5 @ 2,797 0,687 0,642 -0,069 0,584 Hokok
HTG7 3 | 1,721 0423 0,419 -0,010 0,359 *ok
HTGI0 7 3,154 0,699 0,683 -0,023 0,640 ns
VHL20 9 5265 0,839 0,810 -0,036 0,785 ns
ASB2 9 5872 0,824 0,830 0,007 0,808 ns
ASB17 9 | 4,779 0,844 0,791 -0,068 0,762 ns
ASB23 7 @ 3,611 0,824 0,723 -0,140 0,682 ns
CA425 4 3,359 0,724 0,702 -0,031 0,647 ns
LEX3 8 5665 0477 0,823 0,421 0,802 ok

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skute¢nd heterozygotnost, He =
o¢ekavana heterozygotnost, F = fixaéni index, PIC = polymorfni informaéni obsah, ns=not significant, *
P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001

Vnitropopulaéni diverzita u plemene paint horse

n MS Na Ne Ho He F PIC ChiSq HW

327 AHT4 9 3804 0,714 0,737 0,031 0,690 ns
AHT5 7 3512 0716 07715 -0,001 0,672 ns
HMSI 7 2,695 0639 0,629 -0,016 0,574 ns
HMS2 9 4228 0,797 0,763 -0,043 0,733 ns
HMS3 7 5264 0,880 0,810 -0,086 0,783 3
HMS6 7 2,796 0,640 0,642 0,004 0,597 ok
HMS7 8 5073 0,788 0,803 0,018 0,773 ns
HTG4 7 3,194 0,701 0,687 -0,021 0,636 ns
HTG6 8 2985 0,659 0,665 0,009 0,608 ns
HTG7 5 2803 0623 0643 0,032 0,587 ns
HTGI10 10 5,126 0,870 0,805 -0,081 0,777 ok
VHL20 9 6209 0,860 0,839 -0,025 0,819 ns
ASB2 12 6,115 0825 0836 0,014 0816 ns
ASB17 15 5211 0,799 0,808 0,012 0,784 ns
ASB23 10 5319 0,922 0,812 -0,136 0,785 ns
CA425 11 2,752 0,645 0,637 -0,012 0,600 ok
LEX3 9 7,021 0457 0858 0467 0,842 ok

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skute¢na heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixa¢ni index, PIC = polymorfni informa¢ni obsah, ns=not significant, *
P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Vnitropopulaé¢ni diverzita u plemene appaloosa

n MS Na Ne Ho He
145 AHT4 9 3,831 0,781 0,739
AHTS5 8 3,683 0,749 0,729
HMS1 7 2,474 0,603 0,596
HMS2 9 4,144 0,774 0,759
HMS3 7 4,629 0,861 0,784
HMS6 6 3,366 0,784 = 0,703
HMS7 7 4,516 0,809 0,779
HTG4 7 2,833 0,689 0,647
HTG6 7 3,156 0,682 0,683
HTG7 5 3,326 0,681 0,699

HTGI10 10 5,859 0,878 0,829
VHL20 10 4,971 0,841 = 0,799
ASB2 11 5,845 0,878 0,829
ASB17 13 4,480 0,775 = 0,777
ASB23 8 5,473 0,964 0,817
CA425 7 2,944 0,675 0,66
LEX3 10 7,293 0,511 0,863

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel,

P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001

Vnitropopulacni diverzita u plemene quarter horse

n MS Na Ne Ho He F

418 AHT4 9 3,885 0,772 0,743 -0,04
AHTS 7 4,536 0,746 0,78 0,042
HMSI 7 2467 0,547 0,595 0,079
HMS2 8 4423 0,784 0,774 -0,013
HMS3 7 5,737 0,902 0,826 -0,092
HMS6 7 3,161 0,710 0,684 -0,039
HMS7 8 3,899 0,738 0,744 0,008
HTG4 6 2,892 0,655 0,654 -0,002
HTG6 8 3,409 0,715 0,707 -0,012
HTG7 5 3,057 0,585 0,673 0,131
HTGI0 10 5,824 0,835 0,828 -0,008
VHL20 9 5,427 0,785 0,816 0,038
ASB2 10 4,868 0,821 0,795 -0,033
ASB17 13 5,505 0,789 0,818 0,036
ASB23 8 5,270 0922 0,81 -0,138

CA425 10 3,341 0,705 0,701 -0,007
LEX3 8 5222 0,354 0,809 0,562

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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F
-0,057
-0,028
-0,012
-0,021
-0,098
-0,116
-0,039
-0,065
0,002
0,026
-0,058
-0,053
-0,059
0,003

-0,18
-0,023
0,408

PIC
0,698
0,688
0,534
0,724
0,751
0,661
0,746
0,605
0,622
0,649
0,807
0,770
0,808
0,752
0,792
0,625
0,848

ChiSq HW
ns
ns
keksk

ns
kk

ns
skksk

ns
skskok
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
skeskosk

Ho = skute¢na heterozygotnost, He =
ocekavand heterozygotnost, F = fixa¢ni index, PIC = polymorfni informaéni obsah, ns=not significant, *

PIC

0,703
0,748
0,543
0,742
0,802
0,634
0,710
0,621
0,653
0,619
0,807
0,790
0,767
0,797
0,784
0,676
0,786

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skute¢na heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixacni index, PIC = polymorfni informac¢ni obsah, ns=not significant,

ChiSq HW
ns
ns
ns

ns
sksksk

skoksk

ns

ns
ns

ns

ns

ns
kskosk

ns
kksk



Vnitropopulaé¢ni diverzita u plemene slovensky teplokrevnik

n MS
1659 AHT4
AHT5
HMS1
HMS?2
HMS3
HMS6
HMS7
HTG4
HTG6
HTG7

HTGI0
VHL20
ASB?2
ASB17
ASB23
CA425
LEX3

Na

o RN BN NN RS IR =

—_—
—

— o

—_
(9]

8
10
10

Ne
3,861
4,777
2,656
4,153
5,266
3,193
5,036
2,503
3,940
3,220

5,497
5,118
5,586
5,077
5,248
3,087
6,265

Ho
0,745
0,798
0,617
0,757
0,894
0,699
0,768
0,596

0,75
0,709
0,852

0,820
0,839
0,823
0,885
0,674
0,505

He
0,741
0,791
0,623
0,759
0,810
0,687
0,801
0,600
0,746
0,689

0,818
0,805
0,821
0,803
0,809
0,676
0,840

F
-0,006
-0,009
0,010
0,003
-0,103
-0,018
0,041
0,007
-0,005
-0,029
-0,042
-0,020
-0,022
-0,025
-0,093
0,003
0,399

PIC
0,696
0,759
0,554
0,724
0,784
0,646
0,773
0,520
0,703
0,630

0,795
0,778
0,798
0,777
0,782
0,640
0,821

ChiSq HW
ns
ns
ns

ns
skoksk

Ak

ns
skoksk

ns
skoksk

sksksk

skoksk
skoksk

skoksk
Hkkk

ns
*kkok

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skute¢na heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixacni index, PIC = polymorfni informac¢ni obsah, ns=not significant,

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001

Vnitropopulaéni diverzita u plemene ¢esky teplokrevnik

n MS
3489 AHT4
AHTS
HMS1
HMS?2
HMS3
HMS6
HMS7
HTG4
HTG6
HTG7
HTG10
VHL20
ASB2
ASB17
ASB23
CA425
LEX3

Na
10
8

RN

(o <Bie N BN

f—
[S—

7

12
10
13
15
13
11
11

Ne
3,800
4,784
2,580
4,003
5,344
3,155
4912
2,696
3,973
2,911
6,188
5,407
5,765
5,057
5,835
3,214
6,118

Ho
0,738
0,800
0,615
0,749
0,889
0,676
0,784
0,623
0,737
0,664
0,858
0,818
0,812
0,786
0,865
0,687
0,526

He
0,737
0,791
0,612
0,750
0,813
0,683
0,796
0,629
0,748
0,656
0,838
0,815
0,827
0,802
0,829
0,689
0,837

F
-0.001
-0.011
-0.005
0.001
-0.094
0.010
0.016
0.010
0.015
-0.012
-0.023
-0.004
0.017
0.020
-0.044
0.003
0.371

PIC
0,690
0,758
0,539
0,715
0,788
0,640
0,768
0,559
0,707
0,602
0,819
0,791
0,805
0,779
0,806
0,652
0,816

ChiSq HW
ns
ns

ns
kosksk

Hkk

ksksk

ns

ns
skoksk

Hksk
ns
kskosk
sksksk

ns
skooksk

ns
*okosk

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skutecnad heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixacni index, PIC = polymorfni informaéni obsah, ns=not significant,

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Vnitropopulaéni diverzita u plemene ¢eskomoravsky belgicky ki

n MS Na Ne Ho He F PIC ChiSq HW
111 AHT4 8 4,97 0,829 0,799 -0,038 0,771 ns
AHTS 7 3,809 0,741 0,737 -0,004 0,697 *x
HMSI 4 1,749 0,486 0,428 -0,136 0,380 ns
HMS2 8 3,302 0,734 0,697 -0,053 0,662 ns
HMS3 7 3,78 0,839 0,735 -0,141 0,702 ns
HMS6 5 3,25 0,739 0,692 -0,067 0,642 ns
HMS7 5 3,62 0,636 0,724 0,121 0,676 ns
HTG4 5 3,927 0,755 0,745 -0,012 0,699 ns
HTG6 4 1,454 0,333 0,312 -0,068 0,291 ns
HTG7 4 3,247 0,776 0,692 -0,121 0,643 ns
HTGI10 10 5,713 0,892 0,825 -0,081 0,805 ns
VHL20 9 4,716 0,793 0,788 -0,006 0,763 ok
ASB2 9 2,725 0,640 0,633 -0,010 0,590 oAk
ASB17 11 8,069 0,923 0,876 -0,054 0,864 ns
ASB23 5 3,567 0,771 0,720 -0,071 0,671 ns
CA425 8 3,549 0,731 0,718 -0,018 0,683 ns
LEX3 9 6,629 0,404 0,849 0,524 0,831 ok

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skutecnad heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixacni index, PIC = polymorfni informaéni obsah, ns=not significant,
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001

Vnitropopulacni diverzita u plemene fjord

n MS Na Ne Ho He F PIC ChiSq HW
193 AHT4 7 4,263 0,764 0,765 0,001 0,734 ns
AHTS 6 2,852 0,695 0,649 -0,07 0,584 ns
HMSI 6 4545 0,751 0,780 0,037 0,745 ns
HMS2 5 3,068 0,624 0,674 0,074 0,623 ns
HMS3 6 3,565 0,818 0,720 -0,137 0,684 *ox
HMS6 6 4,161 0,784 0,760 -0,032 0,724 ns
HMS7 6 2,287 0,511 0,563 0,092 0,504 ns
HTG4 5 3,201 0,788 0,688 -0,147 0,634 oAk
HTG6 6 1,114 0,095 0,102 0,067 0,100 otk
HTG7 4 2,340 0,624 0,573 -0,090 0,507 ns
HTGI10 9 4300 0,807 0,767 -0,052 0,730 ok
VHL20 8 3,088 0,702 0,676 -0,037 0,635 otk
ASB2 10 5,048 0,810 0,802 -0,009 0,779 *
ASB17 11 5,123 0,828 0,805 -0,029 0,780 otk
ASB23 9 4378 0901 0,772 -0,167 0,736 ok
CA425 6 2956 0,742 0,662 -0,121 0,595 ns
LEX3 8 5,53 0,551 0,819 0,327 0,795 otk

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skute¢nad heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixa¢ni index, PIC = polymorfni informac¢ni obsah, ns=not significant,
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Vnitropopulaéni diverzita u plemene huculsky ki

n MS Na Ne Ho He F PIC ChiSq HW
473 AHT4 11 6,399 0,838 0,844 0,007 0,825 ns
AHT5 7 5,000 0,774 0,800 0,033 0,772 ns
HMSI 7 2,742 0,599 0,635 0,058 0,599 ns
HMS2 9 4,618 0,787 0,783 -0,004 0,748 ns
HMS3 8 5,174 0,870 0,807 -0,079 0,779 ook
HMS6 6 3,147 0,710 0,682 -0,040 0,646 ns
HMS7 7 2,762 0,608 0,638 0,047 0,579 ns
HTG4 6 3,986 0,788 0,749 -0,051 0,706 ns
HTG6 8 2,241 0,539 0,554 0,027 0,518 ns
HTG7 5 2,554 0,588 0,608 0,034 0,530 ook
HTGI0 10 3,808 0,782 0,737 -0,061 0,713 *
VHL20 10 6,945 0,844 0,856 0,014 0,840 *
ASB2 10 4,651 0,803 0,785 -0,022 0,758 *ox
ASB17 14 5,802 0,764 0,828 0,077 0,808 otk
ASB23 10 5,593 0911 0,821 -0,110 0,798 ok
CA425 11 5,086 0,822 0,803 -0,023 0,777 ok
LEX3 9 4528 0,521 0,779 0,332 0,756 otk

