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Souhrn

Cilem diplomové prace bylo analyzovat strukturu modelové populace plemene
Ceskoslovensky vi¢ak (364 jedincli) a charakterizovat jedince analyzou 8 SSR lokust
(FH3210, FH3241,FH4012, FH2004, FH2010, REN214L11, FH2361 a C38). Z volné
piistupné databaze byl ziskan koeficient inbreedingu (F«5, Fx8), koeficient ztraty predka
(AVK5, AVKS) a podil krve vika, jez byly dale pouzity pro statisticka hodnoceni.

Pfed vlastnimi statistickymi analyzami bylo nutné provést Cox-Boxovu
transformaci dat pro dosazeni normalniho rozdéleni hodnot. Jedinci byli rozd¢€leni podle
pruméru a smérodatnych odchylek do 3 skupin s nizkymi (skupina A), primérnymi
(skupina B) a vysokymi (skupina C) hodnotami. Statistickymi analyzami byly
hodnoceny vztahy mezi jedinci zatazenych do skupin, vytvorenych na zakladé hodnot
F5, F8, AVK5, AVKS8 a podilu krve vlka. Rovnéz byla hodnocena variabilita
mikrosatelitnich lokus®, primérna heterozygotnost lokusti a primérny pocet alel
jednotlivych lokusti a hodnoty PIC. Hodnoty PIC se pohybovaly v rozmezi od 0,421
(REN214L11) do 0,807 (FH2361).

Na zéklad¢ analyzy mikrosatelitnich lokust bylo provedeno testovani paternity a
maternity u 36 uplnych rodin a 53 netplnych rodin. Z vychozi populace bylo pro
nasledné statistické hodnoceni vyfazeno 5 jedinct z divodi neodpovidajici paternity a
maternity a 1 jedinec, u jehoz otce nebyla paternita rovnéz potvrzena.

Pti hodnoceni primérného poctu heterozygotnich lokusti jedincti, byla zjisténa
zavislost vysokého poctu heterozygotnich lokusti jedincii na nizké hodnoté Fy a vysoké
hodnoté AVK, a proto byly zjistény rozdily mezi jedinci ze skupin A a C pro hodnotu
Fx8 a mezi hodnotami skupiny C pro AVKS a celou populaci. Analyzou prumérné
heterozygotnosti mikrosatelitniho lokusu byly zjistény rozdily mezi jedinci ze skupiny
A vi¢i vSem ostatnim skupinam i vici celé populaci. Bylo to zptisobeno podilem krve
némeckého ovcaka u plemene Ceskoslovenskych vicaki. RovnéZ byly zjistény rozdily
mezi primérnym pocétem alel jednoho lokusu u hodnot podilu krve vlka mezi skupinou
A a C. Z cehoz vyplyva, Ze u jedinct S vysSSim prumérmym poctem alel byl
v rodokmenu vice zastoupen némecky ovcak, ktery vykazuje v SSR markerech vétsi

variabilitu.

Klicova slova: ¢eskoslovensky vl¢ak, SSR markery, testy rodiCovstvi, genetické

markery



Summary

The aim of this thesis was to analyze the structure of the breed Czechoslovakian
Wolfdog (364 individuals) and to characterize individuals by 8SSR loci (FH3210,
FH3241, FH4012, FH2004, FH2010, REN214L11, FH2361 and C38) analysis. From
Statistics on the Czechoslovakian Wolfdogs breed datababase Inbreding coefficient
(Fx5, Fx8), Ancestor loos coefficient (AVKS5, AVKS8) and Wolf Blood were detected.
Before statistical analysis it was necessary to make Box-Cox data transformation to
achieve normal distribution of values. Individuals were included in 3 groups — class A
with low values, class B with average values and class C with the high values.

Paternity and maternity testing were performed in 36 full families and a 53
incomplete families. From the default population 6 individuals was scrapped for
subsequent statistical evaluation due to their inadequate paternity and maternity or
inadequate paternity their parents.

Evaluation of microsatellite loci variability showed the highest PIC in locus
FH2361 (0,807). The lowest value of PIC (0,421) was observed in locus REN214L11.
The following statistical analysis were set out the differences in the variability of
selected breeding of significant parameters (Wolf Blood, coefficient of inbreeding - Fi5
a F«8 and Ancestor Loss Coefficient- AVK5 and AVKS). Statistical analyses of these
significant genetic parameters showed that in the category of wolf blood significant
differences were found between the arithmetic means of the extreme groups and group
with the average values.

There was a difference in the category Fx8, where the means of extreme groups
varied. Furthermore, the difference was detected also for category AVK5 between the
group with the highest values and the group with average values and also between the
group with the highest values and the average of the whole population.

In the final analysis, statistical differences were found between the average
number of alleles per locus, which were evaluated in a group of individuals with the
lowest and the highest proportion of wolf blood of which would be to conclude that in
individuals with a higher average number of alleles were more represented in the
pedigree German Shepherd, which shows the SSR markers in contrast to the greater

variability of the wolf.

Keywords: the Czechoslovakian Wolfdog, genetic markers, microsatellites,

minisatellites, parentage testing
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SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: Vlk obecny (Canis lupus)

Ptiloha 2: Standard plemene Sarloostv vi¢ak ¢eskoslovensky vicak
Ptiloha 3: Ceskoslovensky v1¢ak (pes)

Ptiloha 4: Ceskoslovensky vl¢ak (fena)

Ptiloha 5: Standard plemene Sarloostv vl¢ak

Ptiloha 6: Pufry a roztoky pozité pro gelovou elektroforézu



1. Uvod

Mezi Clovékem a psem vzniklo nejstarsi pratelstvi, kterému ptredchazel proces
domestikace, diky které pes zménil své chovani od plachého zvifete k vérnému a
oddanému spolecnikovi. Vlivem dikladné selekce tak mohl vzniknout nejvariabilngjsi
druh ve vzhledu, velikosti, osrsténi, mentalité¢ a dalSich vlastnostech. V dnesni dobé
rozeznavame vice nez 400 ruznych plemen. Néktera plemena si dodnes zachovala
velkou podobnost se svym piedkem, vlkem, jina pfisnou selekci zménila dokonale sviij
vzhled (napft. ¢insky chocholaty pes).

Clovék mél v nékterych piipadech snahu zregenerovat psa kiizenim modernich
plemen pst s vlkem. Sliboval si, ze pes ziska vI¢i vytrvalost. Tento krok sice nepfinesl
oc¢ekavané vysledky, ale dal vzniknout plemenim jako je ceskoslovensky vicdk a
saarloostiv vI¢ak.

Ceskoslovensky vI¢ak je pomémé mladé plemeno, které vzniklo v tehdejsim
Ceskoslovensku, kiizenim vlka a némeckého ovéaka. Jedna se o malopoéetné plemeno
a to nejen u nas, ale i v celé Evropé a mozna proto, Ze si stile zachovava puvodni vI¢i
povahu, neni vhodné pro kazdého majitele. Bude mit tedy i vys$Si koeficient
inbreedingu, ktery je mozné regulovat vybérem vhodného kryciho psa, jehoz rodokmen
a tedy i koeficient inbreedingu je mozné snadno dohledat ve volné ptistupné databazi
Statistics on the Czechoslovakian Wolfdogs breed, jez umoznuje vyhledani koeficientl
ztraty predkl, podilu krve vlka, a je moZné se dopatrat aZ k prvnim zakladatelim
jednotlivych linii. Proto bylo toto plemeno zvoleno jako modelové v diplomové praci.

Objevenim dvousroubovice DNA v roce 1953 ucinili Watson a Crick prvni krok
Vv oblasti molekularni genetiky, ktera se neustdle rozviji a pfina$i nové poznatky o
vyvoji Cloveéka, rostlin ale 1 zvifat. Objevenim genetickych markerti, které si
zachovavaji mendelistickou dédi¢nost, pomohlo odhalit mnoho dédi¢nych chorob (jak u
rostlin, tak u zvifat), vybrat vhodné jedince pro dal$i rozmnozovani a odhalit
mezidruhové rozdily. Mezi genetické markery patii napt.mikrosatelity.

Mikrosatelity jsou kratké tandemové se opakujici sekvence, jez se lisi v délce a
poctu opakovani a jeZ vykazuji vysokou hladinu polymorfismu. Byly objeveny pfiblizné
pred 30 lety a staly se velmi Casto vyuzivanymi genetickymi markery pfi studiu
populacné genetické struktury (zvifat i rostlin), pti odhaleni mezidruhovych rozdill, pii

mapovani genomu, piibuzenskych vztaht (napf. pfi ur€ovani rodi¢ovstvi), populacné-
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genetické struktury volné Zijicich Zivocichii ale i v humanni mediciné. Mikrosatelity
nejsou nijak zavislé na pohlavi.

Zakladem principu testovani paternity a maternity jsou zadkony mendelistické
dédic¢nosti. Kazdy jedinec zdédil 2 alely v daném mikrosatelitnim lokusu, pfi¢emz jednu
zdédil od otce a druhou od matky. Kazdy jedinec maze byt v daném lokusu homozygot
nebo heterozygot. U konkrétniho jedince bude existovat variabilita mezi dvémi sadami
genetickych markerti. K detekci téchto markeri muize byt pouzita napt. gelova
elektroforéza, pro kterou je zapotiebi vzorky nejprve amplifikovat pomoci metody PCR.
Po vyhodnoceni pak miize byt jednozna¢né stanoveno, zda potencidlni otec nebo matka

je, nebo neni skute¢nym biologickym rodi¢em.
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2. Védecké hypotézy a cile prace

2.1. Védecké hypotézy

Redeni diplomové prace je zalozeno na piijeti nebo vyvraceni nékterych
védeckych hypotéz. Tyto hypotézy vyplyvaji ze studia problematiky molekularni a
populacni genetiky psi. Vychozi hypotézy mohu shrnout do nasledujicich bodii:

e U psa bylo identifikovano velké mnozstvi mikrosatelitnich lokust, které jsou
lokalizovany na autozomech i gonozomech. Mikrosatelitni lokusy umisténé na
autozomech jsou charakteristické vzdy dvojici alel a markery téchto lokust
vykazuji kodominantni charakter.

e Pro wvariabilitu jednotlivych mikrosatelitnich lokusti je charakteristicky
mnohocetny alelismus. Pocet ale, které se mohou vyskytovat v jednotlivych
lokusech je zéavisly na konkrétnim, lokusu. Mezi jednotlivymi lokusy existuje
variabilita v po¢tu nalezenych alel. Schopnost jednotlivych lokusti podavat
informace o variabilité je mozné vyjadtit pomoci parametru PIC.

e Mikrosatelitni lokusy vykazuji Mendelistickou dédi¢nost a z divodt podvojného
zalozeni a kodominance Ize tyto markery pouzit pro fadu genetickych studii jako
je naptiklad urceni paternity a maternity nebo posuzovani homeostaze populace.

e ProtoZze mikrosatelitni lokusy ptedstavuji nekddujici cast DNA, lze
predpokladat, Ze se z hlediska selekce budou chovat neutrdlng. Existuji vSak
mikrosatelitni lokusy, které jsou lokalizovany v tésné genové vazbé s n€kterymi
geny a tudiz v disledku selekce budou ovlivnény i rovnovahy alel téchto
vazanych mikrosatelitnich lokusu.

e Mikrosatelitni markery jsou stabilni, ale pfesto nelze vyloucit vznik mutaci de-
novo, které mohou zplsobit zménu poctu opakovani mikrosatelitnich motivi.
Dvojice primertt nezbytné pro amplifikace mikrosatelitnich lokusti je mozné
navrhnout tak, aby v jedné amplifikaéni reakci probihala syntéza fragmenti
vétSiho poctu mikrosatelitnich lokusii soucasné. Tento ptedpoklad je zakladem
pro navrhovani multiplex-SSR markert.

e Vzhledem ke kodominanci mikrosatelitnich markerd je mozné na zakladé
porovnani pozorované a ocekdvané heterozygotnosti, zda pozorovana populace
je podle Hardy-Weinbergova zakona v rovnovaze. Plemeno ceskoslovensky

vl¢ak patii mezi mladd plemena, ale 1ze pfedpokladat, ze v priabéhu plemenitby
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doslo k ptibuzenskému kiizeni. Pfibuzenska plemenitby vede k homozygotizaci
populace, tedy ke snizovani genetické variability.

Lze predpokladat, ze piibuzenské kiizeni bude snizovat rovné€z i variabilitu
mikrosatelitnich lokusi, kterou Ize blize charakterizovat naptiklad pomoci poctu
heterozygotnich lokust hodnocenych zvifat, pomoci heterozygotnosti
mikrosatelitnich lokusti, nebo pomoci poctu alel v mikrosatelitnich lokusech.
Opakované zafazeni vlki s nezndmou genetickou variabilitou p#i vzniku
plemene ceskoslovensky vl¢ak mohlo teoreticky vést ke snizeni genetické
variability souc¢asnych predstaviteltl plemene ceskoslovensky vi¢ak. Hypoteticky
1ze predpokléadat, Ze vici pouziti pro vyslechténi plemene predstavovala zvifata

chovana ¢lovékem a tudiz jejich geneticka variabilita nemusela byt vysoka.

2.2. Cile diplomové prace

Na zékladé vyse uvedenych védeckych hypotéz bylo mozné navrhnout konkrétni

cile pro feSeni diplomové préace. Tyto cile je mozné vyjadtit ndsledujicimi body:”

1.

Zpracovat literarni reSer$i zamétfenou na problematiku mikrosatelitnich analyz
psiho genomu.

Vybrat modelovou populaci plemene Cceskoslovensky vicak, ktera bude
predstavovat jedince se znamym puvodem, a u kterych bude k dispozici
biologicky material uréeny k izolaci DNA.

Provést studium rodokmenti vSech jedinci vybrané populace s cilem
identifikovat Gplné a netplné rodiny.

U vSech hodnocenych jedincii populace stanovit hodnoty koeficientil
inbreedingu, koeficientl ztraty predku a podilu krve vlka.

U S$lechtitelsky vyznamnych parametrii uvedenych v ptfedchozim bod¢ uvadeéjici
normalitu rozdéleni a v ptfipadé, Ze rozdéleni dat neodpovidd normalnimu
rozdéleni. Navrhnout a provést transformaci dat s cilem pfiblizit se parametrim
normalniho rozdéleni.

U vSech Slechtitelsky vyznamnych parametri vypracovat zpisob rozdéleni
jedinct do kategorii tak, aby byly ziskdny skupiny jedinct s extrémné vysokymi
a extrémné nizkymi hodnotami studovanych parametrt.

U hodnocenych jedinct izolovat genomickou DNA z bunék bukalnich sliznic

pomoci komer¢né vyrabéného kitu.
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8.

10.

Optimalizovat systém SSR-multiplex markerti a modelovou populaci hodnotit
pomoci 8 autozomalnich mikrosatelitnich lokust.

Provést bioinformatické zpracovani molekularnich dat pomoci parametru
zjisténé a ocekavané heterozygotnosti, PIC, v poctu heterozygotnich lokusi
jednotlived, priimérné heterozygotnosti jednotlivych lokust a primérného poctu
alel jednotlivych lokust.

Provést statistickou analyzu zamétenou na vyhodnoceni vztahli mezi zafazenim
jedinci do jednotlivych skupin vytvofenych na zékladé hodnot koeficientu
inbreedingu, koeficientl ztraty pfedkti a podilu krve vlka a wvariabilitou
mikrosatelitnich lokusti vyjadienou pomoci poctu heterozygotnich lokust
jedincti, primérnou heterozygotnosti lokusi a primérného poctu alel

jednotlivych lokusii.
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3. Literarni reSersSe

3.1. Charakteristika psovitych Selem a domestikace psa

3.1.1. Psovité Selmy

Za prvni pfedky vSech Selem jsou povazovani Creodonti. Pied 40 miliony lety se
V pribéhu pozdniho eocénu a Casného oligocénu objevila ¢eled” Miacidae, ktera se
poklada za spole¢ného predka vlku, Sakalt a kojotd. Velikosti a stavbou téla se podobal
lasici a méli chrup psovit¢ Selmy. Vyhynul asi pfed 20 miliony lety pied nasim
letopoc¢tem (Gingerich, 1983).

Podle archeologickych kosternich nalezl byl za nejstarsiho ,,prapsa“ povazovan
Tomarktus, ktery byl velky asi jako liska a zil pfiblizné pfed dvaceti miliony lety. Nové
vyzkumy ukazuji, ze se Tomarktus na pfimém vyvoji psa domaciho nepodilel a jednalo
se pouze 0 jeho slepou vyvojovou vétev. V soucasné dobé se za predka retencnich
psovitych $elem povazuje Leptocyon, ktery byl podobny dne$nim Nandiniim (Sebkova,
2010; Wang, 1993).

Témeétr vSichni zédstupci maji podobnou morfologii — protahlé stihlé télo na
vysSich nohéch, prodlouzeny cenich, pomérné¢ malé tlapy s nezatazitelnymi drapy,
bohatou srsti a dlouhy hustym ocasem. Podle typu néslapu je fadime mezi prstochodce.
Vétsina zastupci ma 42 zubu, velmi vyvinuté trhaky a velké Spi¢aky (Andéra et al.
1999).

VétSina psovitych Zije v hierarchicky uspofadanych smeckach a diky dobie
zorganizovanému lovu, dobré orientaci, vynikajicimu ¢ichu 1 sluchu, dosahuji velmi
dobrych loveckych uspéchi. OvSem lisky mimo obdobi pafeni ziji samotatsky
(Weissenberger, 2011).

Po celém svété se vyskytuje 35 druhd psovitych Selem a z toho jsou u nas 2
druhy puvodni. Z neznaméjsich zastupcu sem patii: liska obecna, Sakal obecny, pes

hyenovy, kojot prérijni, dingo a vlk. (Gaisler a Zima, 2007).
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3.1.2. VIk obecny (Canis lupus)
Rige: Animalia

Kmen: Chordata

Trida: Mammalia

Rad: Carnivora

Celed’: Canidae

Rod: Canis

(Zdroj: BioLib.cz)

Vik patii mezi nejvétsi evropské psovité Selmy. Pivodné byl rozsifen po celé
severni polokouli, ale diky prondsledovani lidmi byl c¢éastecné vyhuben. Dnes se
vyskytuje v Severni Americe, Evropé¢, Blizkém vychod¢ a Asii, kde obyva lesy, tundry,
pousté, travnaté oblasti a hory (Godinho, 2011). U nas byl posledni vlk zastielen
v poloving 19. stoleti a dnes se na tzemi Ceské republiky miize pouze zatoulat ze
sousedniho Slovenska nebo Polska. Od roku 2002 je u nas zafazen mezi kriticky
ohrozené druhy (Findejs et al. 1998).

Canis lupus se dale d¢li asi na 13 - 16 poddruhu, liSici se konstituci, stavbou
téla, kvalitou i barvou srsti (od rezavohnédé az po Sedocernou barvu), tvarem hlavy,
apod. Dosahuji hmotnosti od 25 do 80kg, kohoutové vysky od 55 do 80cm a délky téla
az 160cm (ocas byva dlouhy okolo 60cm) (Cerveny et al. 2000).

Zakladnim kamenem vI¢i rodiny je smecka. V 1ét¢ je tvofena jednou rodinou,
kdezto v zimé se sdruzuji vI¢i rodiny do vétSich smecek, které maji 10-15 ¢lent.
Smecka vlkiim zajist'uje bezpeci, vyssi Sanci na kofist, vychovu mladd’at a ochranu
lovist. Ve smecce plati piisna hierarchie, kterou smi porusit pouze vicata, ale jen do
uréitého véku. Na vrcholu stoji jeden alfa samec a jedna alfa fena (Cerveny et al. 2004).

Mimo obdobi rozmnoZovani vlci nejsou vazani na konkrétni misto a jsou
schopni putovat za potravou po rozsahlém teritoriu mnoho kilometri (Andéra et al.
1999).

Vlci jsou monogamni. Feny pfichdzeji do fije na rozdil od psii pouze jednou
ro¢né v obdobi od ledna do biezna (Darimont et al. 2009). Btezost trva 56-63 dnu a
feny rodi 5-7 vi¢at. Nékolik dna po porodu fena zacina lovit v blizkém okoli brlohu. Asi
po dvaceti dnech zacind vlcata prikrmovat natrdvenou potravou ze zaludku. Vlci a
ostatni ¢lenové smecky pomahaji vi€ici tim, Ze ji pfindsi svou kofist. Po ¢tyfech az péti

tydnech jsou vicata odstavena a zaCinaji pfijimat tuhou potravu. Vlci pohlavné dospivaji
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ve 2-3 letech a mohou se dozit 12 az 16 let. Mladi vici, dokud se neosamostatni, nebo
nenajdou partnera, nebo volné teritorium, ziistavaji se smeckou (Hartl a Jedlicka, 1996).

Hlavni slozku potravy tvoii maso ulovenych i uhynulych zvifat. Z kofisti
spotfebuje vSe krom¢ velkych kosti skotu. Lovi hlavné kopytniky (jeleny, soby, srnce,
divoké ale i domadci prasata, ovce, popt. pasouci se dobytek). Nepohrdne ani zajici a
ostatnimi hlodavci, obojzivelniky nebo plazy (Uhlenbroakova, 2009). Zastupce tohoto

druhu je zndzornén v piiloze 1.

3.1.3. Domestikace psa

Domestikace je planovity proces osvojovani si zvifat ¢lovékem, tedy pfeména
divokého zvifete ve zvife domaci. Domestikace psa je spjata s pocatky lidského rodu.
Podle genomického vyzkumu se pes oddélil od vlka jiz pred 100 000 lety, ale vlastni
domestikace je datovana od doby pted 40 000 lety. Podle nékterych zdroji by mohla
zadit jiz pred 135 000 lety (Dostal, 2007).

Vyvoj a domestikace psa probihaly prakticky po celém svété. Dokazuji to Cetné
kosterni nalezy psu v riznych svétadilech. Nejstarsi kosterni ndlezy dokazujici pocatky
domestikace byly objeveny na uzemi dne$niho Irdku a franu a jsou staré pfiblizng
10 000 az 15 000 let (Swenson, 2001).

Centra domestikace byla vétSinou na mistech, na kterych ¢lovek presel od faze
lovu k zemédélstvi a usedlému zpiisobu zivota, ackoliv domestikace probihala 1 na
mistech, na kterych lidé ziistali u faze lovu, protoZe tehdejsi klimatické podminky byly
pro zeméd¢€lstvi nevyhovujici (Ruvinsky a Sampson, 2001).

Ptedchtidci dnesnich pst se stejné jako pravéci lidé $itili do okolniho svéta
nejvice ze dvou oblasti — z Afriky a z Asie, ale také z Evropy, coz dokazuji Cetné
kosterni nalezy pochazejici z doby 7500 let pied nasim letopoctem. Mezi genomem
evropskych a asijskych pst je rozdil, coZ by mohlo znamenat, Ze evropska plemena pst
se vyvinula z jinych poddruhti vlka nezli plemena asijska. Pii vykopavkach nebyly
nalezeny celé kostry, ale pouze fragmenty skeleti. Diky tomu, Ze pravdépodobné
neustale dochazelo ke kfiZeni mezi psy divokymi a domécimi, nemizeme urcit presné
datovani prechodu psa od divoké formy k domaci (Cisatfovsky, 2008; Dostal 2005;
Réber, 1994).