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skutecnad heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixacni index, PIC = polymorfni informaéni obsah, ns=not significant,
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001

Vnitropopulaéni diverzita u plemene kiin Kinsky

n MS Na Ne Ho He F PIC ChiSq HW

95 AHT4 6 3,547 0,71 0,718 0,012 0,667 ns
AHTS 5 4,61 0,791 0,783 -0,01 0,748 ns
HMSI 5 2457 0,634 0,593 -0,07 0,516 ns
HMS2 6 3,301 0,753 0,697 -0,08 0,653 ns
HMS3 7 4,808 0,762 0,792 0,038 0,761 ns
HMS6 5 2,628 0,606 0,619 0,021 0,578 ns
HMS7 7 4,62 0,755 0,784 0,036 0,750 ns
HTG4 5 2,59 0,617 0,614 -0,005 0,538 ns
HTG6 7 3,205 0,66 0,688 0,041 0,645 ns
HTG7 4 2,588 0,631 0,614 -0,028 0,565 ns
HTGI0 9 4,775 0,815 0,789 -0,033 0,760 ns
VHL20 9 4,09 0,851 0,755 -0,127 0,714 ok
ASB2 9 3,804 0,72 0,737 0,023 0,703 ns
ASB17 10 6,357 0,899 0,843 -0,067 0,824 ns
ASB23 6 4,45 0,809 0,775 -0,043 0,741 ns
CA425 7 2,253 0,589 0,556 -0,059 0,532 ns
LEX3 9 4,57 0,489 0,781 0,374 0,751 otk

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skute¢na heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixacni index, PIC = polymorfni informac¢ni obsah, ns=not significant,
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Vnitropopulaéni diverzita u plemene shetlandsky pony

n MS Na Ne Ho He F PIC ChiSq HW

136 AHT4 7 3,462 0,721 0,711 -0,013 0,667 ns
AHTS 7 3,777 0,756 0,735 -0,028 0,706 ns

HMS1I 6 3,571 0,677 0,720 0,060 0,674 ook
HMS2 8 3,668 0,700 0,727 0,038 0,684 ns
HMS3 4 3,011 0,789 0,668 -0,181 0,613 ns
HMS6 7 3,439 0,721 0,709 -0,016 0,661 ns

HMS7 8 3,267 0,615 0,694 0,114 0,652 otk
HTG4 6 1,853 0,452 046 0,019 0,436 ns
HTG6 6 2,532 0,603 0,605 0,003 0,551 ns
HTG7 4 2,093 0,504 0,522 0,035 0,488 ns
HTGI10 10 4,466 0,805 0,776 -0,037 0,745 *
VHL20 10 4,043 0,743 0,753 0,013 0,713 ns
ASB2 7 4,500 0,806 0,778 -0,037 0,743 ns
ASB17 13 3,324 0,659 0,699 0,058 0,653 ns
ASB23 6 5,109 0,853 0,804 -0,061 0,777 ns
CA425 10 5,76 0,813 0,826 0,016 0,809 ns

LEX3 9 3,526 0,344 0,716 0,520 0,692 ok

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skutecnad heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixacni index, PIC = polymorfni informaéni obsah, ns=not significant,
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001

Vnitropopulacni diverzita u plemene slezsky norik

n MS Na Ne Ho He F PIC ChiSq HW

177 AHT4 8 4,880 0,800 0,795 -0,006 0,766 ns
AHTS 8 3,903 0,747 0,744 -0,004 0,711 ns
HMS!I 7 2,831 0,653 0,647 -0,01 0,581 ns
HMS2 8 3,634 0,756 0,725 -0,043 0,685 ns
HMS3 7 3,362 0,885 0,703 -0,259 0,668 *x
HMS6 6 3,160 0,688 0,684 -0,006 0,625 ns
HMS7 6 4,825 0,741 0,793 0,065 0,763 *
HTG4 6 2879 0,642 0,653 0,016 0,588 ns
HTG6 5 1,859 0443 0,462 0,041 0,416 ns
HTG7 4 3,303 0,738 0,697 -0,059 0,644 ns
HTGI0 9 2,869 0,682 0,651 -0,046 0,618 ns
VHL20 9 4,835 0,818 0,793 -0,032 0,770 ns
ASB2 8 4,135 0,868 0,758 -0,145 0,727 ns
ASB17 14 6,748 0,89 0,852 -0,044 0,835 ns
ASB23 6 4,297 0,848 0,767 -0,105 0,731 ns
CA425 6 3,143 0,717 0,682 -0,052 0,629 ns
LEX3 12 7,462 0,608 0,866 0,298 0,853 oAk

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skutecnad heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixacni index, PIC = polymorfni informaéni obsah, ns=not significant,
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Vnitropopulac¢ni diverzita u plemene starokladrubsky ki

n MS
280 AHT4
AHT5
HMS1
HMS?2
HMS3
HMS6
HMS7
HTG4
HTG6
HTG7
HTG10
VHL20
ASB2
ASBI17
ASB23
CA425
LEX3

Na

[© NN BENcRIN NV, AV, e Nl NEN o NE “SEe NN |

_
*® o

5
6

Ne
4,879
3,742
2,153
3,511
3,629
3,189
3,592
4,349
2,036
1,873
2,922
6,261
5,064
4,126
4,296
2,425
2,646

Ho
0,793
0,702
0,539
0,751
0,780
0,693
0,704
0,707
0,518
0,408
0,702
0,810
0,795
0,746
0,780
0,616
0,471

He
0,795
0,733
0,535
0,715
0,724
0,686
0,722
0,770
0,509
0,466
0,658
0,840
0,803
0,758
0,767
0,588
0,622

F
0,003
0,042
-0,007
-0,050
-0,077
-0,009
0,025
0,082
-0,018
0,125
-0,068
0,036
0,009
0,015
-0,017
-0,049
0,243

PIC
0,768
0,692
0,459
0,666
0,692
0,629
0,684
0,734
0,480
0,423
0,626
0,821
0,773
0,730
0,731
0,541
0,574

ChiSq HW
skksk
ns
ns
ns
ns

ns
sk

*

ns
skoksk

ns
sksksk

ns
Ak

ns
ks

*okok

n= pocet zvifat, Na = pocet alel, Ne = pocet efektivnich alel, Ho = skute¢na heterozygotnost, He =
ocekavana heterozygotnost, F = fixacni index, PIC = polymorfni informac¢ni obsah, ns=not significant,

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Piiloha ¢. 3 Vyuziti genotypi predikce zbarveni v plemenitbé u populace
koni Kinskych v CR

Jednim z cilti Slechtitelského programu koni Kinskych je dosdhnout ptevazujiciho
zbarveni isabela a plavak. Koné zapsani do hlavni plemenné knihy a plemenné knihy
barvy isabela a plavak mohou pouzivat pfidomek Kinsky.

Zbarveni koni isabela a plavak ovliviiuji geny ASIP, MCIR a MATP:

ASIP (lokus Agouti) — alela 4 omezuje ukladani ¢erného pigmentu, eumelaninu, do
okrajovych casti téla. Alela a, zplsobuje rovhomérné rozloZeni eumelaninu po téle.
MCIR (lokus Extension) — alela E tidi tvorbu ¢erného pigmentu, eumelaninu, a jeho
ukladani do chlupt. Alela e zptsobuje, ze chlupy obsahuji pouze Cerveny pigment,
pheomelanin.

MATP (lokus Cream) — alela C se podili na tvorb¢é pigmentl. Alela Cr zplsobuje, ze
chlupy 1 kiize obsahuji méné¢ pigmenti — tzv. zfedéni barvy.

V ramci disertace byla vypracovdana metodika predikce zbarveni u populace koni
Kinskych v CR. Je zaméFena na vyuZiti plemennych hiebctt KK pro ziskani potomki s
genotypy CCr v genu MATP (lokusu Cream). Tento genotyp je podminkou pro zbarveni
isabela (4-/aa,ee, CCr) a plavak (4-,E-,CCr).

Kombinace genotypti v genech ASIP, MCIR a MATP pro vysledny fenotyp zbarveni koné

Fenotyp zbarveni Genotyp zbarveni

MCIR ASIP MATP

Vranik EE nebo Ee aa cc

Hnédak EE nebo Ee AA nebo Aa cC

Ryzak ee AA, Aa nebo aa cc
Smoky black EE nebo Ee aa cCr
Plavak EE nebo Ee AA nebo Aa CCr
Isabela/Palomino ee AA, Aa nebo aa CCr
Smoky cream EFE nebo Ee aa CrCr
Perlino EE nebo Ee AA nebo Aa CrCr
Cremello ee AA, Aa nebo aa CrCr
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Priloha €. 4 Mutace v genu KIT podminujici depigmentaci u koni

Chromozom |Referen¢ni alela| Mutovana alela| Pozice v genu Plemeno
3 A C 5'-UTR QH,AP,IS, TR
3 T A intron 1 IS
3 A C exon 2 QH,AP
3 A C exon 2 QH
3 C G intron 2 white TB
3 TCTGC - exon 3 white TB
3 G T intron 3 QH
3 G A intron 3 AP,QH
3 T A exon 4 white TB
3 C T exon 5 white TB
3 G A intron 5 QH, AV, LW, QH145
3 - ATGAATGAA| intron 5 vSechna plemena
3 G C intron 5 ALH, AV
3 A C intron 6 AV, IS, LW, TB
3 GTTC - exon 7 white/spotted QH
3 T C exon 7 AV,ALH
3 C T intron 7 QH
3 T C exon 8 AV
3 C T intron 8 SW023
3 A G exon 10 AV
3 C T exon 12 HS
3 G A exon 12 CW
3 G A intron 12 APQH,TR
3 G A exon 13 QH
3 C T exon 13 white TB
3 T C intron 13 IS,.LW,TB
3 A C intron 13 QH
3 T C intron 13 AV, DR
3 C - intron 13 AV, IS, LW, TB
3 T A exon 14 JD
3 A G exon 14 JD
3 C T exon 14 |L,WP,QH, AP, ALH, NO, OT, GV, MG, CD, FM, IM, SII
3 T G exon 14 APIS,QH
3 G C exon 15 white FM
3 G A exon 15 DRO18, TB
3 C - exon 15 TB
3 C G intron 15 ALH,
3 C T intron 15 APIS,QH
3 12 bp - intron 15 QH
3 C T intron 15 AP,QH,TR,TB,OL,HN
3 C T intron 15 IS
3 C T exon 16 APQH,TR
3 T C intron 16 APQH,TR
3 T A intron 16 1S,QH
3 C A intron 16 AP,QH
3 A T intron 16 AP,QH
3 G - exon 17 1S074
3 54 bp - exon 17 TB
3 C G intron 17 QH (QHxPP)
3 T C intron 17 APQH,TR
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Chromozom |Referen¢ni alela| Mutovana alela| Pozice v genu Plemeno
3 T C intron 17 APQH, TR
3 T C intron 17 APQH, TR
3 T A exon 18 OL
3 G A exon 19
3 C T intron 19 SD
3 T C intron 19 IS,QH
3 G A exon 20 APJIS,QH, TR
3 T C exon 20 AV,IS,LW, TR
3 G C intron 20 APIS,QH, TR
3 C T exon 21 APIS,QH
3 C T 3'-flanking IS,QH
3 G A 3'-flanking ALH,AV,DR,IS,QH,WMP
3 C T 3'-flanking AV, WMP
3 G A 3°-flanking APJIS,QH, TR

ALH: Appaloosa

AP: American Painthorse, double registrations with QH
AS: American Standardbred

AV: Arabian Horse

CD: Clydesdale

CR: various European Warmbloods
CW: Camarillo White Horse

DR: German Riding Pony

DW: German Warmblood

FM: Franches-Montagnes

GV: Gipsy Vanner

HF: Haflinger

HN: Hanoverian

IM: Indian Marwari

IS: Icelandic Horse

JD: Japanese Draft

KS: Knabstrupper

LW: Lewitzer

MG: Morgan Horse

Hauswirth et al. (2013)
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Fenotypy zbarveni zapsané v plemenné knize hiebcii koni Kinskych a stanovené
genotypy zbarveni plemennych hi‘ebciit KK licentovanych pro pripoustéci sezénu
2011 (2012)