Kompletnim osekvenovanim psiho genomu v roce 2005 jsme nyni schopni ur¢it,

kdy a kde byla zapocata domestikace a také kdo byl pfedkem psa domaciho. Studiem
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psiho genomu se zjistilo, Ze mitochondridlni DNA psa a vlka se nijak vyznamné
geneticky nelisi, tedy predkem psa bude s velkou pravdépodobnosti vIk (Andersone et
al., 2002; Sargan et al. 2007).

Faze domestikace

Podle Ribera (1994) mizeme pfeménu vlka v psa domaciho rozdélit do 4 fazi:
V prvni fazi v dobé kamenné byl ¢lovek obklopen divokymi psy, ktefi lovili stejnou
koftist jako on. Pozd¢ji doslo k postupnému sblizovani vlka a ¢lovéka, oba pak zacali zit
ve vzdjemné symbidze, ze které vlk ziskal od ¢lovéka snadnou potravu a to bud
vV podob¢ zbytkl z kofisti, nebo odpadkd. Odménou za to mohl ¢lovéka upozornit na
mozna nebezpeci v podobé dravych Selem nebo piislusniki cizich tlup. Ve druhé fazi se
vlk (pes) stal na ¢loveéku zévislejsi a €lovek zacal poprvé korigovat plemenitbu a bréanil
ktizeni s divokymi formami zvifat. Ve tieti fazi clovék uz védomé branil kiizeni
s divokymi zvitaty a snazil se védomé upevnit povahu, odchylky ¢i mutace, které by
Vv piirod¢ byly vyrazeny. Do ctvrté faze ptesel pes pfiblizn€ az v 19. stoleti, kdy ¢lovék
stavél na prvni misto nejvice vzhled svych domécich zvifat. Tuto fazi oznacit jako

pocatek vzniku plemen (Gagliardi et al. 2011).

Domestika¢ni zmény:

V pribé¢hu domestikace doslo k mnohym morfologickym zménam - napt. se
zmens$ila lebka, u nékterych plemen se zkratila Celisti, zmensil se objem mozku a to az o
30%. Diky tomu se zmenSila smyslovd centra, zhorSila se samostatnost pfi feSeni
problémi a stoupla cvi€itelnost a zavislost na ¢lovéku. Zaroven se oslabila ¢i dokonce
uplné vymizela plachost. Po psychické strance nékterd plemena pst zlistala na rovni 4
— 5 mésicniho vicete. Rovnéz doslo ke zméné hlasovych projevl — zatimco vlci pouze
kiuci, vyji. Mezi ¢leny smecky komunikuji vice vyraznou obli¢ejovou mimikou. U pst
se tato komunikace zmenSila na minimum a pravdépodobné kvuli dorozumivani
s ¢lovékem zacali $t€kat (Ruvinsky a Sampson, 2001).

Zménou sloZeni pfijimané potravy (od masozravel ke vSeZravcim) doslo
k prodlouzZeni zazivaciho traktu. Domestikaci se u psi zménila barva a struktura srsti,
mnohdy doslo ke zkraceni koncetin (napf. u jezevc¢iku), u nékterych plemen doslo k
zakrouceni ocasu, objevily se svislé usni boltce, kozni fasy a zahyby. VétSina plemen
pst zacala byt diestrickd na rozdil od vlkd, ktefi jsou pouze monoestricti (Irion et al.
2003).
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3.1.4. Primitivni druhy psi

Pes bazinny (raSelinni) (Canis familiaris palustris Riitimer ) zil v mladsi dob¢
kamenné asi 10 000 let pfed nasim letopoctem. Vzhledem se podobal dneSnimu Spicovi,
byl mensiho az stfedniho vzristu. Byl to prapiedek Spicii, pincu, teriérd, kniracd,
dobrmani a erdelteriér.

Pes Inostranzewiv (Canis familiaris Inostranzewi) jeho Kosterni fragmenty
byly nalezeny v okoli Ladozského jezera. Na rozdil od psa bazinného byl mnohem
mohutnéjsi a je pravdépodobné piimym potomkem severoevropskych vlkii nebo jejich
kiizencu se psem bazinnym. Tento druh dal puvod pfirodnim plemenum, ktera si
dodnes z vicich piedkt dochovala mnoho vi¢ich vlastnosti (jako napt. monoestricita,
men$i vrhy S§téhat, apod.). Jsou to napt. plemena: husky, lajka, norsky losi pes,
keeshound a psi eskymagti.

Canis familiaris decumanus byl velmi robustni. Stal se pfedchiidcem dnesnich
molosoidnich plemen. Stavbou téla se nejvice podoba dneSnim dogam a nékterd se
dochovala v téméf nezménéné podobé od dob antiky.

Pes bronzovy (Canis familiaris matris optimae) pochazi z doby bronzové
ptiblizn¢ 4 — 5 000 let pfed naSim letopoctem. Dal vzniknout ovéackym plementim —
napt. némeckému ovcakovi, belgickym ovEakim a kolii, ktefi si po psovi bronzovém
zachovali stejnou stavbu kostry a tvar lebky.

Pes popelistni (Canis lamiliaris intermedius) zil na naSem tUzemi a byl
sttedniho vzrlstu. Stavbou lebky pfipomina dnesni brakyte a lovecké pudly.

Canis familiaris leineri pochazi z mladsi doby kamenné a mozna byl prapfedkem
dnesnich chrtl, u kterych dosud nezname jejich presny pivod. Morfologii lebky se
vibec nepodobali vlkim, ale vice pfipominaji dne$niho Sakala (na rozdil od ostatnich
plemen maji mensi mozkovnu). Chrti méli dvé centra domestikace — vychodoevropské a
severoafrické stepi. Podle nekterych teorii se vyvinuli ze stepnich vlka a podle jinych

vznikli z kiizeni stepnich viki se $akalem (Sebkova, 2010).
3.2. Charakteristika plemene pouZzitého v diplomové praci

3.2.1. Plemeno

Plemena jsou druhy drzené ¢lov€kem v sexudlni izolaci, které se lisi ve vice
znacich a ve vlastnostech preddvanych dale na potomky a kterymi se lisi od jinych

jedinct stejného druhu.
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Diky vysoké variabilité¢ psiho genomu je obtizné uréit vyvoj jednotlivych
plemen, ale diky archeologickym vykopavkam muizeme urcit primitivni poddruhy psu,
ze kterych odvozujeme dnesni plemena pst. Na pocatku domestikace doslo k upevnéni
gent, které se podili na projevu celkového fenotypu. Diky geografické izolaci, plisobeni
Clovéka a vnéjSim podminkdm prostfedi zaCala vznikat plemena primdrni, neboli
fundamentélni. Tento proces zacal pravdépodobné uz v mezolitu, kdy ¢loveék zacal
cilen¢ branit sexudlnimu kontaktu s divokymi zvifaty a zacal upeviiovat a dal
rozmnozovat odchylky, které se mu zalibily napi. krotkost, zbarveni — bilé znaky apod.
(Réber, 1994).

Prvnim chovatelim zéalezelo nejvice na tom, aby pes piedal na potomky své
schopnosti a bez ohledu na vnéj§im vzhledu. Tyto potomky dal ktizili mezi sebou, diky
¢emuz vznikla vice nebo mén¢ ohrani¢end plemena. Dopomohl k tomu také nazor, ze
urcité morfologické znaky souviseji s dobrymi vlastnostmi, napft. pes s previslym uchem
m¢l dobry Cich pro stopovani.

Na pocatku 19.stol mél vzhled psa vétsi vyznam nezli pivodni ucel, pro ktery
byli diive chovani, ale dosud nebyly zavedeny Zadné ustalené plemenné standardy. Ve
druhé poloviné 19. stoleti doslo k ustaleni plemen psu diky selekci a kiizeni nejprve
ranych forem pst s vhodnymi typy psti a pak i ustdlenymi plemeny, aby se dosahlo
zadoucich znakd (morfologickych i povahovych) (Ruvinsky a Sampson, 2001), ¢imz se

ale u nékterych plemen zna¢né snizila geneticka variabilita (Irion et al. 2003).

3.2.2. Rozdéleni plemen na zakladé analyzy mikrosatelita

Do 1. skupiny patii ancestralni plemena, kterd jsou nejbliz§i vlkim. Mtizeme u
nich spolehlivé urcit, jak a kdy se postupné se od vlka odd€lovala. Miizeme sem zatadit
tato plemena: Sarpej, Siba inu, Cau Cau, akita, basenji, sibifsky husky, aljassky malamut,
afgansky chrt, saluki, tibetsky teriér, samojed, Ihasa apso, pekinéz a shit-zu. Do druhé
skupiny patii psi molosoidnich plemen. Do tfeti skupiny mizeme zafadit plemena
ovcacka, barzoje, irského vlkodava a svatobernardského psa. Ve ¢tvrté skupiné najdeme

ostatni plemena a to hlavné lovecka plemena evropského ptivodu (Cisafovsky, 2008).
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3.2.3. Ovéacka plemena psi

K nejstar§im formam zeméd¢€lstvi patii pastevectvi ovci, coz byl prvni krok
ptechodu od lovci a sbéract k prvnim zeméd€lciim. Pii pastevectvi pes pomahal hlidat
a ochranovat stdda. Nasli své uplatnéni i pfi lovu medvéda, vlka, ale také divokych
prasat.

Podle Cho (2005) tato skupina plemen vznikla pravdépodobné v Asii, v Tibetu,
diky pocatkiim obchodnich stykl z Asie smérem na Zapad, pii kterych psi doprovazeli
své pany, moznd uz od obdobi neolitu.

Jsou to typy podobné divokym pstim. Jsou pro n¢ typické: delsi télo nez je
kohoutkova vyska, ploché celo, Spicaty Cenich, velké vzpiimené usi, vétSinou kratsi

tuha srst a svéseny ocas (Réber, 1994).

3.2.4. Novoplemenna kriZeni

Novoplemennym kiizenim se mysli spojovani jiz ustidlenych plemen psa
domaciho nebo zpétné kiizeni domaciho psa s divokym ptedkem, vikem (Andersone et
al. 2002). Ptivodnim cilem bylo upevnit psi povahu, nebo dosahnout vétsiho vykonu u
pst, vyssi jedince a vétsi vytrvalost (napf. u taznych pst). Toto ,,osvézovani krve®
znamenalo v domestikaci krok zpét a proto téméf nikdy nepiineslo ocekavané vysledky
(jedinci byli plassi, malo §tékali, coZ snizovalo moznosti dal$iho vyuziti) — bylo to i
diky tomu, Ze domestikace trvala desitky tisic let a genetické zmény probihaly kousek
po kousku. Zpétné kiizeni pivodniho vlka se zdegenerovanym genomem soucasného
psa vyvolava geneticky Sok. Ktizeni vlka se psem probiha po celém svéte, ale nejvice
v USA. Ke kiizeni vlka se psy se nejcastéji vyuzivd némecky ovcak, méné aljassky

malamut a sibifsky husky (Mufioz-Fuentes et al. 2009).

3.2.5. Ceskoslovensky vi¢ak

Zemé ptivodu — byvalé Ceskoslovensko
Patronat: Slovenska republika

FCI ¢. 332

Skupina 1: Ovcaci a honacti psi

Sekce 1: Ovcaci

VyuZiti: pracovni pes

Datum vydani platného standardu 28. 4. 1994
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Standard plemene je uveden v priloze 2, typicti predstavitelé plemene jsou

znazornéni v ptiloze 3 a 4.

Historie plemene:

Pokusy kfizit némecké ovéaky s vIky v Ceskoslovensku byly ptipravovany jiz
od roku 1955. V roce 1957 se Ing. Karel Hartl poprvé pokusil kiizit karpatskou vi¢ici
Brittu s némeckym ovéakem. Prvni spojeni se bohuzel nepodafilo, protoze nebyla
dostatecné zajisténa kontrola doby harani. O rok pozdé&ji byl k vi¢ici pfipustén némecky
ovCak Cézar z Btizového haje. V tomto spojeni byl kiizen klidny pes s agresivnéjsi
vi¢ici, oba ve vlkoSedém zbarveni. Plvodnim cilem tohoto kiiZeni nebylo vytvofit
plemeno nové, ale pouze zjistit, zda dosdhne stejné plodnosti u vlkii a i u kiiZzenct a zda
se potomci budou vice podobat vlku ¢i némeckému ovcakovi po strance genetické,
fyziologické a také i morfologické. Bylo zjiSténo, ze neexistuje statisticky vyznamny

rozdil mezi plodnosti kiiZzenct a jejich rodic¢a (Findejs et al. 1998).

Vlastnosti prvnich kiiZenci

U dvou tfetin kiizencl, feny zlstaly monoestrické stejn€¢ jako vicice (Riber
1994). V F1 generaci se vyznamné projevilo vI¢i chovani (plachost, prchéani, agresivita
pfi piekroceni ,kritické vzdalenosti®) (Cisafovsky, 2008) a vSechna Sténata byla
vlkoSed¢ zbarvend. Do naslednych kiiZeni byli vybirdni pouze némecti ovc€aci silné
povahy. VSichni psi museli mit vyrazny fenotyp, ale pro pouziti psit do chovu byla
generacich klesal podil viciho zbarveni ve vrhu a ve tfeti generaci jiZ bylo mozné vybrat
jedince, ktetfi byli vhodni pro vycvik. OvSem neprokézalo se, Ze by vlkoSedé zbarveni
mélo vyznamnou korelaci s ptivodni plachou povahou vlka. (Findejs et al. 1998).

KtiZzenci oproti némeckym ovcakim vynikali kvalitnéjsi srsti s lepSimi
izolaénimi schopnostmi, vétsi vytrvalosti v zatéZzovych testech proti némeckym
ovcaklim, cichovymi schopnostmi a také orientacnim smyslem. Psi byli rovnéz
odolnéjsi proti vedru a vlhku. Jen velmi malo pst (i ze tfeti generace) bylo vhodnych

pro vycvik. Kfizenci se plné ptimkli k ¢loveéku, ktery je krmil a peCoval o né, ale s

vvvvv
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Pocatky vzniku plemene

V roce 1958 major Rosik s nadporuc¢ikem Kubaskem poprvé navrhli vyslechtit
nové plemeno, kdy pouzili prvniho kifizence po Britté¢ a Césarovi, jako strazného psa u
pohrani¢ni straze. Aby nedochazelo k inbreedingu, byly zaloZeny nezavislé chovné
linie, ve kterych byli ve vétSing piipadl pouziti psi némeckych ovcaklti z domaciho
chovu.

Podle Findejse (1998) v roce 1966 Ing. Karel Hartl vypracoval prvni plemenny
standard. Tehdy jiz existovaly ¢étyfi filialni generace kiizencu z prvni skupiny po Britté
a Césarovi a dvé¢ filidlni generace po Britt¢ a némeckém ovcaku Kurtu z Vaclavky.
Zaroven byla poprvé podéana zadost na odbornou komisi Svazarmu o zapsani vi¢aka do
plemenné knihy. Tato zadost byla zamitnuta z divodu malého po¢tu jedinci v chovu,
diky kterému rapidn& poklesl zajem chovat nové plemeno. V Cechach a na Slovensku
zustalo jen nékolik chovatelt.

V sedmdesatych letech byla vétSina kiizencli pievezena do Malacek,
bratislavského Gitvaru Pohraniéni straze, kde populaci obohatil vlk Sarik, ktery byl
spojen s kiizenkou tfeti filialni generace Xelou z Pohrani¢ni straze a s fenou
cekoslovenského vi¢dka Urtou z Pohrani¢ni straze.

V roce 1982 u nés vznikl Klub ¢eskoslovenskych vicaki a to nejprve v Brné, o
meésic pozdé€ji i v Praze a téhoz roku byl Ceskoslovensky vI¢dk uznan kynologickym
svazem tehdejsi CSSR, jako narodni plemeno (Cisafovsky, 2008; Hartl a Jedlicka,
1996).

Kwvili malému poétu zvifat méli chovatelé problém udrzet pfirozenou strukturu
genofondu a zabranit inbreedingu. Ten se podafil zmirnit kiiZenim némeckého ovéaka
Bojara von Schotterhofa s vi¢ici Lejdy ze ZOO Hluboka a vybrany pes z toho spojeni
Kazan z Pohrani¢ni straZe byl n€kolikrat pouzit k dalsi plemenitbé. V celém kiiZeni za
25 let se na vzniku plemene se podileli étyfi vici — Britta, Argo, Sarik a Lejdy.

Dne 13. &ervna v roce 1989 bylo uznano i u F.C.I. pod jménem Ceskoslovensky
vlcdk (Czechoslovakian Wolfdog, Tschechoslowakischer Wolfshund, Perro lobo
checoslovaco, Chien-Loup Tchecoclovaque). Po zaniku Ceskoslovenska piebrala
patronat nad plemenem Slovenska republika a v roce 1999 byl definitivné zaregistrovan

FCI jako standard ¢. 332 (Findejs et al. 1998).
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Povaha

Na rozdil od Sarloosova vicdka je samostatnéj§i a méné¢ ostychavy. Je to
temperamentni, inteligentni, velmi aktivni, hravé a vytrvalé plemeno, kterému stale
zustavaji puvodni instinkty vlka. Prevladd orientacni a aktivné obranna reakce
(Cisarovsky, 2008). Ma komplexni socialni chovéni, je velmi teritoridlni a k cizim
ptislusnikim svého druhu ve vlastnim reviru je velmi nesnasenlivy. Nebojacny a
k cizim lidem velmi neduvétivy, ale ke svému panovi je velmi vérny. Podobné jako
Saarloostv vI¢ak malo $t€ka. Je vhodny pouze pro zkuSené chovatele. Nachazi vyuziti

jako sluzebni pes a pouze omezené jako doprovodny pes (Hartl a Jedlicka, 1996).

3.2.6. Sarloosuv vl¢ak

Zemé puvodu: Nizozemsko
FCIL: ¢. 311

Skupina 1: Ovcacti a honacti psi
Sekce 1: Ovcaci

Standard plemene je uveden v ptiloze 5.

Historie plemene

Jedna se pomérné o mladé plemeno. Jméno plemene bylo odvozeno po jeho
nizozemském zakladateli Leenertu Saarloosovi (1884 - 1969), ktery se boufil proti
nesmyslnému pieSlechtovani psich plemen. Podle jeho ndzoru soucasna plemena
Vv pribéhu domestikace zdegenerovala. Chtél proto znovu vyslechtit ,,pfirodniho* psa,
ktery by se télesnou i dusevni strankou podobal vlkovi.

V roce 1932 poprvé spafil psa némeckého ovcaka Gerhada van de Fransenum se
sibifskou vl¢ici Fleur z Blijdorp ze Zoo v Rotterdamu a toto kfizeni neustale opakoval.
Narozeni kiiZenci byli plasi a ve vztahu k lidem velmi nespolehlivi. Potomky dal kiizil
s Némeckymi ov¢aky a doufal, Ze piisnou selekci ziska nové plemeno, které by
odpovidalo jeho pfedstavdam. Mnoho §téiiat mu zahynulo na psinku, protoZze Saarloos
mylné predpokladal, ze kitizenci a vici budou odolni vuéi ,civilizanim chorobam® a
odmitl je proti psince oc¢kovat. Diky této chybé mu nakonec posla i vi€ice. I po n€kolika
generacich psim zlstavala vI¢i plachost a opatrnost (Réber, 1994).

Saarloostiv vi¢ék by byval zaniknul, pokud by v roce 1975 ,,Raad van Beheer op

Kynologiich Gebied in Nederland* neuznal vil¢édka jako nizozemské plemeno a podle
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jeho zakladatele jej nazval Saarloostv vicak. V roce 1979 byl i uznan standard u F.C.1.
jako standard ¢. 311.

V dalsi praci po zakladateli plemene pokracovala spolecnost ,,Nederlase
Vereniging van Saarlooswolthonden* Zamétovala se oproti Saarloosovi vice na exteriér
nez na charakterové vlastnosti, coz se jim ale nevyplatilo. V pribéhu nékolika let byli
psi plasi az bazlivi a jejich povahu se dafilo napravit jen v obdobi rané socializace.
Dospélosti dosahuje oproti ostatnim pstim pomérné pozd¢ — az ve dvou az tiech letech

(Cisatovsky, 2008).

Povaha

Diky ktizeni vlka a némeckého ovcaka podélil znacnou ¢ast povahy po vilkovi.
Saarloosovi vI¢aci jsou inteligentni, nedivétivi, ostraziti, ale také nezavisli a svéhlavi.
Jsou nedtveétivi k neznamym lidem, zvifatim a vécem. Maji vyborny Cich, velkou
vydrz a velmi dobfe vyvinuty lovecky instinkt.

Jeho nejvétsim povahovym plusem je jeho touha Zit co nejblize vlastni roding,
teda projev vysokého stupné socialniho citéni smeckového zvitete. Cemuz se musi i

piizptsobit vychova, ktera vyzaduje klidny a trpélivy pfistup (Raber, 1994).

Vyuziti

Kvili tomu, Ze podobné jako ceskoslovensky vI¢ak malo $t€kd, neni proto
vhodny jako pracovni pes. Stékot spi§ piipomina kasel. (Cisafovsky, 2008). Piivodné
byl vyslechtén jako slepecky pes, ale pro funkci neni vhodny, protoze v ném stéle
zlstava plachost a opatrnost a nelze jej pouzivat v bézném méstském ruchu (Verhoef-

Verhallen, 2007).

3.3. Genetické markery a jejich rozdéleni

3.3.1. Rozdéleni genetickych markeri

Jednu z moznych definic molekularnich markerti uvadi Chloupek (2000), ktery
rozeznava dva zakladni typy markert — proteinové a DNA. Proteinové markery jsou
produkty urCitého lokusu, které se daji separovat v gelové matrici a nasledné

vizualizovat barvenim (Chloupek, 2000). DNA markery lze definovat specifickou
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strukturou usektt DNA a je mozné hodnotit je pomoci molekuldrné-genetickych metod
(Chloupek, 2000).

Pomoci genetickych markeri 1ze sledovat lokusy, které jsou piedavany z generace
na generaci a odhadovat polymorfismus v genomu (Sunnuck, 2000). Pfedevsim DNA
markery lze vyuzit v fad¢ oblasti zdkladniho i aplikovaného biologického vyzkumu.
DNA markery mohou slouzit naptiklad ke studii genetické variability na vnitro i
mezidruhové urovni, k odhaleni pfic¢in dédi¢nych onemocnéni, k identifikaci jedince ¢i
urcovani rodicovstvi (Ichikawa et al., 2001). Daji se rovnéz aplikovat i v ramci
Slechtitelskych programi, kde mohou usnadnit vybér vhodnych jedinc z hlediska
pozadované vlastnosti a tim cely Slechtitelsky proces urychlit. V takovémto ptipadé pak
mluvime o tzv. MAS - Marker Assisted Selection (Korzun, 2002).