FENOTYP podle AL
HREBEC GENOTYP stanoveného _
ZBARVENI enotypu FENOTYP
g P zapsany v PK
718 MINERAL AA,ee, CCr isabela zlut'ak
2810 MISTRAL AA,ee, CCr isabela zlut'ak
1465 DRAK AA,ee, CCr isabela nenalezen
1159 SINUHET-K AA,ee, CCr isabela isabela
1244 CESARION KINSKY AA,ee, CCr isabela isabela
1464 MILAN Aa, ee, CCr isabela isabela
1245 SARKON KINSKY Aa, Ee, CCr plavak plavak
918 ALOIS Aa, Ee, CCr plavak zlaty plavak
1602 ASIO ZDELOVSKY Aa, Ee, CCr plavak plavak
296 ALMHIRT CHLUMECKY | aa, Ee, CCr | smokyblack | Sem¥ ryzdk, dle potomki
¢erny plavak
1463 DUBEL Aa, Ee, CrCr perlino pseudoalbin
1603 PRZEDSWIT CHAMIR AA,ee, CC ryzék nenalezen
1615 GIN FIZZ Ad,ee, CC ryzak ryzak
2712 TAARLO KUBISTA-2 AA,ee, CC ryzék ryzak
556 DAF ONDRAS Aa, Ee, CC hnédak hnédak
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VYUZITI JEDNOTLIVYCH HREBCU PRO PREDIKCI BAREV POTOMKU
NA ZAKLADE STANOVENYCH GENOTYPU ZBARVENI

Skupina hi‘ebcii s genotypem zbarveni — AA, ee, CCr

718 MINERAL
1465 DRAK
2810 MISTRAL
1159 SINUHET-K

1244 CESARION KINSKY

AA,ee, CCr

v lokusu Agouti homozygoti, v lokusu
Extension homozygoti, v lokusu Cream
heterozygoti

HREBCI

GENOTYP ZBARVENI

FENOTYP
podle uréeného genotypu isabela

VyuZziti této skupiny hiebci pro ziskani potomku zbarveni isabela (4-/aa, ee,CCr)
a plavak (4-, E-, CCr)

Nejvétsi pravdépodobnost narozeni “zlutého” potomka (50%) je pfipusténim vyse
uvedenych hiebct na klisny zbarveni ryzdk (4-/aa, ee, CC), hnédak (4-, E-, CC) a
vranik (aa, E-, CC) nebo isabela (4-/aa, ee, CCr), plavak (4-, E-, CCr) a smoky black
(aa, E-, CCr). Potomci budou z 50% “zluti” (CCr).

Pripousténi s klisnami zbarveni hnédak a vranik:

S hnédymi (4-, E-, CC) a vranymi (aa, E-, CC) klisnami daji z 50% hnédé nebo ryzé
potomky a z 50% “Zluté”.

Pro pfesnéjsi urceni zbarveni potomka (bude-li hnédak, ryzak, isabela nebo plavak) je
potieba znat genotyp zbarveni klisny.

Pripousténi s klisnami zbarveni ryzak:

S klisnami zbarveni ryzédk (4-/aa, ee, CC) daji z 50% ryzé (4A-/aa, ee, CC) potomky a z
50% potomky zbarveni isabela (4-/aa,ee, CCr)

Pripousténi s klisnami zbarveni plavak a smoky black:

S témito klisnami daji potomky z 50% ““Zluté”, dale z 25% cremello (4-, ee, CrCr) nebo
perlino (4-,E-, CrCr) a z 25% hnédé (4-, E-, CC) nebo ryzé (4-/aa, ee, CC). Pro
piesné€jsi urceni (odhad) zbarveni potomka je potfeba znat genotyp zbarveni klisny.
Piipousténi s klisnami zbarveni isabela:

S klisnami zbarveni isabela (4-/aa, ee,CCr) daji tito hiebci z 50% potomka zbarveni
isabela (4-/aa, ee,CCr), z 25% cremello (4-, ee, CrCr) a z 25% ryzého (4-/aa, ee, CC)
potomka.
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MOLEKULARNE GENETICKE ZDUVODNENI UVEDENYCH TYPU PRIPOUSTENI

Piipousténi s klisnami zbarveni hnédak

. KLISNA
HRE?EC HNEDAK o OMEf °/'; FENOTYP . °/:
s genotypem | genotypem mozné genotypy| genotypu enotypu
AA,Ee,NCr 50 plavak 50
AA, ee, CCr AAEE,CC AA,Ee,NN 50 hnédak 50
HREBEC KLISNA POTOMEK % %
HNEDAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem [ s genotypem genotypy
AA, ee, NCr 25 isabela 25
AA,Ee,NCr 25 lavak 25
AA, ee, CCr AA,Ee,CC P -
AA, ee, NN 25 ryzak 25
AA,Ee,NN 25 hnédak 25
HREBEC |KLISNA HNEDAK P?‘;rg‘:g'( % FENOTYP %
S genotypem S genotypem genotypy genotypu fenotypu
AA, ee, NCr 12,5 isabela 25
Aa, ee, NCr 12,5
AA,Ee,NCr 12,5 z
, =6, plavak 25
Aa, Ee, NCr 12,5
AA, ee, CCr Aa,Ee,CC AA, ee, NN 12,5 ryzak o5
Aa, ee, NN 12,5
AA,Ee,NN 12,5 hnédak o5
Aa, Ee, NN 12,5
Pripousténi s klisnami zbarveni vranik
= KLISNA POTOMEK
HREBEC p . . % %
s genotypem VRANIK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
Aa,Ee,CCr 50 plavak 50
AA, ee, CCr aa,EE,CC Aa,Ee,CC 50 hnédak 50
= KLISNA POTOMEK
HREBEC P Y . % %
s genotypem VRANIK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 25 isabela 25
Aa,Ee,CCr 25 plavak 25
AA, ee, CCr aa,Ee,CC Aa,Ee,CC 25 hnédak 25
Aa, ee, CC 25 ryzak 25
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Piipousténi s klisnami zbarveni ryzak

HREBEC |KLISNA RYZAK Pa;rcg“::'( % CENOTYP %
s genotypem | s genotypem e genotypu fenotypu
AA,ee,CCr 50 isabela 50
AA, ee, CCr | AAeeCC AA ee,CCr 50 ryzak 50
< KLISNA POTOMEK
HREBEC 2 % %
RYZAK mozné FENOTYP
s genotypem A e genotypu fenotypu
AA, ee, CCr 25 .
isabela 50
Aa, ee, CCr 25
AA, ee, CCr Aa, ee, CC AA ee, CC o5
ryzak 50
Aa, ee, CCr 25
HREBEC KLISNA RYZAK POTOMEK % %
s FENOTYP
s genotypem | s genotypem |mozné genotypy| genotypu fenotypu
Aa,ee,CCr 50 isabela 50
AA, ee, CCr aa,ee,CC Aa,ee,CCr 50 ryzéak 50
Pripousténi s klisnami zbarveni plavak
= KLISNA POTOMEK
HRE?EC PLAVAK mozné °/‘; FENOTYP . °/t°
s genotypem | genotypem genotypy genotypu ‘enotypu
AA, Ee, CCr 50 plavak 50
AA, ee, CCr AA, EE, CCr AA, Ee, CrCr 25 perlino 25
AA, Ee, CC 25 hnédak 25
> KLISNA POTOMEK
HREBEC E . - % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
AA, Ee, CCr 25 .
plavak 50
Aa, Ee, CCr 25
AA, Ee, CrCr 12,5 i o5
AA, ee, CCr Aa, EE, CCr Aa, Ee, CrCr 12,5 perine
AA, Ee, CC 12,5 .
hnédak 25
Aa, Ee, CCr 12,5
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> KLISNA POTOMEK
HREBEC 2 .y % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 25 isabela 25
AA, Ee, CCr 25 plavak 25
AA, ee, CrCr 12,5 cremello 12,5
AA, ee, CCr AA, Ee, CCr AA, Ee, CrCr 12,5 perlino 12,5
AA, ee, CC 12,5 ryzak 12,5
AA, Ee, CCr 12,5 hnédak 12,5
~ KLISNA POTOMEK
HREBEC 2 -y % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 12,5 isabela o5
Aa, ee, CCr 12,5
AA, Ee, CCr 12,5 g
plavak 25
Aa, Ee, CCr 12,5
AA, ee, CrCr 6,25
cremello 12,5
Aa, ee, CrCr 6,25
AA, ee, CCr Aa, Ee, CCr AA, Ee, CrCr 6,25
perlino 12,5
Aa, Ee,CrCr 6,25
AA, Ee, CC 6,25 _
hnédak 12,5
Aa, Ee, CC 6,25
AA’ ee, CC 6,25 A
ryzak 12,5
Aa, ee, CC 6,25
Pripousténi s klisnami zbarveni smoky black
~ KLISNA POTOMEK
HREBEC -y % %
s genotypem SMOKY BLACK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
Aa, Ee, CCr 50 plavak 50
AA. ee, CCr aa, EE, CCr Aa, Ee, CrCr 25 perlino 25
Aa, Ee, CC 25 hnédak 25
= KLISNA POTOMEK
HREBEC -y % %
s genotypem SMOKY BLACK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 25 isabela 25
Aa, Ee, CCr 25 plavak 25
Aa, ee, CrCr 12,5 cremello 12,5
AA, ee, CCr aa, Ee, CCr Aa, Ee, CrCr 12,5 perlino 12,5
Aa, Ee, CC 12,5 hnédak 12,5
Aa, ee, CC 12,5 ryzak 12,5
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Pripousténi s klisnami zbarveni isabela

= KLISNA POTOMEK
HREBEC . . % %
s genotypem ISABELA mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 50 isabela 50
AA. ee, CCr AA. ee, CCr AA, ee, CrCr 25 cremello 25
AA, ee, CC 25 ryzak 25
= KLISNA POTOMEK
HREBEC . . % %
s genotypem ISABELA mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 50 isabela 50
AA. ee, CCr aa, ee, CCr Aa, ee, CrCr 25 cremello 25
Aa, ee, CC 25 ryzak 25

Skupina hrebci s genotypem zbarveni — Aa, Ee, CCr

1245 SARKON KINSKY

HREBCI 918 ALOIS ’
1602 ASIO ZDELOVSKY
Aa, Ee, CCr

p v lokusu Agouti heterozygoti , v lokusu
GENOTYP ZBARVENI Extension heterozygoti, v lokusu Cream
heterozygoti
FENOTYP lavak
podle uréeného genotypu plava

VyuZziti této skupiny hiebci pro ziskani potomku zbarveni isabela (4-/aa, ee,CCr)
a plavak (4-, E-, CCr)

V potomstvu mozny vyskyt genotypl zbarveni oznac¢ené smoky black a smoky cream,
ktery neni v CR v popisu zbarveni kon& dopusud pouzivan. P¥ikladem zbarveni smoky
black (aa, E-, CCr) dle genotypu zbarveni je Almhirt Chlumecky. V PK je oznacen jako
tmavy ryzak nebo tmavy plavak.

Pro nejvyssi pocet narozenych potomkil se zbarvenim isabela (4-/aa, ee, CCr) a plavak
(4-, E-, CCr) doporucujeme piipoustét tyto hiebee s klisnami se zbarvenim ryzék (4-/
aa, E-, CC) , hnédadk (4-, E-, CC) aisabela (4-/aa, ee, CCr) nebo plavak (4-, E-, CCr).
Pro ptesnéjsi predikci zbarveni potomka je potfeba znat genotyp nejen hiebce, ale i
klisny.

Pripousténi s klisnami zbarveni ryzak:

S klisnami zbarveni ryzék (4-/aa, ee, CC) mohou dat potomky ryzé (4,-/aa, ee, CC),
hnédé (4-,E-,CC), vrané (aa, E-,CC), isabela (A-/aa, ee,CCr), plavdk (4-, E-, CCr) a
smoky black (aa, E-, CCr). Genotyp zbarveni klisny upfesni pocet moznych variant
zbarveni u potomk.
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Pripousténi s klisnami zbarveni hnédak:

S klisnami zbarveni hnéddk (4-, E-,CC) mohou dat také potomky Sesti barevnych
variant: ryz€ (4-,ee,CC), hnédé (4-,E-,CC), vrané (aa,E-,CC), isabela (4-/aa,ee,CCr),
plavak (A4-,E-,CCr) a smoky black (aa,E-, CCr). Pro ptesngjsi predikci zbarveni
potomka je opét potieba znat genotyp zbarveni klisny.