Obliba DNA markerti spoc¢iva v fad¢ prednosti oproti jinym typtim markert napft.
morfologickym ¢i biochemickym. Jednou z vyhod je jejich obecna aplikovatelnost u
vSech organismu u kterych byla zvladnuta izolace DNA. Dalsi vyhodou je, Ze nejsou
zavislé na podminkach vné&jsiho prostiedi nebo ontogenetickém stadiu organismu.
Navic jsou metody vyuzivajici molekularnich markertt tzv. nedestruktivni, coz
znamena, ze staci nepatrné mnozstvi DNA studovaného organismu, které Ize ziskat bez
velkého invazivniho zdkroku. Vhodnym zivo€iSnym materidlem je napiiklad malé
mnozstvi krve, spermatu, chlupovych cibulek atd. (Irion et al. 2003).

K ziskdvani a analyze DNA markeri Ize suspéchem vyuzit celou ftadu
molekularné-genetickych metod, které jsou v obecném principu zaloZeny na restrikénim
Stépeni, hybridizaci, amplifikaci ¢i kombinaci vySe uvedeného. Pouziti konkrétni
metody se odviji od mnoZstvi dostupnych genetickych informaci o daném organismu,
casove, technické a financni narocnosti (Kenis, 2003).

Piikladem metody zalozené na restrikénim S$tépeni s néaslednou hybridizaci je
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Tato metoda se vzhledem ke své
technické a Casové naro€nosti pfili§ nepouziva a v souCasné dobé prevazuji metody
jejichz soucasti je amplifikace cilovych usektt DNA napi. AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat), STS (Sequence Tagged Sites),
PCR-RFLP (Smarda et al. 2005).

V dalsi casti literarni reSerSe se Umyslné zaméfim pouze na charakterizaci
nekodujicich sekvenci genomu psa. Diivodem je skutecnost, Ze pii feSeni experimentu
diplomové prace se nevénuji markerovani konkrétnich gentl, ale naopak se zabyvam

problematikou vyuziti mikrosatelitnich markerti, v nekodujicich oblastech genomu.
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3.3.2. Repetitivni DNA

Prokaryotické organismy maji DNA slozenou ptevazné¢ z kodujicich usekd,
zatimco u mnohobunéénych eukaryot je DNA sloZena jak z exonti a intrond, tak i ze
sekvenci které nic nekdduji nebo dosud nezndme jejich pravou funkci. V lidském
genomu tvoii repetitivni sekvence pfiblizné 30% celkové DNA a mizeme je rozdélit do
dvou typu- na tandemové a rozptylené repetice (Snustad a Simmons, 2009).

Chromozomy eukaryot obsahuji mnoho repetitivni DNA v haploidni sadé
chromozomu a tvoii 15—80% eukaryotnich genomu. Nejcastéjsi opakujici se sekvence
nejsou transkribovany a ani nejsou piekladany do polypeptidového fetézce.

NejrozsifenéjSimi z repetitivnich sekvenci DNA jsou transponovatelné genetické
elementy (retrotranspozony- napi. LINE a SINE elementy) — sekvence DNA, které se
mohou pfemistovat nejen vramci Chromozomu z mista na misto, ale dokonce i
z chromozomu na chromozom (Alberts et al. 2006).

Psi maji velké mnozstvi oblasti tandemovych opakovani, které se nachazi
v fidici (regulacni) oblasti mitochondrialni DNA. Skladaji se z 10 bp repetic, které se
tandemové opakuji a to obvykle 20 - 40krat. VétSina psiho genomu se sklada
z nekddujicich tseklt DNA, ktera je Castecné tvorena repetitivnimi sekvencemi. Tyto
opakujici se sekvence se prokazaly jako neocenitelné pro genetické mapovani,
identifikaci jedince, testy paternity a také napt. pro sledovani domestika¢nich zmén pfi

pifeméné ze psa na vlka (Ruvinsky a Sampson, 2001).

Tandemové se opakujici neboli satelitni DNA
Jeji ptesna funkce dosud neni znama, ale jsou to kratké opakujici se sekvence,
opakujici se 1 po 10 parech bazi, u savct tvoii asi 10-15% genomu. Nachazeji se

Vv oblasti centromer a na koncich chromozoma (Snustad a Simmons, 2009).

Tabulka 1:  Charakteristika satelitni DNA — upraveno podle (Snustad a Simmons,
2009).

Sekvence Délka repetice (v parech bazi) Pocet repetic
Bézna satelitni DNA | 100 000 — 10 miliont 1-10
Minisatelitni DNA 100 — 100 000 10-100
Mikrosatelitni DNA | 10 — 100 1-6
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Rozptylena repetitivni DNA

Tyto jednotky nenasleduji v genomu piimo za sebou, nybrz jsou v ném rizné
rozmistény. Jeden usek je dlouhy 100 — 1000 part bazi. Tyto kopie jsou si podobné, ale
ne identické. Rozptylend repetitivni DNA tvoii 25-40% véEtSiny genomu saved. Do této

kategorie sekvenci DNA jsou zatazovany LINE a SINE element (Wayne et al. 2009).

LINE elementy

LINE jsou dlouhé roztrouSené repetitivni DNA elementy. Ve vétSiné savc€ich
genomi maji asi 104 kopii na haploidnim genomu. LINE je dlouhy vice nez 5 kb a
obsahuje dva oteviené ¢teci ramce, z nichZ jeden ukazuje sekven¢ni homologii enzymu
reverzni transkriptasy retrovirli. LINE chybi dlouhé termindlni repetice potifebné pro
syntézu virové DNA u retrovirt (Kenis, 2003).

SINE elementy

SINE jsou kratké roztrousené repetitivni DNA elementy, jsou to nejéastéji
opakované sekvence pozorované u psi. Casto byvaji spojeny s mikrosatelitnimi
repeticemi a dosahuji délky 130 - 150 bp. Odhaduje se, ze v haploidnim genomu psa se
nachazi ptiblizn¢ 400000 kopii SINE elementti. U ruznych druhti savet byly
pozorovany dvé¢ skupiny SINE, které jsou odvozeny z transkriptii RNA polymerazy IlI.
Jedna skupina SINE se vyvinula z genti tRNA, zatimco druha se vyvinula z 7SL RNA
genu. Ale jen tRNA-SINE byl zjistén v psim genomu. Jsou podobné 7SL-SINE (Alu
sekvencim) u lidi a mysi, ale dosud neni jisté, ze kterych tRNA gent psa se SINE
elementy vyvinuly. Nejvétsi podobnost byla prokazana s tRNA®" (Snustad a Simmons,
2009).

3.3.3. Mitochondrialni DNA

Mitochondrie maji minoritni mnozstvi DNA v porovnani s jadernym genomem,
které se dédi maternalné. Jednoduchy genom koduje 22 tRNA, 2 rRNA a nékolik
enzymu, které jsou soucasti dychaciho fetézce. DNA v kazdé mitochondrii je z 90%
tvofena kodujicimi sekvencemi. Sekvence mitochondrialni DNA byly pouZity ke
zjisténi ptivodu psa domaciho, fylogenezi genomu celedi Canidae a pomahaji mj. i pfi
zjisténi informaci pro zachovani ohrozenych druhii. Kompletni mitochondrialni genom
psa byl ur¢en teprve nedavno. Spolu se sekvenci chromozomu Y, maji znaény vyznam

pii uréovani piivodu riznych Cistokrevnych plemen psti a to 1 v ramci rodokmentl.
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Obsahuje-1i vzorek velmi malo jaderné DNA nebo je-li DNA siln¢ degradovana,
muzeme vyuzit analyzu mitochondridlni DNA. Existuje zde tedy vé&tsSi Sance najit
neporuSenou kopii mtDNA nez kopii jaderné DNA ze vzorku. V jedné bunce je
piiblizné¢ 100 mitochondrii a v kazdé mitochondrii je asi 10 kopii mtDNA. Tedy na
jednu bunku ptipadne asi 1000 kopii mtDNA. (Ruvinsky a Sampson,2001).

Mitochondrialni DNA psi obsahuje asi 16 500 bp. VétSina molekuly koduje
proteiny nebo RNA, v této oblasti jsou mezi riznymi jedinci malé rozdily. Tato ¢ast se
zapojuje do regulace replikace a transkripce. Analyza se provadi pomoci sekvenovani
DNA a to bud’ pomoci Sangerovy sekvenace popi. pomoci mini sekvenace. Nevyhodou
je ze diky relativné malé velikosti genomu mtDNA a materndlni dédi¢nosti mize mit
mnoho jedincl stejnou sekvenci mtDNA. Velky pocet tandemovych opakovéani u

mtDNA ma mnoho zvifat ov§em ne ¢lovék (Parra et al. 2009).

3.4. Tandemové se opakujici sekvence DNA a jejich vyuziti pri studiu
psiho genomu

V této samostatné kapitole literarni reserse bych se rada zaméfila zejména na
problematiku polymorfismi mikrosatelitnich sekvenci, protoze experimentalni cast
diplomové prace vychdzi pravé ztohoto typu marker. Detekce polymorfisml
mikrosatelitnich lokusi je obvykle zaloZena na principu amplifikace repetitivni
sekvence metodou polymerazové fetézové reakce, jejiz obecné principy jsou popsany

Vv nésledujici kapitole.

3.4.1. Polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction) jako nastroj

pro detekci polymorfismi mikrosatelitnich lokusi

PCR byla objevena v roce 1985 Kary Mullisem. Tato metoda umoznuje rychle a
efektivné namnozit konkrétni nukleotidovou sekvenci obsaZenou v jakékoliv DNA.
PCR probiha zcela in vitro, tedy bez pouziti bunék. Je mnohem rychlejsi nez klonovani
gend za pomoci plazmidového nebo fagového vektoru a je zaloZzena na pouziti DNA
polymerazy pro opakované kopirovani templatové molekuly DNA. PCR je potiebuje
pro amlifikaci oligonukleotidy (primery), které jsou komplementarni ke znamym
sekvencim ohranicujicim oblast zajmu, se kterymi se paruji na zéklade

komplementarity. Pro pouZiti primerit musi byt zndma alespoil pocatecni a koncova
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sekvence amplifikované oblasti, pomoci kterych mtize DNA polymeraza dosyntetizovat
zbytek fetézce (Campbell a Reece, 2006).

Metoda PCR zahrnuje 3 kroky, které se mnohokrat opakuji. V prvnim kroku je
genomicka DNA denaturovana zahiatim na teplotu 92 — 95°C po dobu piiblizné 30 s.
Béhem této faze dochazi krozvolnéni vodikovych mistki a DNA se stava
jednotetézcovou. V druhém kroku se denaturovand DNA hybridizuje nadbytkem
syntetickych oligonukleotidovych primert tak, ze se spolecn¢ inkubuji pfi teploté 35 —
65°C po dobu piiblizné 30 sekund. Teplota pro pfipojeni primer zavisi na délce a
obsahu bazi v primerech. Ve tfetim kroku je pouzita termostabilni Tag-polymeraza pro
replikaci useku DNA mezi misty komplementarnimi k oligonukleotidovym primerdm.
K polymeraci dochazi pii 70-72°C ptiblizné po dobu 60 sekund. V dalsim cyklu se
produkty PCR denaturuji a po pfipojeni primert se replikuji termostabilni DNA
polymerazou. Tyto kroky se neustale opakuji, dokud neni dosazeno potiebného
mnozstvi DNA. Po kazdém cyklu se pocet molekul amplifikovaného fragmentu oproti
ptedchazejicimu cyklu zdvojnasobi. Z jedné molekuly DNA po 30 cyklech vznikne vice

nez miliarda kopii (Snustad a Simmons, 2009).

Obrazekl:  Kroky PCR reakce - upraveno podle Vierstraete (2001)
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PCR probiha v termocykleru ve kterém muzeme amplifikovat velké mnozstvi
vzorkd najednou. Taq polymeraza je tzv. termostabilni, diky ¢emuZz se nemusi pridavat
po kazdém denatura¢nim cyklu (jako DNA polymeraza I). Proto se pouze pii piiprave
smési doda nadbytek Taq polymerazy a oligonukleotidovych primert a zbylé kroky jsou
pouze fizeny postupnym stiidani teploty béhem jednotlivych cykli. Jeji nevyhodou je,
7e postrada 3'—5 korekturni aktivitu a vykazuje tak vétsi chybovost pii replikaci. Je-li
pozadovana vysoka ptesnost mohla by byt misto ni pouzita termostabilni polymeraza s
3'—>5korekturni aktivitou (napt. Pfu nebo Tli polymerazu). Taq polymeraza rovnéz
nedokaze uCinn¢ amplifikovat tseky delSi nez néckolik tisic nukleotidovych pari.
V tomto piipadé mizeme misto ni pouzit Tfl polymerazu, ktera dokaze amplifikovat
fragmenty dlouhé 1 35 kb. OvSem delsi useky jiz nelze pomoci PCR amplifikovat.
(Albetrs et al. 1998).

Po dostate¢ném namnozeni sekvence DNA ji miizeme obarvit a nasledné
detekovat gelovou elektroforézou. PCR se vyuziva pro klonovani Gseku DNA (jak
DNA, tak RNA), detekci virovych infekei, diagnézu dédiénych onemocnéni, v soudnim
Iékafstvi pii feSeni forenznich piipadi zaméfenych na identifikaci jedince z velmi

malého mnozstvi izolované DNA apod. (Kubista et al. 2006).

3.4.2. Mikrosatelitni lokusy

Mikrosatelity se Casto oznacuji také jako SSR markery (Simple Sequence
Repeat), STR (Short Tandem Repeat) nebo také SSLP (Simple Sequence Length
Polymorphism) (Vivodik et al. 2010). Jsou to kratké tandemové se opakujici tseky,
dlouhé 2-6 bp. Mohou tvofit jedno-, di-, tri-nebo tetranukleotidové repetice. Nejcastéjsi
jsou dinukleotidové repetice. Casto se u nich vyskytuji motivy typu (CA),, (GAAA),
nebo (CAG), (Kenis, 2003). U psu byly prvni mikrosatelitnich markery objeveny v roce
1992 a byly slozeny vyhradné z (CA), opakovani (Ichikawa, et al. 2001). Mimo jiné se
zjistilo, Ze po celém genomu savcl je ndhodné roztrouseno nejméné 50000
mikrosatelitnich repetic (Ruvinsky a Sampson, 2001).

Mikrosatelity jsou vysoce polymorfni a jsou Casto pouzivany jako genetické
markery (Gagliardi et al. 2010), zachovavaji mendelistickou dédi¢nost (van Asch et al.
2010; Korzun, 2002) a patii mezi kodominantni markery (Zajc et al. 1997; Chistiakov
2006).
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Analyzovat mizeme jak rostlinny material, tak i vzorky zvifat bez ohledu na
pohlavi (Ichikawa, et al. 2001). Mikrosatelitni markery je mozné ziskat z genomickych
knihoven za pouziti hybridizace s oligonukleotidovymi sondami, nebo pomoci metody
tzv. cross-amplifikace, ktera spo¢iva v pouziti primert u druhd, které jiz byly popsany a
které jsou druhu nami hledanému blizce ptibuzné (Kim et al. 2001). Do analyzy je
zapotiebi pouze malé mnozstvi DNA potiebné k provedeni SSR analyzy (10-50 ng).

SSR markery se vyznauji vysokym stupném polymorfismu, coZz je dano

pomérné vysokou frekvenci mutaci mikrosatelitnich lokusti.

3.4.3. Vyuziti mikrosatelitnich markeri pro genetické analyzy

Studiem SSR markertt mizeme sledovat napt. variabilitu lokust v ramci rodin,
plemen, druhu (Irion et al. 2003), ale i mezi druhy (Rogalska et al. 2002). Tyto markery
lze pouzit nejen pro identifikaci jedincii, forezni analyzy, testovani paternity a
maternity, ale i ke studiu populaéné popula¢né-genetickych parametri, jako je tok gent,
efektivni velikost populace, odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, stupen
inbreedingu.(van Asch et al. 2010; Seda et al. 2010). K detekci piipadi poruseni
genetické rovnovahy v dasledku selekce, migrace, ndhodného genetického driftu (Bryja a
Hajkova, 2005; Kraic, 2005). SSR markery nachazeji své vyuziti i pii odhaleni
nékterych genetickych chorob napf. atrofie sitnice, rakoviny ledvin, narkolepsie a dalsi
(Sargan et al. 2007).

Podle Vivodik et al. (2010) miZzeme mikrosatelitni sekvence mizeme rozdélit na
dokonalé, nedokonalé a slozené. Dokonalé jsou tvofeny jednou nepferusenou repetitivni
sekvenci napt. (AT)s. V nedokonalych mikrosatelitnich sekvencich je motiv pferuSen
nékolika nukleotidy napft. (At)sCG(TC);2 a slozené mikrosatelitni sekvence jsou tvofeny

nékolika nukleotidovymi motivy jako napf. (AT)15(AC)z0.

3.4.4. Minisatelity

Minisatelity nebo také VNTR (variable number of tandem repeats) jsou
ohrani¢ené oblasti DNA s vysokou variabilitou poc¢tu opakovani nukleotidovych
sekvenci. V soucasné dob& bylo popsano pies 2000 minisatelitd (Cho, 2005). Poprvé
byly identifikovany v intronech lidského myoglobinu a bylo prokazano, ze jsou sloZeny

z ,,bloku“ o velikosti od 2 do 250 bp. Minisatelity se vyskytuji se v subtelomerickych
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oblastech chromozomui (Campbel a Reece, 2009) a podle Sedy et al. (2012) by nékteré
minisatelity mohly mit regula¢ni funkci. Obvykle jsou vysoce polymorfni a li§i se v
sekvenci nukleotidii, délce a poctu opakovani. Mohou byt rovnéz pouzity jako
genetické markery asociované s fenotypovymi vlastnostmi a také pfi testovani otcovstvi
(Bobrova, 2003).

Kwvuli délce se analyza minisateliti nemlize provadét pomoci PCR reakce, ale
musi byt pouzit Southern blotting, ¢imz se zna¢n¢ omezuje jejich pouziti (Schldtterer,

2004).

3.5. Aplikace genetickych markera pri urovani paternity, maternity

a pri studiu variability psich plemen

3.5.1. Testy paternity a maternity

Tyto testy se provadéji predevsim v pfipadech sporného rodicovstvi.
NejcastéjSim scénafem byva urceni biologického otce z n€kolika moznych kandidata,
méné Castéji pak urceni skute¢né matky. U nékterych plemen zacina byt standardem
tvorba tzv. DNA profilu u vSech zvifat s prikazem ptivodu. Dany DNA profil pak muze
byt, v pfipadé nesrovnalosti, vyuzit i jako test paternity ¢i maternity, jelikoz DNA
profilovani je zalozeno na stejném genetickém principu (van Asch et al., 2009). Pokud
se naptiklad neprokaze deklarovany ptivod u dané¢ho vrhu nedostanou Stéiata pritkaz
puvodu a chovateli hrozi sankce ze strany pfislusné kynologické organizace nehledé na
poSramocenou povést (Ruvinsky a Sampson, 2001).

V soucasné dobé se pro urceni rodiCovstvi stejné¢ jako pro DNA profilovani
vyuZzivaji mikrosatelitni markery. Klasicky markerovaci systém umoziuje analyzu 8 az
27 (Butler, 2005) mikrosatelitnich lokusi najednou. Pouzité mikrosatelitni lokusy
byvaji podrobné charakterizovany z hlediska pozice na chromozomu a urceni
jednotlivych alel. Nejcastéji se vyuzivaji jaderné autozomalni mikrosatelity, které jsou

vzajemné voln€ kombinovatelné.

34



3.5.2. Testy paternity a maternity zaloZené na polymorfismu mikrosateliti

Diky vysokému polymorfismu, nezavislosti na pohlavi a mendelistické
dédicnosti se mikrosatelity ukazaly byt vhodné pro testovani paternity a maternity (van
Asch et al., 2009; Cho, 2005).

Vzorky DNA fen, sténat a potencialnich otct slouzi jako templaty v reakcich
PCR s oligonukleotidovymi primery, které jsou pro specifické pro dany mikrosatelitni
lokus. Objevenim techniky multiplex PCR se snizil po¢et PCR reakci potiebnych pro
analyzu (van Asch et al. 2009; Eggleston et al. 2002). V soucasné dob¢ jsou k dispozici
I komeréni kity, které rovnéz usnadni analyzu. Produkty PCR je mozné analyzovat bud’
pomoci gelové elektroforézy, nebo pomoci automatickych sekvenatoru (Sun et al.
2003).

K potvrzeni rodicovstvi je podle Sun et al. (2003) nutné, aby se potomek
shodoval s rodici alesponi v 80% vsech alel, Irion et al. (2003) toleruje neshodu ve dvou
lokusech z 26, kdezto Bowling et al. (1997) a Zajc (1999) toleruji pouze 1 lokus z 11.
Pro velmi dobrou vypovidajici schopnost je nutné si zvolit dostate¢ny pocet
mikrosateliti (Vila et al. 2003). Podle Kreutzer et al. (2008) je zapotiebi si zvolit
alespon 10-15 mikrosatelitti.

Mohou nastat situace, kdy obvykle v ojedinélém lokusu neodpovida alelicka
kombinace mikrosatelitniho lokusu potomka jeho rodi¢im. Vyskyt této abnormality
byva zpusoben nejcastéji de-novo vzniklou mutaci, ktera se projevi zménou opakovani
mikrosatelitniho motivu. Dal§i moznou pfi¢inou mize byt vyskyt tzv. nulovych alel.
Principem vzniku nulové alely je mutace v misté, jez je homologni k sekvenci primeru
(vétSinou na 3’konci), ktery tedy nemize nasednout na jednovlaknovou DNA a tedy
neprobéhne ani amplifikace daného tseku DNA pii reakci PCR. Nulové alely jsou
alely, jez se béhem PCR reakce neamplifikuji a heterozygotni jedinec se pak muize jevit
jako homozygotni. Tuto alelu ovSem dal pfedava na své potomky, u kterych se jiz miZze
fenotypové projevit. Proto pak mize dojit k chybnému zamitnuti testovani paternity a
maternity. Potvrzeni vyskytu nulové alely je mozné, ale je zapotiebi navrhnout nové
primery a v ptipadé uUspésné amplifikace osekvenovat PCR produkt vysetfovaného
vyskytu lokusu (van Asch et al. 2010; Dakin a Avise, 2004).
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3.5.3. Testy zaloZené na polymorfismu minisateliti

Prvni testovani paternity a maternity zalozené na polymorfismu minisatelitt
zahrnovalo pouziti tzv. ,,DNA otisku prsti“(Fingerprinting) (Ruvinsky a Sampson,
2001).