Pripousténi s klisnami zbarveni plavak:

S urcitymi genotypy klisen zbarveni plavak (4-,E-,CCr) mohou dat az devét variant
zbarveni potomki: ryzék (4-/aa,ee,CC), hnédak (4-,E-,CC), vranik (aa,E-,CC), isabela
(a-/aa,ee,CCr), plavak (4-,E-,CCr), smoky black (aa,E-,CCr), perlino (4-,E-,CrCr),
cremello (A-/aa,ee,CrCr) a smoky cream (aa,E-,CrCr). Budou-li pfichazet v tvahu u
potomkl vSechny tyto fenotypy zbarveni je zavislé na genotypu klisny. Napt. pfi
genotypu klisny 4A4,EE,CCr budou u potomkli mozné pouze tfi varianty zbarveni:
hnédak (4-,E-,CC), plavak (4-,E-,CCr) a perlino (4-,E-,CrCr).

Pripousténi s klisnami zbarveni isabela:

S klisnami zbarveni isabela (4-/aa,ee, CCr) mohou diat u potomki také az devét
zbarveni: ryzdk (A4-/aa,E-,CC), hnéddk (4-,E-,CC), vranik (aa,E-,CC), isabela (4-/
aa,ee,CCr), plavak (4-,E-,CCr), smoky black (aaE-,CCr), perlino (4-,E-,CrCr),
cremello (4-/aa,ee,CrCr) a smoky cream (aa,E-,CrCr). Budou-li pfichazet v tvahu u
potomkil vSechny tyto fenotypy zbarveni je zavislé na genotypu klisny. Napi. pfi
genotypu klisny 4A4,ee, CCr bude u potomkll moznych Sest variant zbarveni: hnédak
(4-,E-,CCO), ryzék (A-/aa,ee,CCr), plavak (A4-,E-,CCr), isabela (4-/aa,ee, CCr), cremello
(A-/aa,ee,CrCr) a perlino (4-,E-,CrCr).

Cetnost zbarveni potomkii hiebce 918 Alois vedenych v UEK:
Celkem 48 potomkd, z toho:
13x plavak, 11x isabela, 10x hnédak, 8x ryzdk, 1x tm. hnédak, 1x ¢. hnédak, 1x sv.

ryzak, 1x €. plavék, 1x sv. Isabela, 1x albin

MOLEKULARNE GENETICKE ZDUVODNENiI UVEDENYCH TYPU PRIPOUSTENI

Pripousténi s klisnami zbarveni ryzak

> KLISNA POTOMEK
HREBEC < -y % %
RYZAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
AA, ee, CCr 12,5 .
isabela 25
Aa, ee, CCr 12,5
AA,Ee,CCr 12,5 ;
plavak 25
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa,Ee, CCr AA, ee, CC AA, ee, CC 12,5
ryzak 25
Aa, ee, CC 12,5
AA,Ee,CC 12,5 .12
hnédak 25
Aa, Ee, CC 12,5
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- KLISNA POTOMEK
HREBEC z % %
RYZAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
AA, ee, CCr 6,25
Aa, ee, CCr 12,5 isabela 25
aa,ee,CCr 6,25
AA,Ee,CCr 6,25 :
plavak 18,75
Aa, Ee, CCr 12,5
AA, ee, CC 6,25
Aa,Ee, CCr Aa, ee, CC Aa, ee, CC 12,5 ryzak 25
aa, ee, CC 6,25
AA,Ee,CC 6,25 .
hnédak 18,75
Aa, Ee, CC 12,5
aa,Ee,CC 6,25 vranik
aa,Ee, CCr 6,25 smoky black
~ KLISNA POTOMEK
HREBEC Z % %
RYZAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
Aa, ee, CCr 12,5 .
isabela 25
aa, ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CCr 12,5 plavak 12,5
Aa, ee, CC 12,5 K o5
Aa,Ee, CCr aa, ee, CC aa, ee, CC 12,5 ryza
Aa, Ee, CC 12,5 hnédak 12,5
aa, Ee, CC 12,5 vranik 12,5
aa, Ee, CCr 12,5 smoky black 12,5
Piipousténi s klisnami zbarveni hnédak
~ KLISNA
HREBEC S POTOMEK % %
HNEDAK . FENOTYP
s genotypem s genotypem mozné genotypy| genotypu fenotypu
AA,ee,CCr 6,25 .
isabela 12,5
Aa,ee,CCr 6,25
AA EE,CCr 6,25
AA, Ee, CCr 12,5 3
plavak 37,5
Aa,EE,CCr 6,25
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CCr AAEe,CC AA EE,CC 6,25
AA, Ee, CC 12,5 "
hnédak 37,5
Aa,EE,CC 6,25
Aa, Ee, CC 12,5
AA,ee,CC 6,25 ,
ryzak 12,5
Aa,ee,CC 6,25
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KLISNA

HREBEC Sy POTOMEK % %
HNEDAK S FENOTYP
s genotypem s genotypem mozné genotypy| genotypu fenotypu
AAEE,CCr 6,25
AA, Ee, CCr 6,25 .
plavak 37,5
Aa,EE,CCr 12,5
Aa, Ee, CCr 12,5
AA,EE,CC 6,25
AA, Ee, CC 6,25 hnédak 375
Aa, Ee, CCr Aa,EE,CC Aa EE,CC 12,5 neaa ’
Aa, Ee, CC 12,5
aa,EE,CC 6,25 ,
vranik 12,5
aa,Ee,CC 6,25
aa,EE,CCr 6,25
smoky black 12,5
aa,Ee,CCr 6,25
- KLISNA POTOMEK
HREBEC L _y % %
s genotypem il LS mozne genotypu At fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 3,125
Aa, ee, CCr 6,25 isabela 12,5
aa,ee,CCr 3,125
AA,EE,CCr 3,125
AA, Ee, CCr 6,25 :
plavak 28,13
Aa,EE,CCr 6,25
Aa, Ee, CCr 12,5
AA,EE,CC 3,125
AA, Ee, CC 6,25 hnédak 28.13
Aa, Ee, CCr Aa,Ee,CC Aa,EE,CC 6,25 neda ’
Aa, Ee, CC 12,5
AA, ee, CC 3,125
Aa, ee, CC 6,25 ryzak 12,5
aa,ee,CC 3,125
aa,Ee,CC 6,25 .
vranik 9,38
aa,EE,CC 3,125
aa,EE,CCr 3,125
smoky black 9,38
aa,Ee,CCr 6,25
~ KLISNA POTOMEK o o
HREBEC | \NEDAK mozné % FENOTYP %
s genotypem genotypu fenotypu
S genotypem genotypy
AA,EE,CCr 12,5
AA, Ee, CCr 12,5 lavak 50
Aa,EE,CCr 12,5 plava
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CCr AAEE,CC AAEE,CC 12,5
AA, Ee, CC 12,5 hnédak 50
Aa,EE,CC 12,5 neda
Aa, Ee, CC 12,5
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Piipousténi s klisnami zbarveni plavak

~ KLISNA POTOMEK o o
. :;i?yiim PLAVAK mozné gen ;‘;ypu FENOTYP feno/;’ypu
S genotypem genotypy
AA, Ee, CCr 12,5
AA, EE, CCr 12,5 .
Aa, Ee, CCr 12,5 plavak 50
Aa, EE, CCr 12,5
AA, Ee, CrCr 6,25
AA, EE, CrCr 6,25 .
Aa, Ee, CCr | AA, EE, CCr [ Aa, Ee, Crer 6.25 perlino 25
Aa, EE, CrCr 6,25
AA, Ee, CC 6,25
AA, EE, CC 6,25 L
Aa, Ee, CC 6,25 hnedak 25
Aa, EE, CC 6,25
HREBEC KLISNA POTOMEK - -
s genotypem s gzl;nﬁ\xpl:m ggzzt;:y genotypu A fenotypu
AA, ee, CCr 3,125
Aa, ee, CCr 6,25 isabela 12,5
aa, ee, CCr 3,125
AA, Ee, CCr 6,25
AA, EE, CCr 3,125 plavak 28,13
Aa, Ee, CCr 125
Aa, EE, CCr 6,25
AA, ee, CrCr 1,562
Aa,ee, CrCr 3,125 cremelio 6,25
aa, ee, CrCr 1,562
AA, Ee, CrCr 3,125
AA, EE, CrCr 1,562 perlino 14,06
Aa, Ee, CrCr 6,25
Aa, Ee,CCr | Aa Ee, cor |22 EE CICT 3,125
AA, Ee, CC 3,125
AA, EE, CC 1,562 hnédak 14.06
Aa, Ee, CC 6,25
Aa, EE, CC 3,125
AA, ee, CC 1,562 )
Aa, ee, CC 3125 ryzak 6,25
aa, ee, CC 1,562
aa, Ee, CC 3,125 ,
vranik 4,69
aa, EE, CC 1,562
aa, Ee, CCr 6,25
smoky black 9,38
aa, EE, CCr 3,125
aa, Ee, CrCr 3,125
smoky cream 4,69
aa, EE, CrCr 1,562
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> KLISNA POTOMEK
HREBEC 2 -y % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 6,25 .
isabela 12,5
Aa, ee, CCr 6,25
AA, Ee, CCr 12,5
AA, EE, CCr 6,25 ;
plavak 37,5
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa, EE, CCr 6,25
AA, ee, CrCr 3,125
cremello 6,25
Aa, ee, CrCr 3,125
AA, Ee, CrCr 6,25
Aa, Ee, CCr | AA, Ee, CCr AA, EE, CrCr 3,125
perlino 18,75
Aa, Ee, CrCr 6,25
Aa, EE, CrCr 3,125
AA, Ee, CC 6,25
AA, EE, CC 3,125 "
hnédak 18,75
Aa, Ee, CC 6,25
Aa, EE, CC 3,125
AA, ee, CC 3,125 )
ryzak 6,25
Aa, ee, CC 3,125
~ KLISNA POTOMEK
HREBEC - .y % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, Ee, CCr 6,25
AA, EE, CCr 6,25 .
plavak 37,5
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa, EE, CCr 12,5
AA, Ee, CrCr 3,125
AA, EE, CrCr 3,125 .
perlino 18,75
Aa, Ee, CrCr 6,25
Aa, EE, CrCr 6,25
AA, Ee, CC 3,125
Aa, Ee, CCr Aa, EE, CCr AA, EE, CC 3,125
hnédak 18,75
Aa, Ee, CC 6,25
Aa, EE, CC 6,25
aa, Ee, CC 3,125 i
vranik 6,25
aa, EE, CC 3,125
aa, Ee, CCr 6,25
smoky black 12,5
aa, EE, CCr 6,25
aa, Ee, CrCr 3,125
smoky cream 6,25
aa, EE, CrCr 3,125
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Pripousténi s klisnami zbarveni isabela

~ KLISNA POTOMEK
HREBEC % %
ISABELA mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
AA, ee, CCr 12,5 .
isabela 25
Aa, ee, CCr 12,5
AA, Ee, CCr 12,5 ;
plavak 25
Aa, Ee, CCr 12,5
AA, ee, CrCr 6,25
cremello 12,5
Aa, ee, CrCr 6,25
Aa, Ee, CCr AA, ee, CCr AA, Ee, CrCr 6,25
perlino 12,5
Aa, Ee, CrCr 6,25
AA, ee, CC 6,25 i
ryzak 12,5
Aa, ee, CC 6,25
AA, Ee, CC 6,25 .,
hnédak 12,5
Aa, Ee, CC 6,25
~ KLISNA POTOMEK
HREBEC -y % %
s genotypem ISABELA mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
aa, ee, CCr 12,5 .
isabela 25
Aa, ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CCr 12,5 plavak 12,5
aa, ee, CrCr 6,25
cremello 12,5
Aa, ee, CrCr 6,25
Aa, Ee, CrCr 6,25 perlino 6,25
Aa, Ee, CCr aa, ee, CCr aa, ee, CC 6,25
ryzak 12,5
Aa, ee, CC 6,25
Aa, Ee, CC 6,25 hnédak 6,25
aa, Ee, CC 6,25 vranik 6,25
aa, Ee, CCr 12,5 smoky black 12,5
aa, Ee, CrCr 6,25 smoky cream 6,25

116




= KLISNA POTOMEK o o
s :eﬁ?yii m ISABELA mozné gen é‘t’y pu FENOTYP fen o/:y ou
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 6,25
Aa, ee, CCr 12,5 isabela 25
aa, ee, CCr 6,25
AA, Ee, CCr 6,25 .
plavak 18,75
Aa, Ee, CCr 12,5
AA, ee, CrCr 3,125
Aa, ee, CrCr 6,25 cremello 12,5
aa, ee, CrCr 3,125
AA, Ee, CrCr 3,125 .
Aa, Ee, CCr Aa, ee, CCr Aa, Ee, CrCr 6,25 perlino 9,38
AA, ee, CC 3,125
Aa, ee, CC 6,25 ryzak 12,5
aa, ee, CC 3,125
AA, Ee, CC 3,125 -
hnédak 9,38
Aa, Ee, CC 6,25
aa, Ee, CC 3,13 vranik 3,13
aa, Ee, CCr 6,25 smoky black 6,25
aa, Ee, CrCr 3,13 smoky cream 3,13

Skupina hrebcii s genotypem zbarveni— A4A4, ee, CC

1603 PRZEDSWIT CHAMIR
HREBCI 1615 GIN FIZZ
2712 TAARLO KUBISTA-2
AA,ee,CC
‘ v lokusu Agouti homozygoti, v lokusu
Sl s Extension homozygoti, v lokusu Cream
homozygoti
FENOTYP
podle uréeného genotypu ryzak

VyuZziti této skupiny hiebcii pro ziskani potmki zbarveni isabela (4-/aa, ee,CCr) a

plavak (4-, E-, CCr)

Po téchto hiebcich je moZzné ocekavat “Zluté” potomky (50%) z ptipusténi s klisnami
zbarveni isabela (4-/aa,ee, CCr), plavak (4-,E-,CCr), cremello (A-/aa,ee,CrCr) perlino
(4-,E-,CrCr) a smoky cream (aa,E-,CrCr). Pro potomky zbarveni isabela doporuc¢ujeme

pripoustét s isabelami (4-/aa,ee, CCr).

Maximalni — 100% — pocet “Zlutych” potomkl bude z pfipusténi vySe jmenovanych
hiebctt s klisnami zbarveni cremello (4-/aa,ee,CrCr), perlino (4-,E-,CrCr) a smoky
cream (aa,E-,CrCr). U ptipousténi s klisnami cremello (4-/aa,ee, CrCr) budou vSichni

potomci zbraveni isabela (4-/aa,ee, CCr).
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Pripousténi s klisnami zbarveni isabela (4-/aa,ee,CCr):

S klisnami zbarveni isabela (4-/aa,ee, CCr) daji hiebci potomky se zbarvenim isabela
(A-,ee,CCr) (50%) a ryzak (4-,ee, CC) (50%).

Pripousténi s klisnami zbarveni plavak (4-,E-,CCr):

S témito klisnami daji potomky z 50% “Zluté”, z 50% hnédé (4-,E-,CC) nebo ryzé (4-/
aa,ee,CC). Pro konkrétnéjsi urceni (odhad) zbarveni potomka (bude-li isabela, plavak)
je potieba znat genotyp zbarveni klisny.

Piipousténi s klisnami zbarveni cremello (4-/aa,ee,CrCr):

S témito klisnami daji hiebci vzdy potomka zbarveni isabela (4-/aa,ee, CCr).
Piipousténi s klisnami zbarveni perlino (4-,E-,CrCr) a smoky cream (aa,E-,CrCr):

S klisnami se zbarvenim perlino (4-,E-,CrCr) a smoky cream (aa,E-,CrCr) daji hiebci
vzdy “Zlutého” potomka. Pro odhad, zda je mozné ocekavat isabelu nebo plavaka je
nutny genotyp klisny.

MOLEKULARNE GENETICKE ZDUVODNENI UVEDENYCH TYPU PRIPOUSTENI

Pripousténi s klisnami zbarveni isabela

- KLISNA POTOMEK o o
s : el::ii?yiim ISABELA mozné gen cf;ypu FENOTYP fen o/typu
s genotypem genotypy
AA, ee, CCr 50 isabela 50
AA, ee, CC AA, ee, CCr AA, ee, CC 50 ryzak 50
- KLISNA POTOMEK o o
s :;E?yii m ISABELA mozné gen ;‘;y ou FENOTYP fen o/:y ou
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 25 isabela 50
Aa, ee, CCr 25 isabela
AA, ee, CC Aa, ee, CCr AA, ee, CC 25 ryzak 50
Aa, ee, CC 25 ryzak
- KLISNA POTOMEK o o
s :;i?yii m ISABELA mozné gen ;‘;y pu FENOTYP fen o/:y pu
S genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 50 isabela 50
AA, ee, CC aa, ee, CCr Aa, ee, CC 50 ryzak 50
Pripousténi s klisnami zbarveni plavak
- KLISNA POTOMEK o o
s :;i?yii m PLAVAK mozné gen ;‘;y pu FENOTYP fen o/:y pu
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 25 isabela 25
AA, Ee, CCr 25 plavak 25
AA, ee, CC AA, Ee, CCr AA, Ee, CC 25 hnédak 25
AA, ee, CC 25 ryzak 25
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~ KLISNA POTOMEK
HREBEC < % %
PLAVAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
AA, Ee, CCr 25 p
plavak 50
Aa, Ee, CCr 25
AA, ee, CC Aa, EE, CCr AA, Ee, CC 25
hnédak 50
Aa, Ee, CC 25
= KLISNA POTOMEK
HREBEC < % %
PLAVAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
AA, ee, CCr 12,5 .
isabela 25
Aa, ee, CCr 12,5
AA, Ee, CCr 12,5 ,
plavak 25
Aa, Ee, CCr 12,5
AA, ee, CC Aa, Ee, CCr AA, Ee, CC 12,5
hnédak 25
Aa, Ee, CC 12,5
AA, ee, CC 12,5 )
ryzak 25
Aa, ee, CC 12,5
Pripousténi s klisnami zbarveni cremello
2 KLISNA POTOMEK
HREBEC oy % %
s genotypem CREMELLO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CC AA, ee, CrCr AA, ee, CCr 100 isabela 100
= KLISNA POTOMEK
HREBEC . - % %
s genotypem CREMELLO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
AA, ee, CCr 50 lsabel 100
AA, ee, CC Aa, ee, CrCr Aa, ee, CCr 50 \sabeta
= KLISNA POTOMEK
HREBEC oy % %
s genotypem CREMELLO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CC aa, ee, CrCr Aa, ee, CCr 100 isabela 100
Pripousténi s klisnami zbarveni perlino
= KLISNA POTOMEK
HREBEC . . % %
s genotypem PERLINO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
AA, ee, CC AA, EE, CrCr AA, Ee, CCr 100 plavak 100
= KLISNA POTOMEK
HREBEC . . % %
s genotypem PERLINO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
AA, ee, CCr 50 isabela 50
AA, ee, CC | AA, Ee, CrCr | AA Ee, CCr 50 plavak 50
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- KLISNA POTOMEK
HREBEC % %
PERLINO mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
AA, Ee, CCr 50 lavak 100
AA, ee, CC Aa, EE, CrCr Aa, Ee, CCr 50 plava
HREBEC KLISNA POTOMEK % %
s genotypem PERLINO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 25 .
isabela 50
Aa, ee, CCr 25
AA, ee, CC Aa, Ee, CrCr AA, Ee, CCr 25
plavak 50
Aa, Ee, CCr 25
Pripousténi s klisnami zbarveni smoky black
= KLISNA POTOMEK
HREBEC ny % %
s genotypem SMOKEY CREAM mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CC aa, EE, CrCr Aa, Ee, CCr 100 plavak 100
= KLISNA
HREBEC POTOMEK % %
SMOKEY CREAM o FENOTYP
s genotypem s genotypem mozné genotypy| genotypu fenotypu
Aa, ee, CCr 50 isabela 50
AA, ee, NN aa, Ee, CrCr -
Aa, Ee, CCr 50 plavak 50

Hiebec s genotypem zbarveni — Aa, Ee, CC

HREBEC 556 DAF ONDRAS
Aa,Ee, CC
p v lokusu Agouti heterozygot, v lokusu
bl Azl Extension gF]1eterozygot, )\I/glokusu Cream
homozygot
FENOTYP hnédak
podle uréeného genotypu

VyuZiti hiebce 556 DAF ONDRAS pro ziskani potomkii zbarveni isabela (4-/aa,
ee,CCr) aplavak (4-, E-, CCr)

Pro potomky “Zlutého” zbarveni je vhodné ptipousténi s klisnami se zbarvenim isabela
(A-/aa, ee,CCr), plavak (4-, E-, CCr), cremello (4-/aa,ee,CrCr) a perlino (4-,E-,CrCr).
Pro urceni, jakého konkrétniho zbarveni potomek muze byt je nutné znat genotyp
klisny. Klisny s genotypem (A4-/aa,E-,Cr-) mohou dat s timto hfebcem i potomky

zbarveni oznaCované smoky black (aa,E-,CCr).
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Nejvyssi pocet potomkil zbarvenych “Zluté” bude z ptipusténi hifebce Daf Ondras s
klisnami zbarveni cremello (4-/aa,ee, CrCr).

Pripousténi s klisnami zbarveni isabela (4-/aa,ee, CCr):

S klisnami zbarveni isabela (4-/aa,ee, CCr) da hiebec Daf Ondras (Aa,Ee, CC) potomky
z 50% se zbarvenim isabela (4-/aa,ee,CCr), plavak (4-,E-,CCr) nebo smoky black
(aa,E-,CCr) a z 50% potomky se zbarvenim ryzak (4-/aa,ee, CC), hnédak (4-,E-,CC)
nebo vranik (aa,E-,CC). S uréitym genotypem zbarveni klisny isabela (44,ee, CCr) da
pouze isabely (4-,ee, CCr) nebo plavaky (4-,E-,CCr) (50%) a hnédaky (4-,E-,CC) nebo
ryzaky (A4-,ee, CC) (50%).

Pripousténi s klisnami zbarveni plavak (4-,E-,CCr):

S témito klisnami muze dat potomky isabely (4-/aa,ee,CCr), plavdky (4-,E-,CCr) ,
smoky black (aa,E-,CCr), hnédé (4-,E-,CC), vrané (aa,E-,CC) i ryzé (A-/aa,ee,CC). Pro
konkrétnéjsi ur€eni zbarveni potomka je potieba znat genotyp zbarveni klisny.

Genotyp klisny ovlivni, kolik barevnych variant bude mozné oc¢ekavat v potomstvu. S
klisnou genotypu 4a, Ee, CCr mize byt u potomkil Sest barevnych variant: hnédak
(4-,E-,CO), ryzék (A-/aa,ee,CC), vranik (aa,E-,CC), plavak (4-,E-.CCr), isabela (4-/
aa,ee,CCr), smoky black (aa,E-,CCr). S klisnou genotypu 44, EE, CCr jsou u potomk
mozné pouze 2 varianty: hnédak (4-,E-,CC), plavak (4-,E-,CCr).

Pripousténi s klisnami zbarveni cremello (4-/aa,ee,CrCr):

S témito klisnami muze Daf Ondras dat potomky zbarveni isabela (4-/aa,ee, CCr),
plavak (4-,E-,CCr) a smoky black (aa,E-,CCr). Bude-li se v potomstvu vyskytovat
pouze isabela nebo plavak a nebo 1 zbarveni smoky black je zavislé na genotypu klisny.

Pripousténi s klisnami zbarveni perlino (4-,E-,CrCr):

Ptipousténim hiebce (4-,E-,CC) s klisnami perlino (4-,E-,CrCr) se budou v potomstvu
vyskytovat zbarveni isabela (A-/aa,ee,CCr), plavak (4-,E-,CCr) a smoky black
(aa,E-,CCr). Na genotypu klisny zavisi, zda se bude v potomstvu objevovat pouze

plavak, nebo isabela a plavak, nebo isabela, plavak a smoky black.