DNA matek, potencialnich otcti a jejich potomki je mozné izolovat z krve, nebo
z tkani a dale $tépit vhodnymi restrikénimi enzymy na rtizn¢ dlouhé fragmenty. Ty jsou
separovany gelovou elektroforézou a poté pfi Southern Blottingu pfeneseny na
nylonovou membranu, ktera je nasledné hybridizovana radioaktivné znacenou sondou.
Po odmyti nenavazanych sond se pfi autoradiografii zobrazi ,,zebtik“fragmentt, ktery
predstavuje ,,DNA otisk prsti*. Porovnanim otiskl otcii, matek a potomku je pak
mozné vizualné urcit biologické otce a matky (Wayne et al. 1999).

Podobné jako v pfipadech testovani mikrosatelitnich lokust se zde mohou
vyskytovat tzv. nulové alely s etnosti 1-2%.(Podle Huang et al. 1999; Tamaki et al.
1992, Yamamoto et al. 2000), ackoliv Henke et al. (1999) toleruji i 3-4%.

Ackoliv metoda DNA otisku prsti je relativné rychlé a jednoduchd, analyza
potomki a rodi¢ti musi probihat na stejném gelu a tato metoda vyzaduje pomérné velké
mnozstvi kvalitni DNA. V soucasné dobé& se misto této metody Castéji vyuziva metod

zalozenych na polymorfismu mikrosatelitii (Ruvinsky a Sampson, 2001).
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4. Material a metody

4.1. Volba modelového psiho plemene a po¢ty hodnocenych jedincu

Pro analyzy bylo zvoleno plemeno ceskoslovensky vicak. Toto plemeno je na
pracovisti Katedry genetiky a §lechténi FAPPZ CZU v Praze pouZivano jako model pro
studium molekularnich markertt kauzalnich mutaci vedouci k nékterym dédi¢nym
onemocnénim. Toto plemeno, respektive vzorky extrahované DNA piedstavovaly
dostatec¢né Siroky soubor jedinct pro studium paternity. Nami zvolena vychozi populace
obsahovala 364 pst (188 fen a 176 pst). Vsichni tito jedinci byli podrobeni testim
paternity. Metodicky postup tohoto molekularniho testu a jeho vysledky jsou soucasti
samostatnych kapitol diplomové prace. Vzhledem k tomu, Ze u 5 jedinci (2 feny a 3
psi) nebyla potvrzena paternita odpovidajici jejich rodokmentm, byli tito jedinci
z naslednych popula¢né genetickych studii vylouceni. Vylouceni jedinci jsou v tabulce
10 vyznaceni Cervenou barvou. Ve vychozi populaci plemene ceskoslovensky vi¢ak
byla zafazena jes$té jedna fena, jejiz pivod je odvozen od psa s neodpovidajici
paternitou. Tato fena, ktera je v tabulce 10 vyznacena modrou barvou, byla rovnéz
z dalsiho statistického hodnoceni vyloucena. Vychozi populace byla tak na zaklad¢
mikrosatelitniho testu paternity zredukovana na 358 jedinct (185 fen a 173 pst), ktefi

byli nasledné pouziti pro statistické a populaéné genetické hodnoceni.

4.2. l1zolace DNA a metody hodnoceni jeji kvality a kvantity

4.2.1. lzolace DNA z bunék bukalnich sliznic

DNA byla izolovana metodou, kterd je zaloZena na extrakci DNA z bukanich
sliznic. Odbér byl proveden sterilnimi cytologickymi kartacky (Lotus Global Co., Ltd.),
které¢ byly zasunuty mezi tvar a dasen a krouzivymi pohyby byla odebrana epitelidlni
vrstva bungk. Psi pted odbérem vzorkd psi nesméli minimalné dvé hodiny jist ani pit.

Po odbéru bunék byly kartacky umistény do aseptickych podminek, aby mohly
dikladné vyschnout. Nasledné byly kratkodobé skladovany v papirovych obalkach

Vv mrazicim boxu pfi teploté -20°C.
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Vlastni izolace genomické DNA byla provedena pomoci kitu NucleoSpin® Tissue
XS (Machery-Nagel). Pii izolaci DNA byl dodrZen piesny postup urceny pro izolaci

DNA z bukalnich stéri podle navodu dodaného vyrobcem.

4.2.2. Hodnoceni vysokomolekularity izolované DNA

Izolované vzorky DNA byly po extrakci hodnoceny z hlediska vysokomolekularity
DNA pomoci elektroforézy. Elektroforéza byla provedena v elektroforetické cele
SubCell (BioRad) znazornéna na obrazku 2. Vzorky byly separovany v 1% agarézovém

gelu v prostiedi 1x TBE pufru, jehoz slozeni je uvedeno v piiloze 6.

Obrézek 2: Elektroforeticka cela SubCell (BioRad)
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Elektroforéza probihala pii laboratorni teploté¢ pifi konstantnim napéti 120 V po
dobu 60 minut. Ziskané elektroforeogramy byly digitalizovany systémem GelDoc
(BioRad) s pomoci programu QuantityOne (BioRad).

4.2.3. UV spektrofotometrické hodnoceni kvantity a kvality izolované DNA

Kvantita izolované DNA byla zméfena UV-spektrofotometricky pomoci
pfistroje NanoPhotometer (Implen). Tento pfistroj soucasné vyhodnotil i poméry
absorbanci A260/A280 a A260/A230, které je mozné vyuzit pro detekci ptipadnych

kontaminaci organickymi slou¢eninami.
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Extrahovand genomickd DNA byla u vSech vzorkli nafedéna na konstantni

koncentraci 10 ng . ul™ 1x TE pufrem, jehoZ sloZeni je uvedeno v priloze 6.

4.3. Mikrosatelitni markery pouZité pro hodnoceni paternity a pro

populacni studii

4.3.1. Volba mikrosatelitnich markeri a jejich lokalizace v psim genomu

V této diplomové praci byly pouzity markery: FH3210, FH3241, FH2658,
FH4012 (Guyon et al. 2003), FH2004, FH2010 (Francisco et al. 1996), REN214L11
(Breen, 2001), FH2361 (Mellersh, 1998) a C38 (Asch et al. 2009). V tabulce 2 je
uvedeno, na kterém chromosomu se Vyskytuji pouzité mikrosatelitni lokusy. Sekvence

pouzitych primerd part a jejich fluorescen¢ni znaceni je uvedeno v tabulkach 3 a 4.

Tabulka 2: Lokalizace hodnocenych mikrosatelitnich lokusi

Lokus Umisténi na autosomu
FH3210 CFA2
FH3241 CFAS8
FH2004 CFAll
FH4012 CFA15
REN214L11 CFAl6
FH2010 CFA24
F2361 CFA33
C38 CFA38
FH2658 CFAl4

Tabulka 3:  Charakteristika multiplexu |

Multiplex | Primery Barva Sekvence

FH 3210 | F VIC CAAGGACCACGATGAAATGACT
R GCTGGATTCAGGAGCTGTTCA

FH 3241 | F PET TCCTTGTTTCCTTCCTCTGG

| R TTGGGCAAAATCAAAACTCC

FH 2004 | F 6-FAM GGGGCTTTGTACTGTGACCTAC
R ACAGACTGAGAATGCTGGGTT

FH 2010 | F NED CTATTAACAATGTCAGACTCTCAG
R GAGCATGCATGTACACCAGAA
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Tabulka 4:  Charakteristika multiplexu 11

Multiplex | Primery Barva | Sekvence

FH 4012 F| 6FAM | GGGAGGGAAGCGATCTTCT

R CGGTTAGCCATTCCCTGAG
REN214L11 |F | VIC | GGCTCTCCATGCTAAGACC

R TGGGTCTAATGGTTTGGGATAG

L FH2361 F| NED | GCAGGTCAGAGCAGTCAGAA

R GAATGTACCAGGCACTATGCA
C38 F| PET | ACAAGAGGGGATGCTGAA

R TCATGTGTCTGTTGGGCATT

4.3.2. Optimalizace postupu multiplex-SSR

Z ptedchozi kapitoly vyplyva, ze pro feSeni diplomové prace byl pouZzit systém
SSR markert, podle van Asch et al. (2009). Tito autofi u modelového plemene Cao de
Gado Transmontano sestavili multiplex PCR, ve kterém bylo zahrnuto celkem 9
primerovych part pro amplifikaci 9 SSR lokusti. Vzhledem k tomu, ze plemeno
ceskoslovensky vicak pouzité pfi feSeni diplomové prace je z hlediska mikrosatelitnich
markert zcela neprozkoumané, byly primerové pary navrzené van Asch et al. (2009)
rozdéleny do dvou multiplex systému vzdy po ¢tyfech lokusech - tabulka 3 a 4.

Pro reprodukovatelnost multiplex-SSR  markerd bylo nezbytné =zajistit
specifi¢nost amplifikace. To znamena, ze primery multiplex-PCR musely nasedat vzdy
specificky na sekvence lemujici mikrosatelitni lokusy. Pro zajisténi specifické
amplifikace byly provadény experimenty zacilené na optimalizaci:

e kombinaci mikrosatelitnich lokus®, mnozstvi templatové DNA v reakéni smési
e koncentrace primerl v reakéni smési
e pouzitého typu termostabilni polymerazy

e koncentrace reakénich aditiv — Enhancer (Top Bio) a BSA.

4.3.3. Optimalizovany metodicky postup pri aplikaci multiplex-SSR pFi urcovani
paternity
Optimalizovany metodicky postup multiplex-SSR markerd pfedstavoval
navrzené slozeni amplifikacnich reakci a teplotni a ¢asové podminky béhem PCR. Tyto
parametry, které byly pouzity pro hodnoceni vSech jedincti vybrané populace

Ceskoslovenského vic¢aka, jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach.
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Tabulka 5:

Slozeni PCR pro amplifikaci multiplex-SSR |

Slozka Koncentrace
DNA 20 ng.12,5 pl*
Tris-HCI 10 mM

MgCl, 1,5mM

KCI 50 mM
FH3210-F 0,12 uM
FH3210-R 0,12uM
FH3241-F 0,24 uM
FH3241-R 0,24 uM
FH2004-F 0,12 uM
FH2004-R 0,12 uM
FH2010-F 0,24 uM
FH2010-R 0,24 uM
dNTP 200 uM

BSA 5ng.12,5 pl?
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) |2 MM

Taq polymeriza (Roche) 0,5U.12,5 pl*
Objem 12,5 pl

pH 8,3

Tabulka 6:  Slozeni PCR pro amplifikaci multiplex-SSR 11
Slozka Koncentrace
DNA 20 ng.12,5 pl™
Tris-HCI 10 mM

MgCl, 1,5mM

KCI 50 mM
FH4012-F 0,2 uM
FH4012-R 0,2uM
REN214L11-F 0,66 uM
REN214L11-R 0,66 uM
FH2361-F 0,12 uM
FH2361-R 0,12 uM
C38-F 0,32 uM
C38-R 0,32 uM
dNTP 200 pM

BSA 5ng.12,5 pl™
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) |2 mM

Taq polymeriza (Roche) 0,5U.12,5 pl™
Objem 12,5 ul

pH 8,3
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Amplifikace obou multiplex systémii probihala v Termocykleru C1000™

Thermal Cycler (BioRad). Tento typ termocykleru umi pracovat s teplotnim
gradientem. Pfi optimalizaci multiplex-SSR marker byla s vyuzitim tohoto gradient
optimalizovéna rovnéZ anelaéni teplota. Vysledkem optimalizaénich experimentl bylo
navrzeni jednotného teplotniho a ¢asového profilu amplifikace, ktery byl aplikovan na
oba dva multiplex-SSR systémy. Na obrazku 3 je znadzornén pouzity typ termocykleru.

V tabulce 7 je uveden profil amplifikace.

Obrazek 3:  Termocykler C1000™ Thermal Cycler (BioRad)

Tabulka 7:  Teplotni a ¢asovy profil amplifikace multiplex-SSR systému I a 11

Pocatecni denaturace 95°C |900 sekund |1 cyklus
Denaturace 94°C |30 sekund
Annealing 60°C |60 sekund |30 cykla
ProdluZovani 72°C |30 sekund
Zavéreéné prodluzovani | 72°C |3600 sekund |1 cyklus
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4.3.4. Podminky fragmentacni analyzy

Kapilarni  elektroforéza pouzitd pro fragmentacni analyzu separuje

jednovldknové fragmenty. Separace jednovlaknovych je fragment je nezbytnd pro
které z variability  opakovani

odhaleni  délkovych polymorfism,

vyplyvaji
mikrosatelitnich motivi. Proto bylo nutné provést denaturaci amplifikovanych produktt
multiplex-SSR 1 a II. Pfed jejich denaturaci bylo provedeno nafedéni produktd
amplifikace pomoci ddH;O. U obou dvou multiplexit bylo provedeno fedéni
nasledujicim zptisobem. K 1 ul PCR produktu bylo ptidano 9 pl ddH,O. Pro navozeni
denaturace byl pouzit vysoce Cisty Hi-Di formamid (Aplied Biosystems). K uréeni
velikosti amplifikovanych SSR alel bylo nutné piidat do kazdého vzorku hmotnostni
standard GeneScan™™-600 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems). Podminky fed&ni

vzorku a slozeni denaturacni smési jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 8: SloZeni denatura¢ni smési multiplex-SSR 1 a Il
Redény PCR Redény PCR . .
produkt multiplex- | produkt multiplex-|  LIZ 600 (ul) alpel lzo;)mamld
SSR | (ul) SSR II (ul) H
1 1 0,2 12

Vzorky urené k denaturaci byly umistény v polypropylenovych stripech a
béhem denaturace zakryty specialni PCR folii. Denaturace probihala v termocykleru
C1000™ Thermal Cycler (BioRad) pii teploté 95°C po dobu 5 minut. Denaturované
fragmenty DNA byly nasledné v termocykleru ochlazeny na teplotu 4°C.

Vlastni fragmentacni analyza byl provedena s vyuzitim pfistroje ABI PRISM
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), ktery je znazornény na obrazku 4.
Podminky kapilarni elektroforézy, které byly aplikovany na vSechny vzorky a oba dva

multiplex-SSR systémy jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka 9:  Charakteristika podminek kapilarni elektroforézy

Parametry separace Nastavené hodnoty
Délka kapilary (cm) 36

Modul GS STR POP4 (1ml) G5
Polymer POP4

Virtualni filtr G5

Doba nastriku (s) 5

napéti pri nastfiku (kV) |10
teplota pri separaci (°C) |60
Napéti pii separaci (kV) |15
Doba separace (minuty) |24

Obrazek 4:  Pohled do laboratoie

4.3.5. Identifikace alel mikrosatelitnich lokusu

Ziskana data z fragmenta¢ni analyzy byla zpracovana v programu GeneMapper
verze 4.1. (Aplied Biosystems). V daném programu byla vyhodnocena kvalita dat a
velikost jednotlivych fragmentti. Pro standardizaci analyzy bylo zapotiebi pievést tidaje

o velikostech fragmentt na alely pomoci tzv. ,,binti*.
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K vytvofeni sady ,,bini* byly vybrany referen¢ni vzorky genotypt. Kazdy ,,bin*
pak definoval oblast, ve které program ocCekava vyskyt ptislusné alely. Na zaklad¢

téchto oblasti byly definovany alely, podle kterych byli vyhodnoceni ostatni jedinci.

4.3.6. Bioinformatické a populaéné genetické zpracovani informaci o
polymorfismu mikrosatelitnich lokusi
Hodnoceni zakladnich populac¢nich parametri — heterozygotnosti ocekavané
(He) a pozorované (Hp), polymorfniho informacniho indexu (PIC), poc¢tu a frekvenci
jednotlivych alel bylo provedeno pomoci programu CERVUS 3.0.3 (Kalinowski et al.
2007). V tomto programu byly rovnéz zjistovany odchylky od Hardy-Weinbergova

zakona pro frekvenci alel jednotlivych lokusu.

4.4. Porovnani alelickych kombinaci mikrosatelitnich lokusii s cilem

Ovérit paternitu

4.4.1. Ovéreni paternity v iplnych rodinach

Z tabulky 10 vyplyva, ze v hodnocené databazi plemene Ceskoslovensky vicak
bylo identifikovano celkem 36 uplnych rodin. Pivod hodnocenych zvitat tj. urceni
jejich matek a otcli bylo provedeno s vyuzitim mezinarodni databaze tohoto plemene,

ktera je volné pfistupna na internetové adrese http://www.wolfdog.org/. Termin uplna

rodina predstavuje takovou situaci, kdy u hodnoceného jedince byly k dispozici vzorky
DNA od obou rodi¢u. Jedinci s témito parametry jsou v tabulce 10 oznaceny pismenem
»R* a pofadovym ¢islem rodiny. Vlastni ovéfeni paternity bylo provedeno na zakladé

porovnani alelickych kombinaci SSR lokusi rodi¢ti a potomkd.

4.4.2. Ovéreni paternity v neuplnych rodinach

Z tabulky 10 rovnéz vyplyva, ze u nékterych jedinci modelové populace byly
k dispozici pouze vzorky DNA jednoho z jejich rodi¢u. Z pohledu genetiky se jednalo o
skupiny sourozenct a polosourozencti u kterych bylo provedeno molekularni hodnoceni
rovnéz jejich matky nebo otce. V databazi bylo identifikovano celkem 35 matek, u
kterych byli hodnoceni rovnéz jejich potomci. Tito potomci jsou v tabulce 10 oznacéeni

pismenem ,,M* (matka) a ¢islem jejich matky. Pro analyzy byli pouziti rovnéz potomci
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18 otct. Tito potomci jsou Vv tabulce 10 oznaceni pismenem ,,0° (otec) a Cislem jejich

otce.

4.5. Charakteristika populace c¢eskoslovenského vicaka z hlediska

vybranych Slechtitelskych parametru

4.5.1. Podil krve vlka v genomu ¢eskoslovenského vicaka
Podil krve vlka uhodnocenych jedinciu byl pievzat z mezinarodni databaze
Statistics on the Czechoslovakian Wolfdogs breed, ktera je volné pfistupnd na

internetové adrese http://www.amicale-chien-loup-tchecoslovaque.com/cgi-bin/form.py.

Tato databaze je vytvafena a aktualizovdna ve Francii a zahrnuje v sobé kompletni
udaje z plemenné knihy plemene ¢eskoslovensky vic¢dk. Podil krve vlka je stanovovéan
u vSech jedincli na zaklad¢ prostého vypoctu zastoupeni viciho genomu v kiiZzencich
riznych filidlnich generaci i u soucasnych piedstavitelii plemene. Napiiklad kiizenec
prvni filidlni generace vlka a psa vykazuje 50% (0,5) podil krve vlka ve svém genomu.
Pokud je tento F1 hybrid kiiZen s Cistokrevnym psem je podil vI¢i krve u potomki
vzniklych z tohoto kiizeni 25% (0,25).

4.5.2. Koeficient inbreedingu hodnocenych zvirat

Koeficient inbreedingu hodnocenych jedincti byl rovnéz pievzat z mezinarodni
databaze Statistics on the Czechoslovakian Wolfdogs breed, kterd je volné ptistupnd na

internetové adrese http://www.amicale-chien-loup-tchecoslovaque.com/cgi-bin/form.py.

Tato databaze je vytvafena a aktualizovdna ve Francii a zahrnuje v sob& kompletni
udaje z plemenné knihy plemene ceskoslovensky vicak.

Koeficient inbreedingu vyjadiuje procentualni zastoupeni autozygotnosti jedince
vzhledem k ur¢ité puvodni populaci, kterda by méla byt od nami hledaného jedince

dostatecné vzdalend. Je stanovovan podle vzorce:
1+F
Fy = E n, +n 5 1
2 Thy

kde:
¥ — pocet usekl ke vSem spole¢nym predkiim

n; — pocet tsekill (generaci) ke spolecnému piedku ze strany otce
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n, — pocet usektll (generaci) ke spolecnému predku ze strany matky
Fa.— koeficient inbreedingu spole¢ného predka

(Wright, 1922; Jakubec et al. 2010)

4.5.3. Koeficient ztraty predki

Koeficient ztraty predkt (AVK, Ancestor-Loss Coefficient) hodnocenych
jedinct byl pfevzat z mezinarodni databédze Statistics on the Czechoslovakian Wolfdogs

breed, ktera je volné pfistupnd na internetové adrese http://www.amicale-chien-loup-

tchecoslovaque.com/cgi-bin/form.py. Tato databaze je vytvafena a aktualizovana ve

Francii a zahrnuje v sobé kompletni idaje z plemenné knihy plemene ¢eskoslovensky
vicak.

Koeficient ztraty predkli je op€t stanovovan u vSech jedincii. Stanovuje
procentualni podil jedineéné se vyskytujicich pfedki v rodokmenu ke vsem piedkim

Vv rodokmenu hodnoceného zvifete

45.4. Testovani normality rozdéleni vybranych Slechtitelskych parametri u

plemene Ceskoslovensky vi¢ak a transformace dat

Pfed samotnym statistickym testovanim byla provedena tzv. exploratorni
analyza dat (EDA) zaméfena na ovéfeni normalniho rozdéleni dat pro parametry: Fy5,
Fx8, AVK5, AVKS a krev vlka. Normalita rozdéleni byla ovétovana na zakladé grafické
analyzy — pomoci histogramt a Q-Q grafu a pomoci hodnot Sikmosti (g1) a Spicatosti
(92)-

Jelikoz vétSina hodnocenych parametrti nesplnila pfedpoklad normalniho
rozdé€leni dat, bylo zapotfebi data transformovat. K transformaci byla pouZita tzv. Box-
Coxova transformace dat zlepSujici parametry Sikmosti 1 SpiCatosti vzhledem

k normalnimu rozdéleni.

4.5.5. Rozdéleni modelové populace Ceskoslovenského vicaka do kategorii podle

urovné vybranych Slechtitelskych parametru

Jedinci byli rozdéleni do tii skupin (A, B, C) podle hodnot tranformovanych
parametr (Zastoupeni krve vlka, Fy5, F8, AVKS, AVKS8) uvedenych v tabulce 16.

Skupina A piedstavovala jedince, ktefi mé¢li hodnotu transformovaného parametru
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mensi nez hodnotu aritmetického priméru — s. Skupina B byla vymezena intervalem
transformovanych hodnot aritmetického priméru + s. Skupina C obsahovala jedince,
ktefi méli hodnotu transformovaného parametru vétsi nez je hodnota aritmetického
praméru +s.

Cilem tohoto postupu bylo vytvofit skupiny A a C, které by mély teoreticky
pfedstavovat jedince s extrémnimi hodnotami v zastoupeni krve vlka, Fy5, Fx8, AVKS5,

AVKS.

4.6. Statistické hodnoceni vztahu mezi polymorfismem
mikrosatelitnich lokusu a zafazenim jedincu do skupin vybranych

Slechtitelsky vyznamnych parametrii

4.6.1. Testovani vyznamnosti rozdili mezi vytvoienymi skupinami $lechtitelsky

vyznamnych parametri

U vyznamnych Slechtitelskych parametrii (zastoupeni krve vlka, Fy5, F8,
AVKS, AVKS) bylo provedeno statistické porovnani vyznamnosti rozdili mezi
praméry jednotlivych skupin vytvofenych na zakladé hodnoty aritmetického priméru a
smérodatné odchylky viz kapitola 4.5.5. Porovnany byly rovnéz priméry psi a fen
vzdgjemné a priméry psi a fen vuc¢i celkové populaci. Pro analyzu byl pouzit

dvouvybérovy t-test v programu STATISTICA 9.1. (StatSoft).