Skuteény pomér zbarveni potomstva 556 Daf Ondras v populaci klisen CT a CT-

KK zapsanych v PK: hnédky 46,6%
ryzKy 26,6%
isabely 13,3%

plavak a vranik  6,6%

Cetnost zbarveni potomkii hiebce 556 Daf Ondras vedenych v UEK:
Celkem 88 potomk, z toho:
28x hnédak, 21x ryzék 21, 12x isabela, 8x tm. hnédak, 6x plavak, 2x ¢. hnédak, 2x tm.

isabela, 2x vranik, 1x sv. hnédéak, 1x tm. plavak, 1x smis. bél., 1x ¢rv. bél.
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MOLEKULARNE GENETICKE ZDUVODNENI UVEDENYCH TYPU PRIPOUSTENI

Pripousténi s klisnami zbarveni isabela

> KLISNA POTOMEK
HREBEC % %
ISABELA mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
AA, ee, CCr 12,5 .
isabela 25
Aa, ee, CCr 12,5
AA, Ee, CCr 12,5 ;
plavak 25
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CC AA, ee, CCr AA, ee, CC 12,5
ryzak 25
Aa, ee, CC 12,5
AA, Ee, CC 12,5 _—
hnédak 25
Aa, Ee, CC 12,5
~ KLISNA POTOMEK
HREBEC -y % %
s genotypem ISABELA mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 12,5 .
isabela 25
aa, ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CCr 12,5 plavak 12,5
Aa, ee, CC 12,5 " o5
Aa, Ee, CC aa, ee, CCr aa, ee, CC 12,5 ryzd
Aa, Ee, CC 12,5 hnédak 12,5
aa, Ee, CC 12,5 vranik 12,5
aa, Ee, CCr 12,5 smoky black 12,5
> KLISNA POTOMEK
HREBEC - % %
s genotypem ISABELA mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 6,25
Aa, ee, CCr 12,5 isabela 25
aa, ee, CCr 6,25
AA, Ee, CCr 6,25 B}
plavak 18,75
Aa, Ee, CCr 12,5
AA, ee, CC 6,25
Aa, Ee, CC Aa, ee, CCr Aa, ee, CC 12,5 ryzak 25
aa, ee, CC 6,25
AA, Ee, CC 6,25 -
hnédak 18,75
Aa, Ee, CC 12,5
aa, Ee, CC 6,25 vranik 6,25
aa, Ee, CCr 6,25 smoky black 6,25
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Piipousténi s klisnami zbarveni plavak

> KLISNA POTOMEK
HREBEC 2 -y % %
s genotypem AN mozne genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, EE, CCr 12,5
Aa, EE, CCr 12,5 ;
plavak 50
AA, Ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CC AA, EE, CCr AA, EE, CC 12,5
Aa, EE, CC 12,5 -
hnédak 50
AA, Ee, CC 12,5
Aa, Ee, CC 12,5
= KLISNA POTOMEK
HREBEC 7 -y % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
AA, EE, CCr 6,25
Aa, EE, CCr 12,5 z
plavak 37,5
AA, Ee, CCr 6,25
Aa, Ee, CCr 12,5
AA, EE, CC 6,25
Aa, EE, CC 12,5 hnédak 375
Aa, Ee,CC | Aa, EE, CCr AA. Ee, CC 6.05 neca :
Aa, Ee, CC 12,5
aa, EE, CC 6,25 ,
vranik 12,5
aa, Ee, CC 6,25
aa, EE, CCr 6,25
smoky black 12,5
aa, Ee, CCr 6,25
> KLISNA POTOMEK
HREBEC z -y % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
AA, ee, CCr 6,25 .
isabela 12,5
Aa, ee, CCr 6,25
AA, EE, CCr 6,25
Aa, EE, CCr 6,25 ;
plavak 37,5
AA, Ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CC AA, Ee, CCr AA, EE, CC 6,25
Aa, EE, CC 6,25 -
hnédak 37,5
AA, Ee, CC 12,5
Aa, Ee, CC 12,5
AA, ee, CC 6,25 .
ryzak 12,5
Aa, ee, CC 6,25
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~ KLISNA POTOMEK
HREBEC E Y . % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, ee, CCr 3,125
Aa, ee, CCr 6,25 isabela 12,5
aa, ee, CCr 3,125
AA, EE, CCr 3,125
Aa, EE, CCr 6,25 ;
plavak 28,13
AA, Ee, CCr 6,25
Aa, Ee, CCr 12,5
AA, EE, CC 3,125
Aa, EE, CC 6,25 hnédak 28.13
Aa, Ee, CC Aa, Ee, CCr AA, Ee, CC 6,25 neda ’
Aa, Ee, CC 12,5
AA, ee, CC 3,125
Aa, ee, CC 6,25 ryzak 12,5
aa, ee, CC 3,125
aa, EE, CC 3,125 .
vranik 9,38
aa, Ee, CC 6,25
aa, EE, CCr 3,125
smoky black 9,38
aa, Ee, CCr 6,25
Pripousténi s klisnami zbarveni cremello
~ KLISNA POTOMEK
HREBEC Y . % %
s genotypem CREMELLO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
AA, ee, CCr 25 .
isabela 50
Aa, ee, CCr 25
Aa, Ee, CC AA, ee, CrCr AA,Ee, CCr 25
plavak 50
Aa, Ee, CCr 25
~ KLISNA POTOMEK
HREBEC Y . % %
s genotypem CREMELLO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
AA, ee, CCr 12,5
Aa, ee, CCr 25 isabela 50
aa, ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CC Aa, ee, CrCr AA, Ee, CCr 12,5
plavak 37,5
Aa, Ee, CCr 25
aa, Ee, CCr 12,5 smoky black 12,5
> KLISNA POTOMEK
HREBEC .y % %
s genotypem CREMELLO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 25 .
isabela 50
aa,ee,CCr 25
Aa, Ee, CC aa, ee, CrCr Aa, Ee, CCr 25 plavak 25
aa,Ee,CCr 25 smoky black 25
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Piipousténi s klisnami zbarveni perlino

x KLISNA POTOMEK
HREBEC . - % %
s genotypem PERLINO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
AA, Ee, CCr 25
Aa, Ee, CCr 25 lavak 100
Aa, Ee, CC AA, EE, CrCr AA, EE, CCr 25 P
Aa, EE, CCr 25
- KLISNA POTOMEK
HREBEC % %
PERLINO mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
AA, EE, CCr 12,5
AA, Ee, CCr 25 P
plavak 75
Aa, EE, CCr 12,5
Aa, Ee, CC AA, Ee, CrCr Aa, Ee, CCr 25
AA, ee, CCr 12,5 .
isabela 25
Aa, ee, CCr 12,5
= KLISNA POTOMEK
HREBEC -y % %
s genotypem PERLINO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
AA, EE, CCr 12,5
AA, Ee, CCr 12,5 ;
plavak 75
Aa, EE, CCr 25
Aa, Ee, CC Aa, EE, CrCr Aa, Ee, CCr 25
aa, EE, CCr 12,5
smoky black 25
aa, Ee, CCr 12,5
= KLISNA POTOMEK
HREBEC - % %
s genotypem PERLINO mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
AA, EE, CCr 6,25
AA, Ee, CCr 12,5 p
plavak 56,25
Aa, EE, CCr 12,5
Aa, Ee, CCr 25
Aa, Ee, CC Aa, Ee, CrCr AA, ee, CCr 6.25
Aa, ee, CCr 12,5 isabela 25
aa, ee, CCr 6,25
aa, EE, CCr 6,25
smoky black 18,75
aa, Ee, CCr 12,5
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Hiebec s genotypem zbarveni — aa, Ee, CCr

HREBEC 296 ALMHIRT CHLUMECKY
aa,Ee, CCr
: v lokusu Agouti homozygot, v lokusu
GENOTYP ZBARVENI Extension S?mterozygot,y 3 lokusu Cream
heterozygot
FENOTYP
podle uréeného genotypu smoky black

VyuZiti hi‘ebce 296 ALMHIRT CHLUMECKY pro ziskani potomki zbarveni —
isabela (4-/aa, ee,CCr) a plavak (4-, E-, CCr)

Pro narozeni “Zlutého” potomka doporucujeme piipoustét Almhirta Chlumeckého s
klisnami se zbarvenim ryzak (A4-/aa,ee,CC), hnédak (4-,E-,CC), isabela (4-/aa,ee, CCr)
a plavak (4-,E-,CCr). Potomci budou z 50% “Zluti” (CCr). Opét se po tomto hiebci
bude v potomstvu pii pfipuSténi s klisnami urcitého genotypu objevovat zbarveni
smoky black (aa,E-,CCr) a smoky cream (aa,E-,CrCr).

Pfi ptipousténi s klisnami isabela (4-/aa,ee,CCr) a plavak (4-,E-,CCr) se bude v
potomstvu z 25% objevovat zbarveni perlino (4-,E-,CrCr), cremello (4-/aa,ee, CrCr)
nebo smoky cream (aa, E-, CrCr).

Pripousténi s klisnami zbarveni hnédak (4-,E-,CC):

S témito klisnami muze dat hiebec potomstvo zbarveni: hnédak (A4a,E-,CC), ryzak
(Aa,ee,CC), vranik (aa,E-,CC), plavédk (Aa,E-,CCr), isabela (4a,ee, CCr) a smoky black
(aa,E-,CCr). Konkrétngjsi predikce zbarveni potomka je zavisla na genotypu klisny.
Naptiklad s klisnou genotypu AA4,EE,CC da hiebec pouze hnéddka (4a,E-,CC) nebo
plavaka (4a,E-,CCr) v pméru 1:1.

Pripousténi s klisnami zbarveni ryzak (4-/aa, ee, CC):

S klisnami zbarveni ryzak (4-/aa, ee, CC) se budou v potomstvu vyskytovat zbarveni:
ryzak (A-/aa,ee,CC), hnédak (4a,E-,CC), vranik (aa,E-,CC), isabela (4A-/aa,ee,CCr),
plavak (Aa, E-,CCr) a smoky black (aa,E-,CCr). Pfesnéjsi ureni zbarveni potomka je
ovlivnéno genotypem klisny. Klisna genotypu 44,ee, CC d4 s Almhirtem Chkumeckym
potomky zbarveni isabela (4a,ee, CCr), plavdk (Aa,Ee,CCr) (50%) a ryzék (Aa,ee,CC),
hnédak (4a,Ee,CC) (50%).

Piipousténi s klisnami zbarveni plavak (4-,E-,CCr):

Po pfipousténi s klisnami plavak (4-,E-,CCr) se budou v potomstvu vyskytovat tyto
genotypy v genu MATP (lokus Cream) 25% CC, 50% CCr a 25% CrCr. Budou-li se v
potomstvu objevovat zbarveni smoky black (aa, E-,CCr) a smoky cream (aa,E-,CrCr) je
zavislé na konkrétnim genotypu klisny.

Pripousténi s klisnami zbarveni isabela (4-/aa,ee,CCr):

Po ptipousténi s klisnami isabela (4-/aa,ee,CCr) se budou v potomstvu vyskytovat
genotypy v genu MATP (lokus Cream) 25% CC, 50% CCr a 25% CrCr. Zbarveni

smoky black (aa,E-,CCr) a smoky cream (aa, E-,CrCr) se budou v potomstvu objevovat

126



s menSi pravdépodobnosti nez pii ptipousténi klisnami zbarveni plavak (4-,E-,CCr). U
nékterych genotypl klisen isabela (44,ee, CCr) se v potomstvu zbarveni smoky black
(aa,E-,CCr) a smoky cream (aa, E-,CrCr) vyskytovat nebude.

MOLEKULARNE GENETICKE ZDUVODNENI UVEDENYCH TYPU PRIPOUSTENI

Pripousténi s klisnami zbarveni hnédak

= KLISNA POTOMEK
HREBEC o _y % %
s genotypem HNEDAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
Aa,EE,CCr 25 .
plavak 50
Aa, Ee, CCr 25
aa, Ee, CCr AAEE,CC Aa,EE,CC 25
hnédak 50
Aa, Ee, CC 25
= KLISNA
HREBEC S POTOMEK % %
HNEDAK . FENOTYP
s genotypem s genotypem mozné genotypy| genotypu fenotypu
Aa,EE,CCr 12,5 ;
plavak 25
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa,EE,CC 12,5 . s
hnédak 25
Aa, Ee, CC 12,5
aa, Ee, CCr Aa,EE,CC aa,EE,CC 12,5
vranik 25
aa, Ee, CC 12,5
aa,EE,CCr 12,5
smoky black 25
aa, Ee, CCr 12,5
- KLISNA POTOMEK
HREBEC S -y % %
s genotypem nly) LA mozne genotypu Azt fenotypu
S genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 12,5 isabela 12,5
Aa,EE,CCr 12,5 ;
plavak 37,5
Aa, Ee, CCr 25
aa, Ee, CCr AA,Ee,CC Aa,EE,CC 12,5
hnédak 37,5
Aa, Ee, CC 25
Aa, ee, CC 12,5 ryzak 12,5

127




KLISNA

HREBEC = POTOMEK % %
HNEDAK _y FENOTYP
s genotypem s genotypem mozné genotypy| genotypu fenotypu
Aa, ee, CCr 6,25 .
isabela 12,5
aa, ee, CCr 6,25
Aa,EE,CCr 6,25 .,
plavak 18,75
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa,EE,CC 6,25 Y s
hnédak 18,75
Aa, Ee, CC 12,5
aa, Ee, CCr Aa,Ee,CC Aa, ee, CC 6,25
ryzak 12,5
aa, ee, CC 6,25
aa,EE,CC 6,25 ,
vranik 18,75
aa, Ee,CC 12,5
aa,EE,CCr 6,25
smoky black 18,75
aa, Ee, CCr 12,5
Pripousténi s klisnami zbarveni ryzak
> KLISNA POTOMEK
HREBEC 7 % %
RYZAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
Aa, ee, CCr 25 isabela 25
Aa, Ee, CCr 25 plavak 25
aa,Ee, CCr AA, ee, CC Aa, ee, CC 25 ryzak 25
Aa, Ee, CC 25 hnédak 25
= KLISNA POTOMEK
HREBEC z % %
RYZAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
aa, ee, CCr 25 isabela 25
aa, ee, CC 25 ryzak 25
aa,Ee, CCr aa, ee, CC aa, Ee, CC 25 vranik 25
aa, Ee, CCr 25 smoky black 25
= KLISNA POTOMEK
HREBEC 7 % %
RYZAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
Aa, ee, CCr 12,5 .
isabela 25
aa, ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CCr 12,5 plavak 12,5
Aa, ee, CC 12,5 " o5
aa,Ee, CCr Aa, ee, CC aa, ee, CC 12,5 ryza
Aa, Ee, CC 12,5 hnédak 12,5
aa, Ee, CC 12,5 vranik 12,5
aa, Ee, CCr 12,5 smoky black 12,5
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Piipousténi s klisnami zbarveni plavak

~ KLISNA POTOMEK
HREBEC 2 -y % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
Aa, EE, CCr 25 i
plavak 50
Aa, Ee, CCr 25
Aa, EE, CrCr 12,5 i o5
aa, Ee, CCr | AA EE,CCr | Aa, Ee, CrCr 12,5 periing
Aa, EE, CC 12,5 _
hnédak 25
Aa, Ee, CC 12,5
> KLISNA POTOMEK
HREBEC z -y % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
Aa, EE, CCr 12,5 ,
plavak 25
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa, EE, CrCr 6,25 .
perlino 12,5
Aa, Ee, CrCr 6,25
Aa, EE, CC 6,25 Y s
hnédak 12,5
Aa, Ee, CC 6,25
aa, Ee, CCr Aa, EE, CCr aa, EE, CC 6,25
vranik 12,5
aa, Ee, CC 6,25
aa, EE, CCr 12,5
smoky black 25
aa, Ee, CCr 12,5
aa, EE, CrCr 6,25
smoky cream 12,5
aa, Ee, CrCr 6,25
> KLISNA POTOMEK
HREBEC z -y % %
s genotypem PLAVAK mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 12,5 isabela 12,5
Aa, EE, CCr 12,5 ;
plavak 37,5
Aa, Ee, CCr 25
Aa, EE, CrCr 6,25 .
2 Eo OrC 125 perlino 18,75
aa, Ee, CCr | AA, Ee, CCr 8 =6, Lt J
Aa, ee, CrCr 6,25 cremello 6,25
Aa, EE, CC 6,25 -
hnédak 18,75
Aa, Ee, CC 12,5
Aa, ee, CC 6,25 ryzak 6,25
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- KLISNA POTOMEK
HREBEC z % %
PLAVAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
Aa, ee, CCr 6,25 .
isabela 12,5
aa, ee, CCr 6,25
Aa, EE, CCr 6,25 B
plavak 18,75
Aa, Ee, CCr 12,5
Aa, ee, CrCr 3,125
cremello 6,25
aa, ee, CrCr 3,125
Aa, EE, CrCr 3,125 .
perlino 9,38
Aa, Ee, CrCr 6,25
Aa, EE, CC 3,125 hnédak 938
aa, Ee, CCr Aa, Ee, CCr Aa, Ee, CC 6,25 neca '
Aa, ee, CC 3,125 B}
ryzak 6,25
aa, ee, CC 3,125
aa, EE, CC 3,125 ,
vranik 9,38
aa, Ee, CC 6,25
aa, EE, CCr 6,25
smoky black 18,75
aa, Ee, CCr 12,5
aa, EE, CrCr 3,125
smoky cream 9,38
aa, Ee, CrCr 6,25
Pripousténi s klisnami zbarveni isabela
= KLISNA POTOMEK
HREBEC -y % %
s genotypem ISABELA mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 25 isabela 25
Aa, Ee, CCr 25 plavak 25
Aa, ee, CrCr 12,5 cremello 12,5
aa, Ee, CCr AA, ee, CCr Aa, Ee, CrCr 12,5 perlino 12,5
Aa, Ee, CC 12,5 hnédak 12,5
Aa, ee, CC 12,5 ryzak 12,5
~ KLISNA POTOMEK
HREBEC -y % %
s genotypem ISABELA mozné genotypu FENOTYP fenotypu
s genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 12,5 .
isabela 25
aa, ee, CCr 12,5
Aa, Ee, CCr 12,5 plavak 12,5
Aa, Ee, CC 6,25 hnédak 6,25
Aa, ee, CrCr 6,25
cremello 12,5
aa, ee, CrCr 6,25
aa, Ee, CCr Aa, ee, CCr Aa, Ee, CrCr 6,25 perlino 6,25
Aa, ee, CC 6,25 ,
ryzak 12,5
aa, ee, CC 6,25
aa, Ee, CC 6,25 vranik 6,25
aa, Ee, CCr 12,5 smoky black 12,5
aa, Ee, CrCr 6,25 smoky cream 6,25
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- KLISNA POTOMEK o o
s : :‘i?yii m ISABELA mozné B ;:y o FENOTYP fen o/:y o
S genotypem genotypy
aa, ee, CCr 25 isabela 25
aa, ee, CrCr 12,5 cremello 12,5
aa, Ee, CC 12,5 vranik 12,5
aa, Ee, CCr aa, ee, CCr aa, Ee, CCr 25 smoky black 25
aa, Ee, CrCr 12,5 smoky cream 12,5
aa, ee, CC 12,5 ryzak 12,5
Hfiebec s genotypem zbarveni — Aa, Ee, CrCr
HREBEC 1463 DUBEL
Aa,Ee, CrCr
: v lokusu Agouti heterozygot, v lokusu
GENOTYP ZBARVENI Extension s?1eterozygot, )\//glokusu Cream
homozygot
FENOTYP .
podle uréeného genotypu perlino

VyuZziti hifebce 1463 DUBEL pro ziskdni potomku zbarveni isabela (4-/aa, ee,CCr)
a plavaki(4-, E-, CCr)

Az 100% potomku isabel (4-/aa, ee,CCr) a plavaki (4-, E-, CCr) lze oCekavat z
pfipusténi hiebce Dubela s klisnami zbarveni ryzak (A4-/aa,ee,CC) a hnédak
(4-,E-,CCr).

Bude-li se v potomstvu objevovat pouze isabela (A4-/aa,ee,CCr) nebo plavak
(4-,E-,CCr) je zavislé na genotypu zbarveni klisny. U klisen s uréitym genotypem
zbarveni (4,-/aa,E-,CC) se u potomkii muze vyskytnout i zbarveni smoky black
(aa,E-,CCr).

Pripousténi s klisnami zbarveni ryzak (4-/aa,ee,CC):

S klisnami zbarveni ryzék genotypu A4,ee, CC budou vSichni potomci zbarveni isabela
(4-,ee,CCr) aplavak (4-,Ee, CCr) v poméru 1:1. Klisna genotypu 4a,ee, CC mlze mit
v potomstvu zbarveni smoky black (aa,Ee, CCr).

Pripousténi s klisnami zbarveni hnédak (4-,E-,CC):

S klisnami zbarveni hnédék genotypu A4, EE,CC bude 100% potomkt zbarveni plavak
(4-,E-,CCr). S klisnami  genotypu AA,Ee,CC bude 100% “Zlutych” (CCr) — 50%
plavakt (4-,E-,CCr) a 50% isabel (4-,ee, CCr).
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Piipousténi s klisnami zbarveni ryzak

MOLEKULARNE GENETICKE ZDUVODNENI UVEDENYCH TYPU PRIPOUSTENI

~ KLISNA POTOMEK
HREBEC Z -y % %
s genotypem RIZAK mozne genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem genotypy
Aa, ee, CCr 25 .
isabela 50
AA, ee, CCr 25
Aa,Ee, CrCr AA, ee, CC Aa, Ee, CCr 25
plavak 50
AA, Ee, CCr 25
= KLISNA POTOMEK
HREBEC z % %
RYZAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
Aa, ee, CCr 25
AA, ee, CCr 12,5 isabela 50
aa, ee, CCr 12,5
Aa,Ee, CrCr Aa, ee, CC Aa, Ee, CCr 25
plavak 37,5
AA, Ee, CCr 12,5
aa, Ee, CCr 12,5 smoky black 12,5
~ KLISNA POTOMEK
HREBEC z % %
RYZAK mozné FENOTYP
s genotypem s genotypem genotypy genotypu fenotypu
Aa, ee, CCr 25 .
isabela 50
aa, ee, CCr 25
Aa,Ee, CrCr aa, ee, CC Aa, Ee, CCr 25 plavak 25
aa, Ee, CCr 25 smoky black 25
Pripousténi s klisnami zbarveni hnédak
> KLISNA % %
HREBEC S POTOMEK
s genotypem HNEDAK mo2né genotypy genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem
AA EE,CCr 25
AA, Ee, CCr 25 lavak 100
Aa, Ee, CrCr AAEE,CC Aa, EE, CCr 25 plava
Aa, Ee, CCr 25
~ KLISNA % %
HREBEC S POTOMEK
s genotypem HNEDAK mozné genotypy genotypu FENOTYP fenotypu
S genotypem
Aa, ee, CCr 12,5
aa, ee, CCr 6,25 isabela 25
AA, ee, CCr 6,25
AAEE,CCr 6,25
Aa Ee,CrCr | AaEecc |24 Ee CCr 12,5 plavak 56,25
Aa,EE,CCr 12,5
Aa, Ee, CCr 25
aa,EE,CCr 6,25
smoky black 18,75
aa, Ee, CCr 12,5
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V plemennych knihach klisen koni Kinskych jsou nejvice zastoupeny klisny se
zbarvenim isabela (A-/aa,ee,CCr). Déle ryzédk (A4-/aa,ee,CC), hnéddk (A-,E-,CC) a
plavak (4-,E-,CCr). Jaké potomky a s jakou pravdépodobnosti daji s plemennymi hiebci
KK je uvedeno vyse.

Jsou zde pouze dv¢ klisny s fenotypem zbarveni vranik (aa,E-,CC) — v PK klisna Lea,
v PPK klisna Happy. Pro “Zluté” (CCr) potomky z téchto dvou klisen doporucujeme je
pripoustét s hiebci:

718 Mineral, 2810 Mistral, 1465 Drak, 1159 Sinuhet-K a 1245 Cesarion Kinsky.
VSichni tito hfebci maji stanoveny genotyp zbarveni 44,ee, CCr.

Zname-li pouze fenotyp klisen Lea a Happy, jsou v jejich potomstvu predpokladana
zbarveni:

33% plavak (Aa,Ee,CCr)

17% isabela (4a,ee, CCr)

33% hnédak (4a,Ee,CC)

17% ryzék (Aa,ee,CC)

Ptipousténim klisen Lea a Happy s plemennymi hiebci 1245 Sarkon Kinsky, 918 Alois
a 1602 Asio Zdelovsky (vSichni maji stanoveny genotyp Aa,Ee,CCr — plavak) se v
potomstvu budou vyskytovat tato zbarveni: 22% Smoky black (aa,E-,CCr), 22% Plavak
(4a,E-,CCr), 22% Vranik (aa,E-,CC), 22% Hnédak (4a,E-,CC), 6% Isabela (4-/
aa,ee,CCr), 6% Ryzidk (4-/aa,ee,CC). Bude-li se u potomkl objevovat 1 zbarveni
isabela (4-/aa,ee, CCr) a ryzak (A-/aa,ee, CC) je zavislé na genotypu zbaarveni klisen.

S hiebcem 1463 Dubel (genotyp Aa,Ee,CrCr) daji klisny potomky: 44% Smoky black
(aa,E-,CCr), 44% Plavak (4-,E-,CCr), 12% isabela (4-/aa,ee,CCr). Objevi-li se v

potomstvu i zbarveni isabela (4-/aa,ee, CCr) je zavislé na genotypu zbarveni klisen.

VYUZITi GENOTYPU CrCr
Genotypy CrCr (perlina a cremella) doporucujeme vyuzit pro ziskani potomkil s
genotypem CCr — isabel (4-/aa,ee, CCr) a plavaki (4-,E-,CCr) —Zlutych”.