4.6.2. Testovani vyznamnosti vlivu po¢tu heterozygotnich SSR lokusi jedinci na

zatazeni do jednotlivych skupin Slechtitelsky vyznamnych parametri

Rozdily mezi primérnymi pocty heterozygotnich lokust jedinct zatazenych do
skupin A, B a C podle urovni transformovanych hodnot vySe jmenovanych znaku byly
hodnoceny pomoci dvouvybérovych t-testli. Soucasné bylo testovano, zda existuji
statisticky vyznamné rozdily mezi pruméry skupin A, B, C a primérem celkové

populace. Pro statistickou analyzu byl pouzit program STATISTICA 9.1. (StatSoft).
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4.6.3. Testovani vyznamnosti vlivu primérné heterozygotnosti jednoho SSR
lokusu na zarazeni jedince do jednotlivych skupin Slechtitelsky vyznamnych

parametri

Rozdily mezi primérnou hodnotou heterozygotnosti SSR lokusi u jedinct
zafazenych do skupin A, B a C podle trovni transformovanych hodnot vyse
jmenovanych znakii byly hodnoceny pomoci dvouvybérovych t-testti. Soucasné bylo
testovano, zda existuji statisticky vyznamné rozdily mezi pruméry skupin A, B, C a
prumérem celkové populace. Pro statistickou analyzu byl pouzit program STATISTICA
9.1. (StatSoft).

4.6.4. Testovani vyznamnosti vlivu primérného poctu alel jednoho SSR lokusu na
zarazeni jedinci do jednotlivych skupin Slechtitelsky vyznamnych
parametri
Rozdily mezi praimérmymi pocty alel SSR lokus u jedinci zafazenych do

skupin A, B a C podle urovni transformovanych hodnot vyse jmenovanych znaka byly

hodnoceny pomoci dvouvybérovych t-testli. Soucasné bylo testovdno, zda existuji
statisticky vyznamné rozdily mezi priméry skupin A, B, C a primérem celkové

populace. Pro statistickou analyzu byl pouzit program STATISTICA 9.1. (StatSoft).
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5. Vysledky

5.1. Markery mikrosatelitnich lokust

5.1.1. Kvantita a kvalita izolované genomické DNA

Cilem diplomové prace byla aplikace markeri zalozenych na principu PCR
V popula¢ni analyze Ceskoslovenského vicaka. Cilem prace nebylo hodnotit kvalitu
izolované DNA ani jeji vytéznost. Pfesto tyto parametry jsou dilezité pro naslednou
aplikaci mikrosatelitnich markerti. Extrahovand DNA méla z hlediska vytéznosti
nasledujici parametry:

e primérné mnozstvi DNA ziskané z jednoho kartacku: 18300 ng, Vi=4,2 %

e pomcr absorbanci A260/A280: 1,91, Vi = 3,6 %

e pomér absorbanci A260/A230: 2,13, Vi=5,1 %
Vyse uvedené parametry vzdy odpovidaly vysoce Cist¢é DNA. Mnozstvi extrahované
DNA by bylo mozné pouzit bez problému k velkému poctu molekuldrnich analyz
jednoho jedince, protoze do jedné standardni PCR reakce je obvykle piidavano pouze
20 ng DNA. Rovnéz testovaci elektroforézou bylo zjisténo, ze DNA izolovana DNA

kitem mé vzdy vysokomolekularni charakter.

5.1.2. Specifi¢nost pouzitych markeri

Vsechny markery, které byly zatazeny do multiplexu 1 a II spolehlivé
amplifikovaly alely, jejichZ velikosti se plné shodovaly s intervalem velikosti, které
popsali van Asch et al. (2009). Z metodického postupu vyplyva, Ze oba multiplexy byly
smichéany a tudiZ pfi jedné separaci bylo analyzovano vSech 8 mikrosatelitnich lokusti.
Na obrazku 5 je uveden chromatogram s vyznafenymi piky jednotlivych alel ptred
vyhodnocenim pomoci programu GeneMapper verze 4.1. (Aplied Biosystems). Na
nasledujicich obrazcich je zndzornén postup identifikace alel mikrosatelitnich lokust
pomoci tzv. ,bind“. Pro vSechny lokusy byla charakteristickd vysokéd specifi¢nost.
Optimalizovany metodicky postup amplifikace, fedéni a denaturace vzorkl zajistil, Ze
vysky piki alel jednotlivych mikrosatelitnich lokusti byly vyvdzené vysoké a rovnéz

automatické odecitani velikosti jednotlivych alel probéhlo bez komplikaci.
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Obrazek 5  Chromatogram detekovanymi alelami SSR-multiplext I a Il
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Obrazek 6:  Detekce alel mikrosatelitniho lokusu FH2004 pomoci programu
GeneMapper verze 4.1. (Aplied Biosystems)
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Obrazek 7:  Detekce alel mikrosatelitniho lokusu FH2010 pomoci programu
GeneMapper verze 4.1. (Aplied Biosystems)
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Obrazek 8:  Detekce alel mikrosatelitniho lokusu FH3210 pomoci programu
GeneMapper verze 4.1. (Aplied Biosystems)
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Obrazek 9:  Detekce alel mikrosatelitniho lokusu FH3241 pomoci programu
GeneMapper verze 4.1. (Aplied Biosystems)

[FH3241 ]

237 233 241 243 245 247 243 251 253 255 257 259 261 263 265 267 269 2mM 273 275 277

2400

2000

1600

1200

800

a0

i

Obrazek 10: Detekce alel mikrosatelitniho lokusu C38 pomoci programu GeneMapper
verze 4.1. (Aplied Biosystems)
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Obrazek 11:

Detekce alel mikrosatelitniho lokusu FH2361 pomoci programu

GeneMapper verze 4.1. (Aplied Biosystems)
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Obrazek 12: Detekce alel mikrosatelitniho lokusu FH4012 pomoci programu
GeneMapper verze 4.1. (Aplied Biosystems)
[FRa012 |
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Obrazek 13: Detekce alel mikrosatelitniho lokusu REN214L11 pomoci programu
GeneMapper verze 4.1. (Aplied Biosystems)
[RERZ213L11 ]
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5.1.3. Detekované alely hodnocenych mikrosatelitnich lokusi

V tabulce 11 je uveden piehled detekovanych alel vSech hodnocenych jedincu.
Do této tabulky jsou zafazeni rovnéz jedinci, u kterych nebyla potvrzena paternita a
jeden jedinec, jehoz puvod je odvoze od psa s neodpovidajici paternitou. Vysledky —
detekované alely 8 SSR-lokusi jsou zcela zamérné sefazeny podle rodokmenové

prislusnosti jednotlivych jedincti k uplnym respektive netiplnym rodindm.
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Tabulka 10:  Geneticka piibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokust — 1. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznaceni jedinci s neodpovidajici

paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
¢. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec |  FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal]alela2 |alelal|alela2 | alelal |alela2 | alelal |alela2 |alelal | alela2 |alelal]alela2 |alelal|alela2 | alelal | alela2 | lokusi
38| F RL | 317 |275| 168 | 175 | 153 | 161 | 271 | 271 | 263 | 263 | 145 | 153 | 239 | 304 | 117 | 117 | 152 | 156 5
24| F RL | 317 |275| 168 | 168 | 153 | 161 | 239 | 255 | 259 | 263 | 141 | 145 | 239 | 325 | 117 | 133 | 152 | 152 6
319 P RL | 317 |275| 168 | 175 | 149 | 161 | 271 | 271 | 263 | 263 | 145 | 153 | 239 | 325 | 133 | 133 | 152 | 152 4
20| P RL | 317 |275| 168 | 168 | 153 | 161 | 271 | 271 | 259 | 263 | 141 | 145 | 304 | 325 | 117 | 117 | 152 | 156 5
322 P RL | 317 |275| 168 | 168 | 149 | 161 | 255 | 271 | 263 | 263 | 141 | 145 | 304 | 325 | 117 | 133 | 152 | 152 5
04| F R2 | 323 |326| 168 | 226 | 153 | 157 | 239 | 255 | 259 | 263 | 141 | 145 | 248 | 321 | 133 | 133 | 148 | 152 7
07| F R2 | 323 |326| 168 | 226 | 157 | 157 | 255 | 255 | 259 | 263 | 141 | 141 | 243 | 341 | 133 | 133 | 148 | 152 5
08| F R2 | 323 |326| 226 | 226 | 153 | 157 | 239 | 271 | 255 | 263 | 141 | 145 | 243 | 248 | 117 | 133 | 148 | 152 7
41| F R3 | 111 | 67 | 168 | 226 | 161 | 161 | 255 | 271 | 263 | 263 | 165 | 169 | 312 | 312 | 117 | 133 | 148 | 152 5
143] F R3 | 111 | 67 | 168 | 226 | 161 | 161 | 271 | 290 | 255 | 263 | 141 | 145 | 239 | 312 | 117 | 133 | 148 | 152 7
|140] F R3 | 111 [ 67 [ 168 | 226 | 157 | 161 | 290 | 208 | 255 | 263 | 165 | 169 | 1248 |48 117 | 133 | 148 | 152 8
139 P R3 | 111 | 67 | 168 | 226 | 157 | 161 | 255 | 271 | 263 | 263 | 141 | 169 | 248 | 312 | 117 | 133 | 148 | 152 7
42| P R3 | 111 | 67 | 168 | 226 | 157 | 161 | 255 | 298 | 263 | 263 | 141 | 145 | 239 | 312 | 117 | 133 | 148 | 152 7
290 P R4 | 289 |175| 168 | 171 | 157 | 161 | 290 | 290 | 251 | 255 | 141 | 141 | 252 | 3210 | 117 | 138 | 148 | 152 6
35| F R5 | 363 | 361 | 168 | 168 | 153 | 157 | 271 | 271 | 251 | 263 | 141 | 141 | 239 | 239 | 117 | 138 | 148 | 156 4
34| P R5 | 363 | 361 | 168 | 226 | 149 | 157 | 271 | 271 | 255 | 263 | 141 | 141 | 239 | 239 | 117 | 138 | 148 | 152 5
%7| P R5 | 363 | 361 | 168 | 226 | 149 | 161 | 271 | 271 | 251 | 251 | 141 | 141 | 239 | 239 | 117 | 117 | 148 | 156 4
214 F R6 | 206 | 212 | 226 | 230 | 153 | 161 | 239 | 302 | 259 | 263 | 141 | 145 | 304 | 337 | 117 | 129 | 152 | 152 7
22| F R6 | 206 |212| 168 | 230 | 149 | 161 | 290 | 302 | 259 | 263 | 135 | 145 | 321 | 337 | 117 | 129 | 148 | 152 8
334 F R6 | 206 | 212 | 230 | 230 | 149 | 161 | 255 | 290 | 259 | 263 | 135 | 141 | 304 | 325 | 117 | 129 | 148 | 152 7
36| P R6 | 206 | 212 | 168 | 230 | 149 | 161 | 290 | 302 | 259 | 263 | 141 | 145 | 304 | 325 | 117 | 117 | 152 | 152 6
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Tabulka 10:  Geneticka piibuznost hodnocenych jedincl a detekované alely SSR lokust — 2. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznaceni jedinci s neodpovidajici

paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
466 F R7 464 175 226 226 153 161 283 298 263 263 141 145 252 321 117 117 148 152 5
80 P R7 464 175 168 171 153 157 283 298 255 263 141 141 252 321 117 133 148 152 7
465 P R7 464 175 168 226 157 161 298 302 259 263 141 145 321 325 117 133 148 152 8
358 P R8 328 326 175 226 153 161 255 271 251 263 141 169 248 321 117 133 148 148 7
131 F R9 97 99 226 226 161 161 255 271 255 255 153 169 248 252 117 133 148 152 5
132 F R9 97 99 168 226 161 161 239 255 251 263 135 145 239 248 117 133 148 148 6
133 F R9 97 99 168 226 149 161 239 255 251 255 145 169 252 325 117 133 148 148 7
261 P R9 97 99 226 226 149 161 255 271 255 263 145 169 239 248 117 133 148 152 7
343 F R10 328 326 226 226 153 161 255 271 251 255 145 169 248 321 117 133 148 148 6
158 P R10 464 352 168 168 149 161 255 302 259 263 141 145 239 321 117 133 148 152 7
409 F R11 120 195 226 226 161 161 271 294 259 263 145 145 239 239 133 138 148 152 4
77 F R12 466 67 168 226 153 161 255 283 263 263 141 145 252 316 117 117 152 152 5
110 F R12 466 67 226 230 161 161 255 283 263 263 141 165 252 312 117 117 152 152 4
203 P R13 335 80 168 230 153 161 271 298 263 263 141 169 248 252 117 117 148 152 6
240 F R14 422 371 168 175 153 161 255 302 263 263 145 165 239 248 117 133 148 152 7
378 P R15 382 104 168 226 157 161 271 271 259 263 141 169 239 308 117 133 148 148 6
301 P R16 303 89 226 226 149 161 271 290 255 259 141 141 239 239 133 138 148 152 6
279 F R17 383 67 168 175 153 161 255 271 263 263 165 169 239 248 117 133 148 152 7
373 F R17 383 67 168 168 153 161 255 271 251 263 141 165 239 248 117 133 148 148 6
399 P R17 383 67 168 230 153 161 255 271 263 263 141 141 239 248 117 133 148 152 6
229 F R18 226 350 168 168 149 161 271 283 251 255 145 169 239 248 117 117 148 152 6
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Tabulka 10:  Geneticka piibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokust — 3. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznaceni jedinci s neodpovidajici

paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Pocet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
403 P R19 396 441 226 226 153 153 271 298 255 263 141 145 243 329 117 133 152 152 5
162 F R20 165 175 168 171 157 157 239 290 255 263 141 145 239 252 117 117 148 148 5
160 P R20 165 175 171 226 161 161 271 290 255 263 145 145 239 325 117 117 148 148 4
163 P R20 165 175 168 171 157 157 271 290 259 263 141 145 239 252 117 117 148 148 5
397 F R21 383 465 168 175 153 161 271 302 251 263 141 169 248 325 117 133 148 152 8
13 P R22 440 67 168 230 157 161 255 298 263 263 141 165 243 312 117 117 148 152 7
281 F R23 283 282 168 230 161 161 271 302 263 263 165 165 248 325 117 129 152 152 4
280 F R24 284 282 168 226 153 161 239 271 259 263 141 141 248 248 129 133 152 152 5
379 P R25 404 383 168 175 153 153 255 271 255 263 141 169 239 248 133 133 148 152 6
167 F R26 166 161 168 226 149 157 271 271 259 263 141 141 239 239 117 117 148 152 4
273 F R26 166 161 168 168 149 161 271 271 259 263 141 145 239 239 117 133 148 148 4
351 P R26 166 161 168 226 149 161 271 271 251 263 145 145 239 239 117 133 148 152 5
407 P R26 166 161 168 226 149 161 239 271 259 263 141 145 239 239 133 133 148 152 6
396 F R27 374 393 168 226 149 153 271 271 255 263 141 145 325 329 117 133 148 152 7
105 F R28 97 371 168 226 161 161 255 255 251 263 141 153 239 239 117 117 152 152 3
413 F R29 276 414 164 168 153 161 239 239 251 259 139 169 239 256 117 117 148 152 6
159 P R30 103 353 168 168 149 149 255 271 263 263 141 145 239 252 117 133 152 152 5
194 P R30 103 353 168 168 149 149 255 271 259 263 141 145 239 239 133 133 152 152 3
398 P R31 395 371 168 226 149 161 271 271 263 263 141 165 239 239 117 117 148 152 5
335 F R32 114 74 226 230 153 161 271 271 255 263 169 169 248 252 117 133 148 152 7
468 P R33 382 104 168 226 157 161 271 271 259 263 141 169 248 325 133 133 148 152 6
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Tabulka 10:  Geneticka piibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokust — 4. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznaceni jedinci s neodpovidajici

paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 |alelal]alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 |alelal | alela2 | alelal|alela2 |alelal]alela2 ]| alela1 |alela2 | lokusi
489 F R34 289 175 168 171 161 161 255 290 251 255 141 141 248 252 117 133 148 152 6
297 F R34 440 67 168 226 161 161 255 271 263 263 141 141 239 243 117 117 148 152 4
460 F R35 459 275 168 175 153 161 255 271 263 263 153 169 239 252 133 133 152 152 5
460 P R36 | 414 |412 | 164 | 168 | 153 | 161 |7239 239 |"9850 1N063 | 139 | 145 133 | 133 6
359 F M 97 168 230 161 161 271 271 255 263 141 145 252 325 117 133 148 152 6
104 P M 97 175 226 161 161 271 271 251 259 153 169 239 325 117 133 148 152 6
97 P M 100 168 226 161 161 255 271 251 255 145 153 239 252 117 117 148 152 6
478 P M 100 226 226 153 161 239 298 255 263 153 165 239 325 117 129 152 152 6
134 F M 101 175 230 161 161 271 271 255 263 145 145 239 329 117 117 152 152 3
135 F M 101 175 230 161 161 271 271 251 263 145 145 239 325 117 138 148 152 5
136 F M 101 175 226 153 161 271 271 255 263 145 145 239 325 117 117 152 152 4
137 P M 101 168 230 153 161 271 271 251 263 145 145 239 325 117 117 148 148 4
91 P M 114 168 168 149 153 271 290 263 263 145 145 239 312 117 138 148 148 4
178 P M 114 168 168 149 149 290 298 263 263 145 145 239 248 117 117 148 152 4
349 P M 114 226 226 149 161 271 271 263 263 145 145 239 248 117 117 148 148 2
92 F M 115 168 168 157 161 271 271 251 263 145 165 239 239 117 133 152 152 4
111 F M 115 168 226 161 161 271 298 263 263 145 169 248 312 133 133 148 152 5
117 F M 115 168 226 149 161 271 290 263 263 141 145 239 239 117 117 148 152 5
120 F M 115 226 230 149 161 271 271 259 263 145 169 239 239 117 138 148 152 6
121 F M 115 168 230 161 161 271 298 263 263 145 169 239 308 117 129 148 152 6
187 F M 115 226 230 157 161 271 271 251 263 165 169 239 248 117 117 148 152 6
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Tabulka 10:  Geneticka piibuznost hodnocenych jedincl a detekované alely SSR lokust — 5. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznaceni jedinci s neodpovidajici

paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
459 F M 115 168 168 153 161 271 298 259 263 145 169 252 312 133 133 152 152 5
118 P M 115 168 168 157 161 239 271 263 263 141 169 239 239 117 133 148 152 5
119 P M 115 168 230 153 161 271 271 251 263 165 169 239 239 117 133 148 152 6
161 P M 115 168 226 149 161 271 271 259 263 141 145 239 239 117 133 148 152 6
417 P M 115 168 230 157 161 239 271 251 263 145 165 248 252 117 133 152 152 7
145 F M 116 171 226 149 161 255 290 251 263 145 153 239 239 117 117 148 148 5
165 F M 116 168 226 157 161 239 271 259 263 141 145 239 239 117 133 148 148 6
122 P M 116 168 226 157 161 239 271 259 263 141 145 239 239 117 117 152 152 5
146 F M 117 168 230 149 153 271 294 263 263 141 145 239 325 117 117 152 152 5
147 P M 117 168 230 149 153 271 290 263 263 141 145 239 329 117 117 152 152 5
463 P M 117 168 168 149 153 255 290 263 263 141 145 239 325 117 138 148 152 6
150 P M 120 168 226 157 161 239 271 263 263 141 145 239 239 117 133 148 152 6
151 P M 120 168 230 157 161 239 271 259 263 169 169 239 239 117 138 148 152 6
419 P M 120 168 230 149 157 239 271 259 263 141 145 239 239 133 138 152 152 6
420 P M 120 168 230 153 161 239 271 259 263 141 169 239 239 117 129 152 152 6
125 F M 121 175 230 161 161 290 298 263 263 141 169 239 243 117 129 148 148 5
152 F M 121 175 230 149 161 271 298 255 263 145 145 239 312 117 117 148 148 5
153 F M 121 168 175 149 161 298 298 255 263 141 145 239 316 117 117 148 152 6
155 F M 121 168 226 149 161 298 298 263 263 141 169 308 312 117 117 152 152 4
124 P M 121 168 175 161 161 290 298 259 263 141 145 243 308 117 117 148 152 6
154 P M 121 168 175 149 161 271 298 255 263 149 169 239 312 117 129 148 152 8
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Tabulka 10:  Geneticka piibuznost hodnocenych jedincl a detekované alely SSR lokust — 6. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznaceni jedinci s neodpovidajici

paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 |alelal]alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 |alelal | alela2 | alelal|alela2 |alelal]alela2 ]| alela1 |alela2 | lokusi
416 P M 121 168 226 149 161 255 271 255 263 141 169 308 312 117 117 152 152 6
127 F M 126 168 168 149 161 239 306 263 263 141 145 252 312 117 133 152 152 5
246 F M 206 226 230 153 161 255 290 263 263 135 169 304 325 129 133 148 152 7
112 F M 218 226 226 149 149 271 283 263 263 141 145 239 329 117 117 148 152 4
294 F M 218 168 226 157 161 271 298 251 251 141 145 239 321 117 117 148 152 7
342 P M 218 226 226 149 157 283 290 263 263 141 145 321 325 117 117 148 152 6
215 F M 226 168 168 153 161 271 290 263 263 145 153 239 316 133 133 148 148 5
231 F M 229 168 168 161 161 271 283 251 255 165 169 239 252 117 133 148 152 6
[230] F M 229 [N NAT 140 | 161 | 271 [ 271 [ 251 | 255 | 145 | 165 | 239 | 252 | 117 | 133 | 148 | 148 6
206 F M 267 168 230 153 161 239 290 263 263 135 141 304 321 117 129 152 152 8
252 F M 267 226 226 149 161 239 271 255 263 141 145 243 325 117 133 148 148 6
432 F M 267 226 226 157 161 271 290 263 263 145 145 239 321 117 133 148 148 4
243 P M 267 168 230 149 161 271 290 263 263 145 145 321 325 117 117 148 152 5
245 P M 267 226 230 149 161 290 290 263 263 141 145 239 321 117 133 148 148 5
228 F M 270 168 168 153 161 271 298 259 263 141 153 239 248 117 133 148 152 7
232 F M 270 168 168 153 161 255 298 251 263 141 153 239 248 117 117 152 152 6
293 F M 281 175 230 153 161 255 271 263 263 141 165 248 248 117 129 152 152 5
376 F M 283 168 230 153 161 255 283 251 263 141 161 248 321 117 133 152 152 7
422 F M 283 175 226 153 161 271 302 263 263 145 161 248 321 117 133 148 152 7
292 F M 284 168 226 153 157 271 283 263 263 141 165 308 321 117 133 152 152 6
451 F M 289 168 168 149 157 255 290 255 263 141 169 248 312 117 133 148 152 7
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Tabulka 10:  Geneticka piibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokust — 7. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznaceni jedinci s neodpovidajici

paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
452 F M 289 168 168 149 157 290 290 255 263 141 145 248 312 117 133 148 152 6
487 F M 289 168 175 149 161 255 290 263 263 141 141 248 333 117 133 148 152 6
450 P M 289 168 175 149 157 255 255 251 255 141 165 316 321 117 133 148 152 7
453 P M 289 168 175 149 157 255 290 251 255 145 169 248 312 117 133 148 156 8
327 F M 303 168 230 161 161 290 298 255 263 145 153 239 248 117 117 148 152 6
310 F M 305 168 226 149 161 255 255 259 263 145 169 248 325 117 133 148 152 7
260 P M 305 168 230 149 161 255 255 259 263 145 145 248 312 117 117 148 152 5
311 P M 312 168 226 157 161 255 290 251 263 145 165 239 325 133 133 148 152 7
174 F M 335 168 226 153 153 271 298 255 263 141 169 252 321 117 133 148 152 7
256 F M 335 226 226 153 161 271 287 255 259 141 169 248 329 133 133 148 152 6
336 F M 335 226 226 149 161 271 290 255 259 141 169 239 252 133 133 148 152 6
255 P M 335 168 226 153 161 271 271 255 263 141 169 248 256 117 117 152 152 5
321 P M 360 226 230 157 161 239 290 263 263 141 169 312 316 129 133 148 152 7
372 P M 313 168 226 149 153 255 255 251 255 141 145 239 325 117 138 148 152 7
381 P M 376 168 230 161 161 255 283 263 263 141 165 239 321 117 133 148 152 6
107 F M 382 168 168 157 161 271 271 263 263 141 169 248 308 117 117 148 152 4
380 F M 382 168 230 161 161 239 271 263 263 141 169 308 325 117 133 148 148 5
282 P M 382 168 168 157 161 271 271 263 263 141 165 248 308 117 129 148 152 5
328 F M 383 175 226 149 153 255 271 251 255 169 169 239 248 117 117 148 148 5
177 P M 383 168 175 153 161 271 271 259 263 145 169 248 325 117 133 148 148 6
361 P M 383 168 226 149 153 255 271 251 255 141 169 239 239 117 138 148 152 7
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Tabulka 10:  Geneticka piibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokust — 8. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznaceni jedinci s neodpovidajici

paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd

366 P M 383 168 226 153 161 271 271 251 263 141 169 239 248 117 117 148 152 6
423 F M 422 175 226 157 161 271 298 263 263 141 161 248 304 117 117 148 152 6
291 P M 422 168 175 157 161 239 302 263 263 141 161 304 321 133 133 148 152 6
357 F M 429 175 226 149 153 255 271 259 263 141 145 248 329 133 133 152 152 6
428 F M 429 168 226 149 161 255 271 255 259 169 169 248 325 117 133 148 152 7
355 P M 429 168 168 149 153 255 271 263 263 145 169 248 312 117 133 148 152 7
427 P M 429 175 226 149 161 255 302 255 259 141 169 248 321 117 133 148 152 8
227 P M 433 168 175 153 161 239 302 255 263 165 165 248 252 117 133 148 156 7
362 P M 440 226 230 153 161 271 298 259 263 153 165 304 312 117 129 148 152 8
446 F M 447 175 226 153 161 271 271 259 263 141 141 304 312 117 117 148 152 5