KLISNY S GENOTYPEM CrCr

V Plemenné knize klisen KK je vedena klisna Milddka s ozna¢enym fenotypem “albin”.
Podle oznaceni zbarveni ptedpokladame, Ze klisna je genotypu CrCr. Pro potomky
isabely (4-/aa,ee,CCr) nebo plavaky (A4-,E-,CCr) z klisny Miladdky doporucujeme
pfipustit témito hiebci:

1603 Przedswit Chamir (44, ee, CC) — ryzak

1615 Gin Fizz (44,ee,CC) — ryzak

2712 Taarlo Kubista (44, ee, CC) — ryzak

Po téchto hiebcich bude hiibé vzdy isabela (4-,ee, CCr) nebo plavak (4-,E-,CCr). Pro
presnéjsi urceni, zda lze ocekavat hiib¢é pouze isabela nebo pouze plavak nebo isabela a

plavak je potfeba otestovat genotyp zbarveni klisny Miladky.
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MOLEKULARNE GENETICKE ZDUVODNENI UVEDENYCH TYPU PRIPOUSTENI

KLISNA

- 5 POTOMEK
a1l MILADKA mozné e FENOTYP o
genotyp 1.mozny genotypy genotypu fenotypu
genotyp
AA, ee, CC AA,ee,CrCr AA,ee,CCr 100 isabela 100
KLISNA
HREBCI MILADKA Pcr’:ooi"r"':'( % FENOTYP %
genotyp 2.mozny genotypy genotypu fenotypu
genotyp
AA,ee,CCr 50 .
AA, ee, CC Aa,ee,CrCr 200 CCr =0 isabela 100
KLISNA
HREBCI MILADKA Pcr’:ooi"r"':'( % FENOTYP %
genotyp 3.mozny genotypy genotypu fenotypu
genotyp
AA, ee, CC aa,ee,CrCr Aa,ee,CCr 100 isabela 100
KLISNA
HREBCI MILADKA AL % %
mozné FENOTYP
genotyp 4.mozny genotypy genotypu fenotypu
genotyp
AA,ee,CCr 50 isabela 50
AA, ee, CC AA,Ee,CrCr -
AAEe,CCr 50 plavak 50
KLISNA
HREBCI MILADKA AL % %
mozné FENOTYP
genotyp 5.mozny genotypy genotypu fenotypu
genotyp
AA,ee,CCr 25 .
isabela 50
AA, ee, CC Aa,Ee,CrCr Aa,ee,CCr 25
T T AA,Ee,CCr 25 .
plavak 50
Aa, Ee,CCr 25
KLISNA
HREBCI MILADKA P?:cg“::'( % FENOTYP %
genotyp 6.mozny genotypy genotypu fenotypu
genotyp
Aa,ee,CCr 50 isabela 50
AA, ee, CC aa,Ee,CrCr -
Aa,Ee,CCr 50 plavak 50
KLISNA
HREBCI MILADKA P?:cg“::'( % FENOTYP %
genotyp 7.mozny genotypy genotypu fenotypu
genotyp
AA, ee, CC AA,EE,CrCr AA,Ee,CCr 100 plavak 100
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KLISNA

. ; POTOMEK
HREBCI MILADKA mozné o) FENOTYP o)
genotyp 8.mozny genotypu fenotypu
genotypy
genotyp
AA,Ee,CCr 50 .
AA, ee, CC Aa,EE,CrCr plavak 100
Aa,Ee,CCr 50
KLISNA
. ; POTOMEK
HREBCI MILADKA mozné o) FENOTYP o)
genotyp 9.mozny genotypu fenotypu
genotypy
genotyp
AA, ee, CC aa,EE,CrCr Aa,Ee,CCr 100 plavak 100

HREBCI S GENOTYPEM CrCr

Plemenny hiebec 1463 Dubel — v plemenné knize uvedeno zbarveni pseudoalbin.
Stanoveny genotyp zbarveni je Aa, Ee, CrCr, coz je zbarveni perlino. Pro zluta hiibata
(CCr) doporucujeme pripoustét na klisny zbarveni ryzak (4-/aa,ee,CC), hnédak
(4-,E-,CC). S klisnami zbarveni ryzdk genotypu AA4,ee,CC budou vSichni potomci
zbarveni isabela (A4-,ee,CCr) a plavak (4-,E-,CCr) v poméru 1:1. Klisna genotypu
Aa,ee,CC zbarveni isabela mize mit v potomstvu zbarveni smoky black (aa,Ee, CCr).

S klisnami zbarveni hnédak genotypu 44,EE,CC bude 100% potomki zbarveni plavak
(4-,E-,CCr) S klisnami genotypu AA4,Ee, CC bude 100% “zlutych” potomkd — 50%
plavakt (4-,E-,CCr) a 50% isabel (4-,ee, CCr).

ZBARVENI ISABELA A PLAVAK V POTOMSTVU

Podminkou pro pifidomek jména koné “Kinsky” je zbarveni isabela (4-/aa,ee, CCr) nebo
plavak (4-,E-,CCr). Chovatele koni Kinskych zajimé, z pfipousténi jakych rodicl se v
potomstvu vyskytnou hiibata pouze se zbarvenim isabela a plavak. Na zakladé
stanovenych genotypl zbarveni plemennych hiebci KK lze urcit, po kterych z nich
budou s klisnami vhodného genotypu v potomstvu pouze isabely a plavéaci.

Hiebei 1603 Przedswit Chamir (44,ee,CC), 1615 Gin Fizz (44,ee, CC) a 2712 Taarlo
Kubista-2 (44,ee,CC) daji s klisnami genotypu AA/ee/CrCr, Aa/ee/CrCr a aa/ee/CrCr
100% potomkt zbarveni isabela (4-,ee, CCr).

Hiebei 1603 Przedswit Chamir (44,ee,CC), 1615 Gin Fizz (44,ee,CC) a 2712 Taarlo
Kubista-2  (44,ee,CC) daji s klisnami genotypu AA/EE/CrCr, Aa/EE/CrCr a aa/EE/
CrCr 100% potomkil zbarveni plavak (4-,Ee, CCr).

S klisnami gentypu AA/Ee/CrCr, Aa/Ee/CrCr a aa/Ee/CrCr budou po téchto hiebcich
potomci isabely (4-,ee, CCr) z 50% a plavaci (4-,Ee,CCr) z 50%.

Hiebec 556 Daf Ondras (4a,Ee,CC) bude mit s klisnami genotypu AA/EE/CrCr 100%
potomkli zbarveni plavak (A4-,E-,CCr). S klisnami s genotypy AA/Ee, CrCr bude mit
potomky ze 75% plavéky (4-,E-,CCr) a z 25% isabely (A-,ee,CCr). S klisnami
genotypu AA/ee/CrCr to bude 50% isabel (4-,ee, CCr) a 50% plavaki (4-,Ee, CCr).
Hiebec 1463 Dubel (4a,Ee,CrCr) bude davat s klisnami genotypu AA/EE/CC pouze
plavaky (4-,E-,CCr) — 100%. S klisnami AA4/Ee/CC to bude ze 75% plavék (4-,E-,CCr)
a z 25% isabela (A4-,ee,CCr). S klisnami AA/ee/CC budou potomci z 50% isabely
(4-,ee,CCr) a z 50% plavaci (4-,Ee,CCr).
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Priloha €. 4 Mutace v genu KIT podminujici depigmentaci u koni

Chromozom |Referen¢ni alela| Mutovana alela| Pozice v genu Plemeno
3 A C 5'-UTR QH,AP,IS, TR
3 T A intron 1 IS
3 A C exon 2 QH,AP
3 A C exon 2 QH
3 C G intron 2 white TB
3 TCTGC - exon 3 white TB
3 G T intron 3 QH
3 G A intron 3 AP,QH
3 T A exon 4 white TB
3 C T exon 5 white TB
3 G A intron 5 QH, AV, LW, QH145
3 - ATGAATGAA| intron 5 vSechna plemena
3 G C intron 5 ALH, AV
3 A C intron 6 AV, IS, LW, TB
3 GTTC - exon 7 white/spotted QH
3 T C exon 7 AV,ALH
3 C T intron 7 QH
3 T C exon 8 AV
3 C T intron 8 SW023
3 A G exon 10 AV
3 C T exon 12 HS
3 G A exon 12 CW
3 G A intron 12 APQH,TR
3 G A exon 13 QH
3 C T exon 13 white TB
3 T C intron 13 IS,.LW,TB
3 A C intron 13 QH
3 T C intron 13 AV, DR
3 C - intron 13 AV, IS, LW, TB
3 T A exon 14 JD
3 A G exon 14 JD
3 C T exon 14 |L,WP,QH, AP, ALH, NO, OT, GV, MG, CD, FM, IM, SII
3 T G exon 14 APIS,QH
3 G C exon 15 white FM
3 G A exon 15 DRO18, TB
3 C - exon 15 TB
3 C G intron 15 ALH,
3 C T intron 15 APIS,QH
3 12 bp - intron 15 QH
3 C T intron 15 AP,QH,TR,TB,OL,HN
3 C T intron 15 IS
3 C T exon 16 APQH,TR
3 T C intron 16 APQH,TR
3 T A intron 16 1S,QH
3 C A intron 16 AP,QH
3 A T intron 16 AP,QH
3 G - exon 17 1S074
3 54 bp - exon 17 TB
3 C G intron 17 QH (QHxPP)
3 T C intron 17 APQH,TR
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Chromozom |Referen¢ni alela| Mutovana alela| Pozice v genu Plemeno
3 T C intron 17 APQH, TR
3 T C intron 17 APQH, TR
3 T A exon 18 OL
3 G A exon 19
3 C T intron 19 SD
3 T C intron 19 IS,QH
3 G A exon 20 APJIS,QH, TR
3 T C exon 20 AV,IS,LW, TR
3 G C intron 20 APIS,QH, TR
3 C T exon 21 APIS,QH
3 C T 3'-flanking IS,QH
3 G A 3'-flanking ALH,AV,DR,IS,QH,WMP
3 C T 3'-flanking AV, WMP
3 G A 3°-flanking APJIS,QH, TR

ALH: Appaloosa

AP: American Painthorse, double registrations with QH
AS: American Standardbred

AV: Arabian Horse

CD: Clydesdale

CR: various European Warmbloods
CW: Camarillo White Horse

DR: German Riding Pony

DW: German Warmblood

FM: Franches-Montagnes

GV: Gipsy Vanner

HF: Haflinger

HN: Hanoverian

IM: Indian Marwari

IS: Icelandic Horse

JD: Japanese Draft

KS: Knabstrupper

LW: Lewitzer

MG: Morgan Horse

Hauswirth et al. (2013)
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Piiloha ¢. 5 Listy plemen kun Kinsky a huculsky kiii z databiaze EFABIS

List plemene kuin Kinsky z databaze EFABIS

Breed Data Sheets

females

Wwelght (avg, kg) 2/ 2

Breed colours
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List plemene huculsky ki z databaze EFABIS

Breed names,

Most common name@

Hucul

1
spart
Description of specific !‘.’.9@
The Hucul Is a riding and draught horse.

Breed morphology Information

Wither height (avg, cm)2)(2)
140
138

weight (avg, kg) 2

i -Miapsatelite VHLZ0 H=0.848; -Rliqosgteite A3B2
icrosatelite 'CA425 H=0.828; -

FAO Breed Survey (1995) Data transferred by EAAP In 9/99 www. hucul-achhk.cz
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11. RESENE PROJEKTY

Autorka je odpovédnou FeSitelkou projekti

QJ1210253 Vyuziti metod molekularni genetiky jako néstroje pro efektivni
plemenarskou praci v malé populaci prasat. MZe, 2012-2016

QJ1210301 Vyzkum, nové produkty a sluzby pro vytvofeni centra prevence, detekce a
podpory 1écby mastitid. MZe, 2012-2016

2B08037 Biotechnologické metody pro inovaci hodnoceni zpracovatelské a
spotiebitelské kvality hovéziho masa jako potravinového zdroje zivocisnych proteinti.

MSMT, 2008-2011

Jako dalsi FeSitel se podilela na projektech

QH92277 Geneticka diverzita a jeji uchovani ve vybranych populacich koni v CR.
MZe, 2009-2011

QG60045  Zlepsovani produkénich znaklt u prasat s vyuzitim metod molekuldrni
genetiky. MZe, 2006-2009

1G58073 Vyzkum a validace genomickych metod vyuzitelnych v selekci na kvalitu a
trzni uplatnéni hospodarskych zvitat a jejich produkti. MZe, 2005-2009

15/2004 Vyvoj etické a ekonomicky efektivni metody ziskavani a archivace vzorkl
DNA pro kontrolu bezpecnosti potravinovych zdroju, IGA, 2004

QF3218 Vyzkum intenzifikacnich prvki ke zvyseni produkce selat na prasnici. MZe,
2003-2007

QD1039 Tvorba a Slechténi superplodnych linii a stad prasat s vyuzitim genetickych
markert. MZe, 2001-2005

QDO0100 Vliv definovanych genetickych, nutricnich, etologickych a techno-logickych
faktorti na reprodukcni uzitkovost a welfare prasnic. MZe, 2000-2004

MSM 432100001 Regulace biologickych a technologickych procest pro
konkurenceschopné zemé&délstvi. MSMT, 1999-2004

EP9282 Rozvoj metod molekularniho genotypovani v perspektivnich lokusech pro
uzitkovost prasat a jejich vyuziti v selekci na zlepSeni plodnosti a kvality masa. MZe,

1999-2002
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