1 P M 466 226 226 153 161 283 287 263 263 145 145 252 325 117 117 152 152 3
477 P M 479 168 226 149 157 255 271 263 267 141 153 239 248 117 129 152 152 7
73 F O 67 168 230 157 157 255 290 255 263 141 141 239 312 117 133 148 152 6
387 P O 74 226 226 149 149 271 290 251 255 141 145 239 248 117 133 148 148 6
276 F O 118 168 168 153 161 239 298 259 263 141 169 239 256 117 133 148 152 7
418 F O 118 168 226 157 161 239 271 263 263 141 141 239 248 133 138 152 152 5
185 P O 118 168 168 157 161 239 271 263 263 141 141 239 308 133 133 148 148 4
64 P O 161 168 168 149 153 255 271 255 259 145 165 239 321 117 133 148 152 7
63 F O 175 168 226 157 161 255 290 255 259 141 145 239 252 117 133 148 148 7
84 F O 175 226 226 161 161 255 298 263 263 141 141 325 329 117 117 148 152 3
192 F O 175 168 171 161 161 271 298 259 263 145 145 308 325 117 117 148 152 5
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Tabulka 10:  Geneticka piibuznost hodnocenych jedincl a detekované alely SSR lokust — 9. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznaceni jedinci s neodpovidajici

paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
341 F O 175 168 226 157 157 239 298 263 263 135 141 252 304 117 133 148 152 6
87 P O 175 171 226 157 161 255 298 255 263 141 145 239 325 117 117 148 152 7
331 P O 175 226 226 157 157 255 298 255 263 141 145 239 252 117 117 148 152 5
101 F O 195 168 175 161 161 271 271 251 255 145 145 239 321 117 117 148 152 4
223 P O 195 175 226 153 161 239 271 251 263 145 145 239 248 117 138 148 148 6
323 F O 212 168 226 153 157 239 255 259 263 141 165 248 337 117 133 152 152 7
205 F O 243 168 168 149 161 271 290 263 263 145 153 239 325 117 117 148 152 5
208 P O 243 168 168 149 161 290 298 263 263 145 153 239 321 117 133 152 152 5
325 P O 243 226 230 161 161 271 290 263 263 145 153 325 333 117 117 152 152 4
202 F O 255 168 171 149 161 255 271 255 259 169 169 239 256 117 133 148 152 7
259 P O 255 168 171 149 161 271 290 251 263 141 169 248 252 117 138 148 152 8
363 F O 275 168 226 157 161 271 271 251 263 135 141 304 239 117 129 148 156 7
71 P O 275 175 226 161 161 255 255 251 263 141 153 248 325 117 129 148 152 7
113 P O 275 168 175 157 161 271 271 255 263 153 153 239 325 117 133 148 156 6
431 P O 275 168 168 153 161 255 271 255 263 141 153 239 248 133 133 148 156 6
458 P O 275 168 230 161 161 255 271 255 263 141 165 325 325 117 133 148 152 6
244 F O 285 164 164 149 153 255 271 251 255 153 165 248 308 133 133 152 156 6
286 P O 285 168 226 153 153 271 309 255 255 141 165 239 248 133 138 148 152 6
164 F O 329 168 226 161 161 255 298 263 263 141 141 239 248 117 133 152 152 4
191 F O 348 168 226 149 153 271 271 263 263 141 153 308 329 117 117 152 156 5
346 P O 348 168 168 149 153 271 306 263 263 135 145 248 248 117 117 148 152 4
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Tabulka 10:

Geneticka ptibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokusti — 10. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznacéeni jedinci

s neodpovidajici paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex I SSR-multiplex 11 Poéet

C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.

alelal|alela2 |alelal]alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 |alelal | alela2 | alelal|alela2 |alelal]alela2 ]| alela1 |alela2 | lokusi
201 F O 350 168 168 161 161 271 283 255 263 145 165 239 248 117 117 148 148 4
219 F O 350 168 168 149 149 271 271 251 255 145 169 248 325 117 133 152 152 5
344 F (@] 352 168 168 153 161 255 271 251 263 145 145 239 248 117 117 148 148 4
247 P (@] 352 168 168 149 161 271 294 259 263 145 145 239 239 117 117 148 152 4
315 P O 352 168 168 149 161 283 294 259 263 141 145 239 321 117 133 148 152 7
69 F (@] 371 168 168 161 161 255 271 263 263 141 141 239 239 117 133 152 152 2
401 F O 371 168 175 153 161 239 271 255 263 141 169 239 252 117 133 152 152 7
375 P (@] 371 168 226 149 161 271 283 259 263 141 141 239 248 117 117 152 152 5
P O 387 251 251 139 141 239 325 114 133 148 152 6
. P 0 387 230 | 271 | 251 [ 255 |89 |65 239 | 325 | 117 | 133 | 148 | 148 6
68 F (@] 404 164 168 153 161 255 309 251 251 139 161 239 325 114 133 148 148 6
115 F (@] 430 168 230 161 161 271 271 263 263 145 169 239 252 117 133 148 152 5
126 F (@] 430 168 230 153 161 239 271 263 263 145 145 239 252 117 133 148 152 6
473 P O 463 168 168 149 153 271 290 251 263 145 165 239 248 117 133 148 152 7
474 P (@] 463 168 230 153 153 255 271 251 263 145 163 248 325 117 133 148 152 7
9 F 168 175 149 153 255 290 255 259 145 145 239 304 117 133 148 152 7
11 F 168 168 157 157 255 271 255 263 141 169 239 248 117 117 148 148 4
12 F 168 168 157 157 255 275 259 263 145 165 239 312 117 117 148 148 4
62 F 226 226 161 161 255 290 259 263 141 145 243 252 117 117 148 148 4
65 F 168 230 153 157 271 283 251 255 145 169 239 248 117 117 148 148 6
70 F 168 226 149 153 255 271 259 263 141 145 239 248 117 133 152 152 7
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Tabulka 10:

Geneticka pribuznost hodnocenych jedinci a detekované alely SSR lokusti — 11. ¢ast, Cervenou barvou jsou vyznaceni jedinci

s neodpovidajici paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
79 F 168 168 149 157 239 306 263 263 141 145 248 252 133 133 152 156 5
94 F 168 168 157 161 290 302 263 263 153 169 248 329 117 138 148 156 6
100 F 226 226 153 161 255 298 255 259 141 153 239 248 117 133 152 152 7
103 F 168 168 149 149 255 271 263 263 141 165 239 239 117 133 148 152 4
109 F 226 226 157 161 239 271 255 263 141 153 239 248 117 117 152 152 5
114 F 168 226 149 149 271 298 263 263 145 165 248 312 117 117 148 148 4
116 F 175 226 161 161 255 271 251 259 145 153 239 321 117 117 148 152 6
128 F 168 168 149 161 271 271 251 263 141 165 239 248 117 133 152 152 5
130 F 168 168 149 161 255 302 251 255 161 165 239 248 117 129 152 152 6
156 F 168 168 149 153 255 271 251 263 141 145 239 252 117 117 148 152 6
166 F 168 226 157 161 239 271 251 263 141 145 239 239 117 133 148 152 7
171 F 175 230 161 161 255 298 255 263 153 165 325 325 117 133 148 152 6
176 F 168 226 153 157 239 290 263 263 141 141 239 239 117 117 148 148 4
180 F 226 230 153 153 283 290 251 259 141 145 248 321 117 133 148 152 7
181 F 226 230 157 161 283 290 251 263 141 145 252 321 117 133 148 148 7
189 F 168 171 153 153 255 271 251 263 141 145 248 321 117 133 148 152 7
193 F 168 168 149 161 255 271 259 259 141 169 312 321 117 138 148 156 6
209 F 168 226 149 153 271 298 263 263 145 169 239 252 117 117 148 152 6
210 F 168 171 161 161 271 271 263 263 141 145 248 304 133 138 148 148 4
218 F 168 226 149 161 283 298 251 263 141 141 321 329 117 117 152 152 5
226 F 168 226 149 153 271 283 251 263 145 169 239 316 117 133 148 148 7
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Tabulka 10:

Geneticka ptibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokusti — 12. ¢ast, ¢ervenou barvou jsou vyznacéeni jedinci

s neodpovidajici paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex I SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
234 F 168 230 157 161 239 290 263 263 141 169 243 252 117 133 152 152 6
235 F 168 171 153 161 271 283 263 263 165 169 248 325 117 138 148 152 7
249 F 175 226 161 161 255 271 255 263 145 169 239 325 117 133 148 148 6
254 F 168 230 153 161 239 271 259 263 145 169 239 252 117 117 152 152 6
257 F 168 168 149 161 271 290 263 263 141 145 321 329 117 117 148 152 5
258 F 168 226 149 161 271 283 263 263 141 169 239 239 117 117 148 148 4
267 F 226 230 153 161 239 290 259 263 141 145 243 321 117 133 148 152 8
268 F 168 226 153 161 239 290 259 263 135 141 248 304 133 133 148 152 7
270 F 168 168 149 161 255 271 251 259 141 153 248 248 117 133 148 152 6
278 F 168 226 149 153 290 302 263 263 141 169 239 239 117 133 152 156 6
283 F 226 230 157 161 255 302 255 263 161 165 248 325 117 133 148 152 8
284 F 168 226 153 161 239 283 259 263 141 141 248 321 133 133 148 152 6
289 F 168 168 157 161 255 290 251 263 141 169 248 321 133 138 148 152 7
295 F 168 175 149 157 290 290 263 263 141 145 312 329 117 117 148 156 5
298 F 168 226 153 157 255 255 255 263 145 169 248 252 117 129 152 156 7
299 F 168 230 149 153 290 298 255 255 141 153 248 329 117 133 148 152 7
303 F 168 226 149 161 271 290 259 263 141 145 239 304 117 133 148 152 8
305 F 168 226 157 161 255 271 263 263 145 169 248 321 117 133 148 156 7
309 F 168 175 153 153 271 271 263 263 145 165 239 248 117 133 148 152 5
312 F 171 226 153 157 271 290 263 263 165 165 239 239 133 133 148 152 4
314 F 168 175 161 161 271 271 259 263 141 153 248 248 117 117 148 152 4
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Tabulka 10:

Geneticka ptibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokust — 13. ¢ast, Eervenou barvou jsou vyznacéeni jedinci

s neodpovidajici paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
317 F 168 168 149 153 239 271 259 263 145 145 239 304 117 133 152 152 5
333 F 168 168 149 161 255 271 251 259 153 169 239 252 117 133 148 152 7
338 F 168 168 153 157 271 306 263 263 141 153 312 329 117 133 148 152 6
339 F 168 230 153 157 255 271 263 263 141 145 252 321 117 133 148 152 7
340 F 175 230 149 161 255 271 255 259 141 145 325 333 117 133 148 152 8
347 F 168 226 149 157 239 239 259 263 141 141 239 248 117 117 148 148 4
356 F 168 226 149 149 239 271 259 263 141 141 239 333 129 133 148 152 6
360 F 226 226 149 161 271 290 251 263 157 169 252 316 117 133 148 148 6
369 F 168 226 153 161 239 239 259 263 145 169 312 312 117 129 148 152 6
374 F 168 168 149 153 255 271 251 255 141 145 252 325 133 138 148 152 7
382 F 168 168 157 161 271 271 263 263 141 169 248 308 117 133 148 148 4
383 F 168 175 153 161 239 271 251 263 141 169 239 248 117 133 148 148 7
390 F 168 168 149 149 255 271 263 263 141 165 239 248 117 117 148 152 4
395 F 168 168 149 151 255 271 251 263 165 165 239 252 117 117 148 152 5
405 F 168 168 153 161 255 271 251 263 145 169 325 325 117 117 148 152 5
406 F 168 230 153 161 239 239 259 263 145 145 304 321 117 129 152 152 5
412 F 168 226 153 161 251 255 263 263 145 145 312 316 117 133 152 156 6
415 F 168 226 153 161 251 271 251 263 145 165 239 312 117 117 148 148 6
429 F 168 226 149 149 271 302 259 263 141 169 248 248 133 138 148 152 6
433 F 168 226 149 161 271 302 255 255 141 165 239 252 117 117 148 152 6
440 F 168 226 149 161 271 298 263 263 141 165 243 312 117 117 152 152 5

67




Tabulka 10:

Geneticka ptibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokust — 14. ¢ast, ¢ervenou barvou jsou vyznacéeni jedinci

s neodpovidajici paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
442 F 168 168 153 157 255 306 263 263 141 145 312 329 117 133 152 152 5
447 F 175 226 153 161 271 271 259 263 141 169 248 304 117 133 148 152 7
456 F 168 230 153 161 239 271 251 263 145 145 252 321 117 117 148 152 6
464 F 168 226 153 161 283 302 259 263 141 141 248 321 133 133 152 152 5
467 F 168 226 157 161 290 302 259 263 141 141 312 321 117 117 152 152 5
471 F 168 168 153 161 271 271 259 263 153 153 239 325 117 117 148 152 4
472 F 168 175 149 153 271 294 251 255 145 169 239 321 117 117 148 152 7
475 F 168 168 149 153 239 255 255 263 165 165 248 248 117 117 148 148 3
476 F 168 168 149 149 271 306 259 263 141 145 239 248 117 117 148 152 5
479 F 226 226 149 153 239 271 259 263 141 141 239 239 117 129 152 152 4
10 P 168 168 149 161 255 271 255 259 141 153 239 248 117 133 148 152 7
66 P 168 171 153 161 239 290 255 263 141 141 239 325 117 133 148 148 6
67 P 168 230 157 161 255 290 255 263 141 165 239 312 117 117 148 152 7
72 P 168 226 149 153 255 271 251 255 141 169 239 239 117 117 148 152 6
74 P 226 226 149 153 271 290 255 263 141 169 239 248 117 133 148 148 6
82 P 168 168 149 153 290 298 263 263 141 157 248 248 117 138 148 148 4
85 P 168 171 153 161 239 290 255 263 141 145 252 333 117 117 148 148 6
88 P 168 226 149 153 271 287 255 263 141 145 243 248 117 129 148 148 7
89 P 226 226 149 149 271 287 255 263 141 145 239 325 138 138 152 152 4
90 P 175 226 153 153 239 271 263 263 141 169 239 243 133 138 152 152 5
93 P 175 226 157 161 255 287 259 263 141 141 248 252 117 133 148 148 7
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Tabulka 10:

Geneticka ptibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokust — 15. ¢ast, ¢ervenou barvou jsou vyznacéeni jedinci

s neodpovidajici paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet

C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.

alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
95 P 168 171 149 157 239 283 263 263 141 141 248 325 117 133 148 152 7
96 P 168 226 153 161 255 255 251 263 141 165 239 239 117 117 148 152 6
99 P 175 226 149 161 239 271 255 263 135 169 248 325 117 133 148 152 8
106 P 168 175 153 161 255 255 263 263 141 145 239 308 117 133 148 152 6
129 P 168 168 149 161 255 302 251 263 145 161 239 248 117 129 152 152 6
157 P 168 226 149 161 271 283 259 263 153 153 248 248 117 117 152 152 4
168 P 168 226 157 161 271 271 251 259 141 145 243 321 117 133 148 148 6
170 P 226 230 149 153 255 271 251 263 141 165 243 321 117 117 148 152 7
172 P 226 226 149 149 239 271 259 263 141 169 239 239 117 138 148 152 5
173 P 168 226 149 157 271 298 251 263 141 165 248 312 117 133 148 152 8
175 P 171 226 157 161 290 298 255 263 141 145 252 325 117 117 148 148 6
182 P 168 226 149 161 255 290 259 263 141 145 243 252 117 138 148 152 8
184 P 226 226 149 153 255 271 255 263 141 145 248 321 117 117 148 148 5
190 P 168 226 153 153 255 271 251 263 141 141 312 321 117 133 148 152 6
195 P 168 226 149 161 271 294 251 263 145 145 239 239 117 133 148 152 6
196 P 168 175 153 153 239 255 259 263 145 169 243 325 117 138 148 152 7
198 P 168 168 149 153 271 271 263 263 145 169 239 321 117 133 148 148 4
200 P 168 171 157 161 290 306 263 263 145 153 248 329 117 117 148 156 6
207 P 168 168 149 153 290 306 251 263 145 145 325 329 117 133 148 148 5
211 P 168 168 161 161 283 306 251 263 141 141 248 321 133 133 148 152 4
212 P 226 230 149 153 255 302 255 259 141 145 325 337 117 133 148 152 8
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Tabulka 10:

Geneticka ptibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokusti — 16. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznacéeni jedinci

s neodpovidajici paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
213 P 226 226 149 161 271 271 263 263 145 165 239 321 117 117 148 152 4
216 P 168 168 149 149 271 306 255 263 141 169 248 248 117 129 148 152 5
233 P 168 226 153 161 271 294 255 263 145 145 239 248 117 117 148 152 6
236 P 168 168 153 161 255 271 263 263 141 153 239 308 133 133 148 152 5
239 P 168 168 149 161 271 271 263 263 135 145 239 248 117 117 152 152 3
241 P 168 226 149 161 290 290 263 263 139 145 239 329 117 133 148 156 6
248 P 168 168 161 161 283 294 259 263 141 141 239 316 133 133 148 152 4
250 P 168 171 149 153 271 271 259 263 145 165 239 248 117 138 148 148 6
251 P 168 230 149 153 255 290 255 263 135 141 248 304 117 133 148 152 8
264 P 168 168 149 161 271 271 255 263 145 169 239 248 117 133 148 152 6
265 P 175 230 149 161 255 290 255 259 141 153 239 248 117 133 148 152 8
274 P 226 226 153 157 271 290 251 263 141 145 239 243 117 117 148 152 6
275 P 168 175 161 161 255 271 263 263 141 153 239 325 117 133 152 156 6
285 P 164 168 153 153 271 309 251 255 139 165 239 308 114 133 148 152 7
287 P 164 168 153 153 239 271 255 255 139 141 239 308 114 117 148 152 6
296 P 168 230 153 153 271 298 263 267 153 169 239 239 117 117 152 152 4
302 P 168 226 149 161 239 271 259 263 135 153 248 248 117 117 152 152 5
313 P 168 230 149 161 255 271 251 263 141 145 239 321 117 129 152 152 7
316 P 168 168 161 161 271 271 263 263 141 153 239 239 117 133 152 152 2
326 P 175 226 157 161 255 271 255 263 141 145 243 321 117 133 148 148 7
329 P 168 226 161 161 271 298 263 263 141 153 239 239 117 133 152 152 4
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Tabulka 10:

Geneticka ptibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokusti — 17. ¢ast, Eervenou barvou jsou vyznacéeni jedinci

s neodpovidajici paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet
C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.
alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
332 P 168 226 149 149 255 271 251 259 153 169 248 252 117 117 152 152 5
337 P 168 230 153 161 255 271 263 263 141 145 252 333 133 133 148 152 6
345 P 168 168 153 161 239 239 251 263 145 165 248 252 117 117 148 152 6
348 P 168 168 149 161 271 306 263 263 135 153 248 329 117 117 148 156 5
350 P 168 168 153 161 271 283 255 263 145 165 248 325 117 129 148 152 7
352 P 168 168 149 161 255 294 259 263 145 145 239 239 117 133 148 148 4
353 P 168 226 149 157 255 271 259 263 145 169 239 252 133 138 152 152 7
354 P 168 168 153 161 255 306 263 263 141 141 312 329 117 133 152 152 4
370 P 168 226 153 161 239 239 259 263 135 141 304 321 117 129 148 152 7
371 P 168 226 149 161 255 271 263 263 141 165 239 248 117 117 152 152 5
386 P 168 168 149 149 239 255 251 263 169 169 252 325 133 133 148 148 3
392 P 175 226 149 153 255 271 251 263 145 169 252 325 133 138 148 152 8
393 P 168 226 149 149 271 271 263 263 141 141 239 329 117 117 148 148 2
402 P 168 168 149 153 271 290 255 263 145 165 239 252 114 117 148 152 7
408 P 168 175 149 161 239 255 255 259 141 169 243 325 117 117 148 156 7
411 P 168 230 153 157 255 290 255 263 145 145 248 325 133 138 148 148 6
424 P 168 168 153 161 239 271 251 251 135 141 304 321 117 129 152 152 5
441 P 168 226 149 153 271 298 263 263 145 145 243 312 117 117 152 152 4
443 P 168 230 153 161 239 255 263 263 145 153 312 329 133 133 152 152 5
445 P 168 230 153 157 255 255 263 263 141 145 252 329 133 133 148 152 5
454 P 168 168 153 157 271 290 251 251 135 135 239 321 117 138 152 152 4
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Tabulka 10:

Geneticka ptibuznost hodnocenych jedinct a detekované alely SSR lokusti — 18. ¢ast, ervenou barvou jsou vyznacéeni jedinci

s neodpovidajici paternitou, modrou barvou je oznacen potomek jedince s neodpovidajici paternitou

SSR-multiplex | SSR-multiplex 11 Poéet

C. | Pohlavi | Rodina | Matka | Otec FH2004 FH2010 FH3210 FH3241 C38 FH2361 FH4012 REN214L11 | heteroz.

alelal|alela2 | alelal]|alela2 | alelal |alela2 | alelal|alela2 | alelal |alela2 |alela1]|alela2|alelal|alela2 | alelal |alela2 | lokusd
455 P 168 168 153 161 255 271 263 263 145 169 239 256 117 117 148 148 4
457 P 168 168 153 161 239 271 259 263 135 141 239 316 117 129 152 152 6
462 P 171 175 157 161 271 271 259 263 141 145 248 248 133 133 148 152 5
470 P 168 230 153 153 255 271 263 263 153 169 239 248 117 117 148 152 5
480 P 168 230 157 161 283 290 251 263 141 145 243 308 117 117 148 148 6
486 P 168 226 153 161 255 271 251 263 141 165 239 239 117 117 148 152 6
490 P 168 168 153 157 255 271 255 263 165 169 248 321 117 133 148 152 7
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5.1.4. Bioinformatické a populacné genetické vyhodnoceni variability

mikrosatelitnich lokust populace ¢eskoslovenského vi¢aka

Alelické frekvence uvedené v tabulce 10 byly zpracovany pomoci programu
CERVUS 3.0.3 (Kalinowski et al. 2007). Vysledky tohoto hodnoceni jsou uvedeny
v tabulce 11. Protoze v diskuzi ziskané vysledky jsou porovnany svan Asch et al.
(2009) uvadim hned v nasledujici tabulce parametry populace plemene Cao de Gado
Transmontano, které bylo shodnymi mikrosatelitnimi markery hodnoceno autorskym

kolektivem van Asch et al. (2009).

Tabulka 11:  Popula¢ni parametry mikrosatelitnich lokusii u plemene ¢eskoslovensky

vicak ziskané pii feSeni diplomové prace

Lokus Pocet alel Ho He PIC

FH3210 13 0,7820 0.770 0.743
FH3241 5 0,6560 0.605 0.563
FH2004 6 0,6620 0.650 0.598
REN214L11 3 0,5920 0.532 0.421
FH4012 5 0,5810 0.551 0.480
FH2010 5 0,7600 0.715 0.664
FH2361 15 0,8300 0.826 0.807
C38 11 0,7650 0.755 0.716

Tabulka 12:  Popula¢ni parametry mikrosatelitnich lokust u plemene Cao de Gado

Transmontano publikované van Asch et al. (2009)

Lokus Pocet alel |Hp He

FH3210 20 0,8304 0,8780
FH3241 5 0,6549 0,6634
FH2004 13 0,7611 0,8183
REN2141L.11|3 0,4956 0,5648
FH4012 6 0,7080 0,7658
FH2010 4 0,6637 0,6543
FH2361 23 0,8393 0,8795
C38 19 0,9027 0,9050

Z tabulky 11 wvyplyva, Zze u plemen Cceskoslovensky vi¢ak byly hodnoty
heterozygotnosti Ho a Hg pro vSechny hodnocené lokusy velice podobné. Programem
CERVUS 3.0.3 (Kalinowski et al. 2007) bylo nasledné potvrzeno, ze distribuce alel

vSech osmi hodnocenych mikrosatelitnich lokusti odpovida distribuci ale pii platnosti
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Hardy-Weinbergova zakona. Ziskané vysledky budou dale diskutovany v kapitole 6
Diskuze, kde budou porovnavany se zavéry van Asch et al. (2009), kteti pro hodnoceni
polymorfismu genomu psa pouzili zcela shodné markery. Z tabulky 11 rovnéz vyplyva,
ze nejvyssi PIC dosahl lokus FH2361 (0,807), u kterého byl detekovdn soucasné
nejvyssi pocet alel. Tento lokus je z hlediska potencidlnich informaci o variabilité
nejvhodnéjsi pro testovani polymorfismu. Naopak hodnota PIC lokusu REN214L11

cv w7

alel.

5.2. Vyhodnoceni paternity

5.2.1. Vyhodnoceni paternity v uplnych rodinach

Ztabulky 10 wvyplyva rovnéz zafazeni hodnocenych jedinci plemene
Ceskoslovensky vI¢dk do rodin. Termin rodina v diplomové praci predstavuje takovou
situaci, kdy hodnocenému jedinci byli K dispozici rovnéz DNA vzorky jeho obou
rodi¢t. Pomoci mikrosatelitnich markert byli tudiz hodnoceni rodie i se svymi
potomky.

Z grafu 1 vyplyva, ze nejvyssi pocet potomki u dvou kompletnich rodin byl 5 a
rodinou byla takova situace, kdy u rodicovského paru byl hodnocen pouze jeden jejich

potomek. Rodin s jedinym potomkem bylo analyzovano celkem 21.

Graf 1: Pocty potomktl v hodnocenych tplnych rodinach plemene

Ceskoslovensky vicak.

B Poéet potomddd

= ==
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5.2.2. Vyhodnoceni paternity v neiplnych rodinach

Ztabulky 10 vyplyva rovnéz zafazeni hodnocenych jedincu plemene
Ceskoslovensky vicak do nelplnych rodin, Coz znamena, ze u nékterych jedinci v
modelové populaci byly kdispozici pouze vzorky DNA jednoho z jejich rodicu.
Z pohledu genetiky se jednalo o skupiny sourozencii a polosourozencii. Mikrosatelitni
markery byly tudiZ pouzity jak na potomky, tak na jednoho rodi¢e — matku nebo otce.

Z grafu 2 vyplyva, Ze nejvyssi pocet polosourozencti po spole¢nych matkach
bylo 11 a naopak nejniz$i pocet potomku byl 1. Zgrafu 2 zaroven vyplyva, ze
nejbeéznéjsi netplnou rodinou Se spole¢nymi matkami byla takova situace, kdy u matek
byl hodnocen pouze jeden jejich potomek. Matek sjedinym potomkem bylo

analyzovano celkem 15.

Graf 2: Pocty potomkii v hodnocenych neuplnych rodinach plemene

ceskoslovensky vl¢ak po spolecnych matkéch.

B Podet potordd

netplnou rodinou se spole¢nymi otci byla takova situace, kdy u otcti byli hodnoceni dva

jejich potomci. Otcii se dvéma potomky bylo analyzovano celkem 8.
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Graf 3: Pocty potomktli v hodnocenych netplnych rodinach plemene

ceskoslovensky vi¢ak po spolecnych otcich.
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5.2.3. Vyhodnoceni konkrétnich pripadii nepotvrzené paternity

Béhem feSeni diplomové prace bylo zjisténo ne€kolik jedinct, u kterych vysledky
molekularni analyzy nepotvrdily pfedpoklddanou paternitu podle rodokmenti téchto
zvifat. Vzhledem k tomu, Ze tato zvifata s nepotvrzenou paternitou Vv nékterych
ptipadech byla propojena pomoci rodokmend, byla tato problematika rozdélena do 3

nezavislych ptipada.

Pripad 1

Psi 404 a 414 jsou dle rodokmene sourozenci zjednoho vrhu. Jejich
predpokladanym otcem je pes 387, ktery ma odpovidajici paternitu. Mikrosatelitni
analyzou bylo prokazéano, Ze tento pes nemize byt jejich otcem. Tato hypotéza byla
potvrzena nesouladem alel v lokusech FH2004, FH2010 a FH3210 u psa 404 a
v lokusech FH2004, FH2010 a C38 u psa 414. Pes 414 byl teoreticky zafazen do
plemenitby a s fenou 412 m¢l zplodit potomka — psa 461 (rodina 36). Mikrosatelitni
analyzou vSak bylo potvrzeno, Ze skutecnymi rodici psa 461 nemuzZe byt ani pes 414 a
ani fena 412. Alelické neshody mezi psem 461 a jeho potencialnim otcem — psem 414
se tykaly lokust FH3210 a REN214L11. Alelické neshody mezi psem 461 a jeho
potencialni matkou — fenou 412 se vyskytly v lokusech FH3241 a FH2361. Pes 404 je
podle rodokmenu otcem feny 68. Tento vysledek byl jednozna¢né potvrzen rovnéz

pomoci mikrosatelitni analyzy. Fenu 68 vSak bylo nutno vyfadit z nasledujicich
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populaéné genetickych analyz, protoze jeji otec — pes 404 nemél potvrzenou paternitu

pomoci SSR markerd.

Pripad 2

Fena 140, nélezici do rodiny 3, by méla byt podle rodokmenu dcerou psa 67 a
feny 111. Mikrosatelitni analyzou bylo prokazano, ze tato fena nemize byt teoreticky
jeji matkou. Tato hypotéza byla potvrzena nesouladem alel v lokusu FH2361. Pfic¢iny

tohoto nesouladu budou diskutovany v dalsi ¢asti diplomové prace.

Piipad 3

Fena 230 by méla byt podle rodokmenu dcerou feny 229. Mikrosatelitni
analyzou bylo prokazano, ze tato fena teoreticky nemutize byt jeji matkou. Tato hypotéza
byla potvrzena nesouladem alel v lokusu FH2004. V diskuzi diplomové prace se

pokusim objasnit pfi¢iny tohoto nesouladu.

5.3. Posouzeni variability vybranych Slechtitelsky vyznamnych

parametru

5.3.1. Vysledky testovani normality rozdéleni a transformace dat

Slechtitelsky vyznamné parametry (podil krve vlka, Fy5, F«8, AVK5, AVKS)
byly vyhodnoceny s cilem porovnat jejich variabilitu s variabilitou alel mikrosatelitnich
lokust. U téchto dat byla provedena deskriptivni statistika a vyhodnoceni, zda data svou
distribuci odpovidaji normalnimu rozdéleni. Statistickd analyza byla provedena pomoci
programu STATISTICA 9.1. (StatSoft). Normalita rozd€leni byla posuzovana na
zékladé parametrti $picatosti a Sikmosti. V piipadé normalniho rozdéleni se hodnota
Spicatosti musi blizit 0 a hodnota Sikmosti se musi blizit 3. Vysledky této analyzy jsou
prezentovany v tabulkach 13, 14 a 15, ze kterych vyplyva, ze ani u jednoho znaku se
oba dva testované parametry (Spic¢atost a Sikmost) pozadované hodnoté neblizily.
Z tohoto hodnoceni vyplyvd, ze ani jeden ze Slechtitelsky dulezitych parametrt

neodpovidal normalnimu rozdélent.
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Tabulka 13:

Deskriptivni statistika hodnot podil krve vlka, Fy5, Fx8, AVKS a AVKS8 u celé hodnocené populace

Popisné statistiky
ategorte j:)(;)iiectﬁ k]\)/(;lrlgl IE\I/ (:;’lgiil OdS(:I;llf/TI.(a Sikmost | Spitatost | Primér | Median | Modus ér:lgziouSt Minimum | Maximum
Krev vika 358 27,4502 | 29,1713 1,3554 0,16493 | 0,794903 | 28,3175 | 28,2224 27,8 6 22,9492 32,1434
Fx5 358 3,748 10,1562 5,7550 1,39851 | 1,745668 | 7,73393 | 6,21255 0,79 6 0,6412 28,0976
Fx8 358 17,1006 | 22,269 5,1581 2,11477 | 6,655313 | 20,3459 | 18,9309 13,3 6 12,864 48,1754
AVKS5 358 75,8065 | 90,3226 10,8552 | -1,41975 | 3,709125 | 82,6535 | 85,4839 90,3 34 21,9355 98,3871
AVKS 358 26,0784 | 30,1961 3,4504 0,72902 | 2,668003 | 28,4171 | 28,2353 28,2 17 19,6078 47,451
Tabulka 14:  Deskriptivni statistika hodnot podil krve vlka, Fy5, Fx8, AVK5 a AVKS u psu
) Popisné statistiky
fateore jeP(;)ifnectﬁ kl\)/glrlgl E\I/ (;1;’1::' oc?(:::flfl.(a Sikmost | Spitatost | Primér | Median | Modus érf]g:jou“ Minimum | Maximum
Krev vika 173 27,4958 | 29,2459 1,39416 0,31078 | 0,300072 | 28,3981 | 28,2224 | 28,5898 4 24,5514 32,0191
Fx5 173 3,7737 10,572 6,14145 |1,247244| 0,975804 | 8,03879 6,136 4,0804 4 0,7855 27,987
Fx8 173 17,1491 | 22,9864 | 5,30478 1,50561 | 2,866915 | 20,7333 | 19,3411 | 19,6058 4 13,0934 43,7559
AVK5 173 75,8065 | 90,3226 | 10,0466 |-0,71233 | 0,200812 | 82,2988 | 83,871 | 87,0968 15 51,6129 98,3871
AVKS 173 26,0784 | 30,1961 | 3,35802 |0,671912| 1,477454 | 28,3407 | 28,2353 | Vicenas. 9 20,5882 43,3333
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Tabulka 15:

Deskriptivni statistika hodnot podil krve vlka, Fy5, Fx8, AVK5 a AVKS u fen

Popisné statistiky
Kategorie < . : = =
Pocet Dolni Horni Smér. & &ax oy .. Cetnost - .
jedinc | kvartil | kvartil | odchylka Sikmost | Spicatost | Primér | Median | Modus - Minimum Maximum

Krev vika 185 27,4204 29,1077 1,31741 -0,01448 1,33086 28,24209 | 28,2224 | Vicenas. 3 22,9492 32,1434
Ex5 185 3,6946 10,0926 5,36961 1,56554 2,82244 7,44884 | 6,2538 | Vicenas. 3 0,6412 28,0976
Ex8 185 17,0632 20,8901 5,00428 281459 | 11,74811 19,98361 | 18,626 | 13,2846 4 12,864 48,1754
AVK5 185 77,4194 90,3226 | 11,57782 | -1,8691 5,64315 82,98518 | 87,0968 | 90,3226 22 21,9355 98,3871
AVKS 185 26,2745 30,3921 3,54228 0,77327 3,61933 28,48862 | 28,2353 | 28,2353 8 19,6078 47,451

Graf 4: Krabicové grafy vyjadiujici variabilitu podilu krve vlka, Fy5, Fx8, AVK5 a AVKS v celé populaci, u psti a u fen
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Z divodi neshody distribuce vstupnich dat s normalnim rozdélenim byla
pomoci programu STATISTICA 9.1. (StatSoft) provedena Cox-Boxova transformace.
Rozdily mezi rozdélenim netransformovanych a transformovanych dat jsou patrné
rovnéz z grafit 5 — 9. Histogram netransformovanych dat je oznacen pismenem A,
transformovanych dat pismenem B. Q-Q graf netransformovanych dat je oznacen
pismenem C, transformovanych dat pismenem D. Z histogramt i Q-Q grafu vyplyva, ze

transformace u vSech parametri vyrazné priblizila rozdéleni dat normélnimu rozdéleni.

Graf 5: Histogramy a Q-Q grafy ptvodnich a transformovanych hodnot podilu
krve vlka v plemeni ¢eskoslovensky vicak
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Histogramy a Q-Q grafy puvodnich a transformovanych hodnot Fy5
lambda

u plemene ¢eskoslovensky vicak

Graf 6:

© / ©
5.W4 L .SW
,4m O m
= 1+
e zm |78
i | 8
. | _E ~E
L e £
b og 1m
N N U
88 Mmow 4%%ocnwom mmgmxwmoa T
o | g
, o B _z
L s |"%
. £ |02
< oo N
22Rg8s 7 Goupoy sueamygo |

81



Graf 7: Histogramy a Q-Q grafy puvodnich a transformovanych hodnot F,8

u plemene ¢eskoslovensky vicak
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Histogramy a Q-Q grafy pivodnich a transformovanych hodnot AVKS

Graf 8:
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Graf 9: Histogramy a Q-Q grafy pavodnich a transformovanych hodnot AVKS
u plemene Ceskoslovensky vicak
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5.3.2. Rozdéleni populace do skupin vytvoirenych na zakladé irovni hodnocenych

parametri

Vzhledem k tomu, ze transformovana data odpovidala normalnimu rozdéleni,
byla na zakladé smérodatnych odchylek a aritmetickych praméra transformovanych dat
vytvofeny u hodnocenych parametri podil krve vlka, F,5, F«8, AVKS5 a AVKS vzdy 3
skupiny (A, B, C). Rozsahy hodnot téchto skupin jsou popsany v metodické Casti prace.
Do skupiny A byli zafazeni na zakladé transformovanych dat jedinci s nizkymi
hodnotami, do skupiny B sprimémymi hodnotami a do skupiny C s vysokymi
hodnotami parametri. Zatazeni jedinci do téchto skupin je barevné vyznacené
Vv nésledujicich tabulkéch: Jedinci zafazeni do skupiny A jsou oznaceni zluté, do

skupiny B zelené a do skupiny C modte.
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Tabulka 16:

Puvodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrti Fx, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 1.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika
pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.

1 pes 4,5232 | 1,73475 | 22,2662 | 0,67877 | 87,0968 | 6779939 | 30,1961 | 2,19259 | 29,2459 | 4,85714
9 fena | 2,4023 | 0,94954 | 16,3918 | 0,67458 | 91,9355 | 8335953 | 28,6275 | 2,17196 | 28,0424 | 4,77386
10 pes 3,8048 | 1,51115| 16,0371 | 0,6742 | 87,0968 | 6779939 | 28,4313 | 2,16928 | 26,787 | 4,68389
11 fena | 10,1453 |2,87663 | 27,9028 | 0,68086 | 77,4194 | 4322690 | 22,549 | 2,0758 | 30,1009 | 4,91466
12 fena | 10,1453 | 2,87663 | 27,9028 | 0,68086 | 77,4194 | 4322690 | 22,549 | 2,0758 | 30,1009 | 4,91466
13 pes | 12,5418 | 3,20502 | 27,1305 | 0,68064 | 75,8065 | 3988541 | 28,0392 | 2,16385 | 29,0647 | 4,84478
62 fena | 10,2333 |2,88976 | 27,123 | 0,68064 | 79,0323 | 4677068 | 28,9314 | 2,17607 | 29,3846 | 4,86656
63 fena | 5,2085 |1,92236| 18,84 |0,67672|95,1613 | 9510168 | 33,1373 | 2,22779 | 28,2917 | 4,79134
64 pes 5,7014 |2,04515 | 18,4723 | 0,67644 | 77,4194 | 4322690 | 24,902 |2,11658 | 27,7126 | 4,75054
65 fena | 5,7459 | 2,0558 | 21,3165 | 0,67828 | 87,0968 | 6779939 | 27,6471 | 2,15832 | 28,7188 | 4,82101
66 pes |11,8786 | 3,11969 | 24,8451 | 0,67987 | 79,0323 | 4677068 | 25,4902 | 2,126 | 28,3174 | 4,79313
67 pes 7,4652 | 2,42329 | 24,1031 | 0,67959 | 87,0968 | 6779939 | 28,2353 | 2,16658 | 30,0129 | 4,9088
69 fena | 26,2852 | 4,4545 | 48,1754 | 0,68381 | 56,4516 | 1292900 | 19,6078 | 2,01642 | 31,8368 | 5,02756
70 fena | 25,8444 | 4,42404 | 31,8615 | 0,68181 | 48,3871 | 717361 | 32,3529 | 2,21881 | 31,4697 | 5,0041
71 pes 8,3202 | 2,58068 | 22,9864 | 0,67911 | 82,2581 | 5449619 | 28,4314 | 2,16928 | 29,6185 | 4,88237
72 pes | 19,4736 | 3,92781 | 29,6784 | 0,68132 | 67,7419 | 2595041 | 24,5098 | 2,11013 | 30,4878 | 4,94027
73 fena | 6,2538 |2,17282 | 22,2247 | 0,67875 | 88,7097 | 7272401 | 28,4314 | 2,16928 | 29,4475 | 4,87082
74 pes | 15,4661 | 3,54216 | 18,7858 | 0,67668 | 62,9032 | 1955038 | 43,3333 | 2,3244 | 28,1555 | 4,7818
77 fena | 2,3809 | 0,93907 | 18,333 | 0,67633 | 96,7742 | 10141009 | 33,3333 | 2,23 | 28,5804 | 4,81143
79 fena | 3,1585 |1,27815| 16,5873 | 0,67478 | 93,5484 | 8908784 | 27,8431 | 2,1611 | 27,5677 | 4,74022
80 pes 1,6341 | 0,51351 | 16,6904 | 0,67488 | 91,9355 | 8335953 | 29,6078 | 2,18502 | 27,1481 | 4,71011
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrti Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 2.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika
pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.

82 pes | 17,5822 | 3,75482 | 24,4153 | 0,67971 | 74,1935 | 3673841 | 25,098 |2,11975 | 27,9037 | 4,76408
84 fena | 5,2085 |1,92236| 18,84 |0,67672|95,1613 | 9510168 | 33,3333 | 2,23 | 28,2917 | 4,79134
85 pes |11,8786 | 3,11969 | 24,8451 | 0,67987 | 79,0323 | 4677068 | 25,6863 | 2,12908 | 28,3174 | 4,79313
87 pes 5,2085 | 1,92236 | 18,84 |0,67672|95,1613 | 9510168 | 33,3333 | 2,23 | 28,2917 | 4,79134
88 pes | 18,5672 | 3,84672 | 29,556 | 0,6813 | 75,8065 | 3988541 | 24,3137 | 2,10686 | 29,9355 | 4,90364
89 pes | 22,5266 | 4,17998 | 31,5345 | 0,68174 | 69,3548 | 2839195 | 25,2941 | 2,12289 | 30,8334 | 4,96292
90 pes 4,2605 | 1,65661 | 17,5997 | 0,67572 | 87,0968 | 6779939 | 29,2157 | 2,17986 | 27,424 | 4,72995
91 pes 6,369 |2,19827 | 19,1926 | 0,67697 | 91,9355 | 8335953 | 29,0196 | 2,17725 | 28,3283 | 4,79389
92 fena | 9,8809 |2,83661 | 22,5018 | 0,67889 | 74,1935 | 3673841 | 34,1176 | 2,23865 | 30,5603 | 4,94504
93 pes 6,7304 |2,27574 | 19,0379 | 0,67686 | 80,6452 | 5052449 | 25,8824 | 2,13213 | 26,6363 | 4,67287
94 fena | 6,3713 |2,19878 | 17,7505 | 0,67585 | 21,9355 | 34897 | 26,6667 | 2,14405 | 25,9655 | 4,62319
95 pes |10,1747 | 2,88103 | 15,433 |0,67351 | 75,8064 | 3988521 | 33,5294 | 2,23218 | 24,5514 | 4,51502
96 pes | 27,2128 | 4,51725 | 33,0908 | 0,68204 | 51,6129 | 918005 | 35,8823 | 2,25722 | 31,8542 | 5,02867
97 pes 9,9864 |2,85269 | 17,5398 | 0,67567 | 72,5806 | 3377881 | 25,2941 | 2,12289 | 27,2537 | 4,71772
99 pes | 16,9489 | 3,69348 | 29,9043 | 0,68138 | 67,7419 | 2595041 | 33,9215 | 2,23651 | 31,9221 | 5,03298
100 fena | 10,1562 | 2,87827 | 16,7782 | 0,67497 | 75,8065 | 3988541 | 34,098 | 2,23844 | 28,4515 | 4,80248
101 fena 5435 |1,97992| 18,84 |0,67672 | 93,5483 | 8908748 | 25,8823 | 2,13213 | 29,2709 | 4,85884
103 fena | 8,3292 |2,58227 | 18,2574 | 0,67627 | 69,3548 | 2839195 | 24,3137 | 2,10686 | 28,9173 | 4,83467
104 pes 4,5076 |1,73021 | 16,6892 | 0,67488 | 88,7097 | 7272401 | 27,0588 | 2,14984 | 27,4681 | 4,73311
105 fena | 1,7519 | 0,59005 | 17,4434 | 0,67559 | 88,7097 | 7272401 | 26,0784 | 2,13515 | 29,5743 | 4,87939
106 pes 11,294 | 3,04116 | 24,8231 | 0,67987 | 74,1935 | 3673841 | 23,1372 | 2,08649 | 28,1467 | 4,78119
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrti Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 3.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
107 fena | 23,3377 | 4,24224 | 35,5815 | 0,68246 | 66,129 | 2366749 | 21,9607 | 2,06475 | 30,4787 | 4,93967
109 fena |10,1222 |2,87317 | 21,7364 | 0,67851 | 79,0323 | 4677068 | 31,7647 | 2,21188 | 28,8406 | 4,8294
110 fena | 2,3809 | 0,93907 | 18,4074 | 0,67639 | 96,7742 | 10141009 | 33,3333 | 2,23 | 28,5804 | 4,81143
111 fena | 5,4587 |1,98583 | 15,183 | 0,6732 | 88,7097 | 7272401 | 31,5686 | 2,20954 | 26,432 | 4,65784
112 fena | 2,3253 | 0,91149 | 17,4136 | 0,67556 | 96,7742 | 10141009 | 28,6274 | 2,17196 | 27,8191 | 4,75809
113 pes | 12,0488 | 3,14195 | 24,9164 | 0,6799 | 74,1935 | 3673841 | 24,1176 | 2,10355 | 28,6552 | 4,81661
114 fena | 12,6943 |3,22412 | 12,864 | 0,66964 | 79,0323 | 4677068 | 28,2353 | 2,16658 | 26,9493 | 4,69571
115 fena | 10,5098 | 2,93043 | 16,7113 | 0,6749 | 69,3548 | 2839195 | 25,098 |2,11975| 26,1414 | 4,63631
116 fena | 11,8429 | 3,11498 | 18,1483 | 0,67618 | 69,3548 | 2839195 | 34,1176 | 2,23865 | 27,5116 | 4,73622
117 fena | 6,8868 |2,30822 | 16,2656 | 0,67445 | 83,8709 | 5869354 | 33,3333 | 2,23 | 27,1484 | 4,71013
118 pes 7,9047 | 2,50594 | 18,3218 | 0,67632 | 85,4839 | 6312545 | 26,4706 | 2,14111 | 28,046 | 4,77411
119 pes 9,8809 |2,83661 | 22,5018 | 0,67889 | 74,1935 | 3673841 | 33,9216 | 2,23651 | 30,5603 | 4,94504
120 fena | 6,2815 |2,17897 | 18,4511 | 0,67642 | 85,4839 | 6312545 | 26,0784 | 2,13515 | 28,2211 | 4,7864
121 fena | 5,4587 |1,98583 | 15,183 | 0,6732 | 88,7097 | 7272401 | 31,7647 | 2,21188 | 26,432 | 4,65784
122 pes 8,6144 | 2,63177 | 20,8901 | 0,67805 | 83,871 | 5869380 | 28,2353 | 2,16658 | 27,7788 | 4,75524
124 pes 4,8621 |1,83024 | 18,2686 | 0,67628 | 90,3226 | 7790784 30 2,19009 | 27,444 | 4,73138
125 fena | 4,8621 |1,83024 | 18,2925 | 0,6763 | 90,3226 | 7790784 30 2,19009 | 27,444 | 4,73138
126 fena | 10,5098 | 2,93043 | 16,7305 | 0,67492 | 69,3548 | 2839195 | 25,098 |2,11975| 26,1414 | 4,63631
127 fena | 1,3246 |0,28836 | 15,183 | 0,6732 | 95,1613 | 9510168 | 30,3921 | 2,19507 | 26,9523 | 4,69593
128 fena | 5,8091 |2,07081 | 20,6469 | 0,67791 | 82,2581 | 5449619 | 25,098 |2,11975| 29,1664 | 4,85172
129 pes 5,8091 |2,07081 | 20,6469 | 0,67791 | 82,2581 | 5449619 | 25,098 |2,11975| 29,1664 | 4,85172
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrti Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 4.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika
pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.

130 fena | 5,8091 |2,07081 | 20,6469 | 0,67791 | 82,2581 | 5449619 | 25,098 |2,11975| 29,1664 | 4,85172
131 fena | 4,4277 | 1,70678 | 19,6013 | 0,67725 | 87,0968 | 6779939 | 28,8235 | 2,17462 | 29,5879 | 4,88031
132 fena | 4,4277 | 1,70678 | 19,6013 | 0,67725 | 87,0968 | 6779939 | 28,8235 | 2,17462 | 29,5879 | 4,88031
133 fena | 4,4277 | 1,70678 | 19,6013 | 0,67725 | 87,0968 | 6779939 | 28,8235 | 2,17462 | 29,5879 | 4,88031
134 fena | 4,3633 | 1,68764 | 19,888 | 0,67744 | 90,3226 | 7790784 | 26,8627 | 2,14695 | 29,216 | 4,8551
135 fena | 4,3633 | 1,68764 | 19,888 | 0,67744 | 90,3226 | 7790784 | 26,8627 | 2,14695 | 29,216 | 4,8551
136 fena | 4,3633 | 1,68764 | 19,888 | 0,67744 | 90,3226 | 7790784 | 26,8627 | 2,14695 | 29,216 | 4,8551
137 pes 4,3633 | 1,68764 | 19,9072 | 0,67745 | 90,3226 | 7790784 | 26,8627 | 2,14695 | 29,216 | 4,8551
139 pes 3,0998 | 1,25511 | 17,1596 | 0,67533 | 96,7742 | 10141009 | 31,9608 | 2,21421 | 28,2224 | 4,78649
141 fena | 3,0998 |1,25511 | 17,1596 | 0,67533 | 96,7742 | 10141009 | 31,9608 | 2,21421 | 28,2224 | 4,78649
142 pes 3,0998 | 1,25511 | 17,1596 | 0,67533 | 96,7742 | 10141009 | 31,9608 | 2,21421 | 28,2224 | 4,78649
143 fena | 3,0998 |1,25511 | 17,2532 | 0,67542 | 96,7742 | 10141009 | 31,9608 | 2,21421 | 28,2224 | 4,78649
145 fena | 2,2967 | 0,8971 | 17,4551 | 0,6756 | 30,3226 | 120266 |31,9608 | 2,21421 | 28,2254 | 4,7867
146 fena | 9,1852 |2,72695 | 22,0294 | 0,67866 | 82,2581 | 5449619 | 26,6667 | 2,14405 | 28,1547 | 4,78175
147 pes 9,1852 |2,72695 | 22,0294 | 0,67866 | 82,2581 | 5449619 | 26,6667 | 2,14405 | 28,1547 | 4,78175
150 pes 4,0804 |1,60072 | 19,6058 | 0,67725 | 82,2581 | 5449619 30 2,19009 | 28,5898 | 4,81208
151 pes 4,0804 |1,60072 | 19,6058 | 0,67725 | 82,2581 | 5449619 | 30,1961 |2,19259 | 28,5898 | 4,81208
152 fena | 1,4608 |0,39225 | 16,9084 | 0,67509 | 91,9355 | 8335953 | 32,9412 | 2,22557 | 28,1498 | 4,7814
153 fena | 1,4608 |0,39225 | 16,9084 | 0,67509 | 91,9355 | 8335953 | 33,1373 | 2,22779 | 28,1498 | 4,7814
154 pes 1,4608 | 0,39225 | 16,9084 | 0,67509 | 91,9355 | 8335953 | 33,1373 | 2,22779 | 28,1498 | 4,7814
155 fena | 1,4608 |0,39225 | 16,9084 | 0,67509 | 91,9355 | 8335953 | 33,1373 | 2,22779 | 28,1498 | 4,7814
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrti Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 5.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
156 fena | 7,0408 |2,33961 | 18,7011 | 0,67661 | 77,4194 | 4322690 | 27,4509 | 2,15552 | 28,818 | 4,82785
157 pes 3,8048 | 1,51115| 16,1786 | 0,67435 | 87,0968 | 6779939 | 28,4314 | 2,16928 | 26,787 | 4,68389
158 pes 2,3775 | 0,9374 | 17,493 | 0,67563 | 91,9355 | 8335953 | 26,0784 | 2,13515 | 28,8086 | 4,8272
159 pes 2,1688 | 0,83086 | 16,3026 | 0,67448 | 93,5484 | 8908784 | 28,4313 | 2,16928 | 27,9156 | 4,76492
160 pes 2,5624 | 1,02555 | 17,1414 | 0,67531 | 95,1613 | 9510168 | 33,7255 | 2,23436 | 27,7657 | 4,75431
161 pes 6,2815 | 2,17897 | 18,4723 | 0,67644 | 85,4839 | 6312545 | 26,0784 | 2,13515 | 28,2211 | 4,7864
162 fena | 2,5624 |1,02555 | 17,1414 |0,67531 | 95,1613 | 9510168 | 33,7255 | 2,23436 | 27,7657 | 4,75431
163 pes 2,5624 | 1,02555 | 17,1491 | 0,67532 | 95,1613 | 9510168 | 33,7255 | 2,23436 | 27,7657 | 4,75431
164 fena | 2,9537 |1,19615 | 17,0598 | 0,67524 | 90,3226 | 7790784 | 27,2549 | 2,15269 | 27,4204 | 4,72969
165 fena | 8,6144 |2,63177 | 20,8901 | 0,67805| 83,871 | 5869380 | 28,2353 | 2,16658 | 27,7788 | 4,75524
166 fena | 4,2472 | 1,65255 | 19,4101 | 0,67712 | 90,3226 | 7790784 | 27,2549 | 2,15269 | 29,4028 | 4,86779
167 fena | 2,4521 |0,97362| 18,56 |0,67651 | 93,5484 | 8908784 | 30,1961 | 2,19259 | 28,8154 | 4,82767
168 pes 5,7014 | 2,04515 | 18,4723 | 0,67644 | 77,4194 | 4322690 | 25,098 |2,11975| 27,7126 | 4,75054
170 pes 5,7014 | 2,04515| 18,56 |0,67651| 77,4194 | 4322690 | 25,098 |2,11975| 27,7126 | 4,75054
171 fena 5,797 |2,06795 | 16,5387 | 0,67473 | 82,2581 | 5449619 | 31,3725 | 2,20718 | 28,185 | 4,78387
172 pes | 10,3769 | 2,91099 | 27,9854 | 0,68089 | 74,4194 | 3716770 | 25,4901 | 2,126 | 29,5228 | 4,87591
173 pes 2,1612 |0,82683 | 13,1285 | 0,67013 | 85,4839 | 6312545 | 34,5098 | 2,24288 | 26,9634 | 4,69673
174 fena | 6,5499 |2,23749 | 20,0197 | 0,67752 | 87,0968 | 6779939 | 29,4118 | 2,18245 | 27,1482 | 4,71011
175 pes 17,77 | 3,77266 | 24,3424 | 0,67968 | 69,6548 | 2886413 | 30,9804 | 2,20239 | 27,7527 | 4,75338
176 fena | 13,9057 | 3,36949 | 20,7955 | 0,67799 | 75,8065 | 3988541 | 26,8627 | 2,14695 | 28,8823 | 4,83227
177 pes |19,4736 | 3,92781 | 29,6784 | 0,68132 | 67,7419 | 2595041 | 24,5098 | 2,11013 | 30,4878 | 4,94027
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrti Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 6.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
178 pes 6,369 |2,19827 | 19,2869 | 0,67704 | 91,9355 | 8335953 | 29,2157 | 2,17986 | 28,3283 | 4,79389
180 fena | 1,1863 | 0,1735 | 16,0176 | 0,67418 | 87,0968 | 6779939 | 31,7647 | 2,21188 | 28,8975 | 4,83331
181 fena | 7,5287 |2,43548 | 19,6875 | 0,67731 | 72,5806 | 3377881 | 27,0588 | 2,14984 | 27,1976 | 4,71368
182 pes |10,2333|2,88976 | 27,123 |0,68064 | 79,0323 | 4677068 | 29,0196 | 2,17725 | 29,3846 | 4,86656
184 pes | 12,4047 | 3,18769 | 20,5871 | 0,67787 | 70,9677 | 3099906 | 24,1176 | 2,10355 | 29,4273 | 4,86945
185 pes 6,0008 |2,11554 | 19,3411 | 0,67707 | 90,3226 | 7790784 | 26,0784 | 2,13515 | 27,4958 | 4,73509
187 fena 8,063 |2,53479 | 19,8797 | 0,67743 | 77,4194 | 4322690 | 29,0196 | 2,17725 | 28,8727 | 4,83161
189 fena | 10,572 |2,93945 | 20,3383 | 0,67772 | 75,8065 | 3988541 | 22,549 | 2,0758 | 26,5434 | 4,66605
190 pes 10,572 | 2,93945 | 20,3383 | 0,67772 | 75,8065 | 3988541 | 22,549 | 2,0758 | 26,5434 | 4,66605
191 fena | 5,7369 |2,05365 | 18,6148 | 0,67655 | 90,3226 | 7790784 | 25,8824 | 2,13213 | 28,8042 | 4,8269
192 fena | 1,6341 | 0,51351 | 16,6904 | 0,67488 | 91,9355 | 8335953 30 2,19009 | 27,148 | 4,7101
193 fena | 2,0413 | 0,76157 | 19,1926 | 0,67697 | 91,9355 | 8335953 | 29,4118 | 2,18245 | 29,0717 | 4,84526
194 pes 2,1688 | 0,83086 | 16,3609 | 0,67455 | 93,5484 | 8908784 | 28,4313 | 2,16928 | 27,9156 | 4,76492
195 pes 9,8525 |2,83226 | 19,6875 | 0,67731 | 75,8065 | 3988541 | 28,2353 | 2,16658 | 31,0737 | 4,97855
196 pes 1,2851 | 0,2566 | 14,8299 | 0,67275 | 88,7097 | 7272401 | 27,451 | 2,15552 | 28,0402 | 4,7737
198 pes 4,8956 | 1,83938 | 20,8244 | 0,67801 | 85,4839 | 6312545 | 25,4902 | 2,126 | 28,1647 | 4,78245
200 pes 6,3713 |2,19878 | 17,793 | 0,67589 | 91,9354 | 8335918 | 26,8627 | 2,14695 | 25,965 | 4,62315
201 fena | 3,6391 |1,45471 | 17,7435 | 0,67585 | 93,5484 | 8908784 | 29,0196 | 2,17725 | 26,9905 | 4,6987
202 fena | 5,4605 |1,98627 | 20,3315 | 0,67772 | 88,7097 | 7272401 | 28,8235 | 2,17462 | 28,1866 | 4,78398
203 pes 6,5499 | 2,23749 | 20,0233 | 0,67753 | 87,0968 | 6779939 | 29,6078 | 2,18502 | 27,1482 | 4,71011
205 fena 3,748 |1,49204 | 17,1491 | 0,67532 | 88,7097 | 7272401 | 33,5294 | 2,23218 | 28,2371 | 4,78752
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrt Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 7.¢ast

Parametr

. , Podil krve vika

Jedinec | Pohlavi Fx 5 [%0] Fx 8 [%0] AVKS [%] AVKS [%] [%]
pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
206 fena | 11,8062 | 3,11014 | 20,9264 | 0,67807 | 77,4193 | 4322669 | 28,0391 | 2,16385 | 28,8651 | 4,83109
207 pes 1,1543 | 0,14537 | 14,5781 | 0,67241 | 96,7742 | 10141009 | 31,5686 | 2,20954 | 27,5959 | 4,74223
208 pes 3,748 |1,49204 | 17,1491 | 0,67532 | 88,7097 | 7272401 | 33,5294 | 2,23218 | 28,2371 | 4,78752
209 fena | 3,3583 | 1,35406 | 18,0236 | 0,67608 | 88,7097 | 7272401 | 30,3921 | 2,19507 | 27,2308 | 4,71607
210 fena | 3,6946 |1,47385| 19,9072 | 0,67745| 91,9355 | 8335953 | 29,6078 | 2,18502 | 28,9152 | 4,83453
211 pes 5,3273 | 1,9528 | 17,1414 | 0,67531 | 87,0968 | 6779939 | 24,1176 | 2,10355 | 26,7605 | 4,68196
212 pes |10,1562 | 2,87827 | 16,8075 | 0,675 | 75,8065 | 3988541 | 34,1176 | 2,23865 | 28,4515 | 4,80248
213 pes 3,0834 | 1,2486 | 16,445 | 0,67463 | 91,9355 | 8335953 | 29,2157 | 2,17986 | 27,2898 | 4,72032
214 fena | 6,5835 |2,24468 | 18,2239 | 0,67624 | 90,3226 | 7790784 | 27,6471 | 2,15832 | 28,6583 | 4,81682
215 fena | 4,6824 |1,78031 | 20,2104 | 0,67764 | 87,0968 | 6779939 | 27,2549 | 2,15269 | 28,3382 | 4,79459
216 pes 3,3447 | 1,34901 | 17,4701 | 0,67561 | 90,3226 | 7790784 | 28,8235 | 2,17462 | 27,185 | 4,71277
218 fena | 10,0926 | 2,86873 | 16,5885 | 0,67478 | 72,5806 | 3377881 | 25,098 |2,11975 | 26,8692 | 4,68988
219 fena | 3,6391 |1,45471 | 17,7435 | 0,67585 | 93,5484 | 8908784 | 29,0196 | 2,17725 | 26,9905 | 4,6987
223 pes 8,1715 | 2,55429 | 22,6565 | 0,67896 | 79,0323 | 4677068 | 23,7255 | 2,09684 | 30,1174 | 4,91576
226 fena | 7,2752 |2,38632 | 18,626 | 0,67656 | 90,3226 | 7790784 | 24,7059 | 2,11337 | 28,2204 | 4,78635
227 pes 3,5788 | 1,43365 | 19,5504 | 0,67722 | 90,3226 | 7790784 | 28,2353 | 2,16658 | 28,7916 | 4,82603
228 fena | 7,6873 |2,46554 | 19,4101 | 0,67712 | 83,871 | 5869380 | 30,5882 | 2,19753 | 26,5295 | 4,66503
229 fena | 3,6391 | 1,45471 | 17,7505 | 0,67585 | 93,5484 | 8908784 | 29,0196 | 2,17725 | 26,9905 | 4,6987
231 fena | 3,6612 | 1,46236 | 16,5885 | 0,67478 | 91,9355 | 8335953 | 29,4118 | 2,18245 | 27,321 | 4,72256
232 fena | 7,6873 |2,46554 | 19,5086 | 0,67719 | 83,871 | 5869380 | 30,5882 | 2,19753 | 26,5295 | 4,66503
233 pes 2,7845 | 1,12481 | 15,3181 | 0,67337 | 93,5484 | 8908784 | 31,1765 | 2,20479 | 26,1267 | 4,63522
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Tabulka 16:

Puvodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrii Fx, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 8.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
234 fena | 6,6373 |2,25612 | 18,2574 | 0,67627 | 91,9355 | 8335953 | 27,2549 | 2,15269 | 26,4992 | 4,6628
235 fena | 3,0834 | 1,2486 | 16,5127 | 0,6747 | 91,9355 | 8335953 | 29,2157 | 2,17986 | 27,2899 | 4,72033
236 pes 1,5382 | 0,44779 | 14,4744 | 0,67226 | 95,1613 | 9510168 | 32,3529 | 2,21881 | 26,6001 | 4,67021
239 pes 2,7845 | 1,12481 | 15,3623 | 0,67342 | 93,5484 | 8908784 | 31,3725 | 2,20718 | 26,1267 | 4,63522
240 fena | 3,4766 |1,39727 | 19,853 | 0,67742 | 87,0968 | 6779939 | 27,0588 | 2,14984 | 30,3124 | 4,92869
241 pes 6,6355 |2,25574 | 22,5816 | 0,67892 | 88,7097 | 7272401 | 28,6275 | 2,17196 | 29,4273 | 4,86945
243 pes 5,4694 |1,98849 | 22,269 | 0,67877 | 88,7096 | 7272370 | 29,4118 | 2,18245 | 28,9383 | 4,83612
244 fena | 8,5378 |2,61861 | 25,0358 | 0,67994 | 77,4194 | 4322690 | 23,9216 | 2,10021 | 29,5147 | 4,87537
245 pes 5,4694 |1,98849 | 22,269 | 0,67877 | 88,7096 | 7272370 | 29,4118 | 2,18245 | 28,9383 | 4,83612
246 fena | 4,9882 | 1,86438 | 18,2239 | 0,67624 | 88,7097 | 7272401 | 27,6471 | 2,15832 | 28,288 | 4,79108
247 pes 4,3136 |1,67271 | 20,2288 | 0,67765 | 88,7097 | 7272401 | 26,8627 | 2,14695 | 29,6471 | 4,8843
248 pes 3,9312 | 1,55287 | 15,5748 | 0,67368 | 91,9355 | 8335953 | 31,3725 | 2,20718 | 27,3422 | 4,72408
249 fena | 6,1713 |2,15436 | 20,5009 | 0,67782 | 85,4839 | 6312545 | 27,6471 | 2,15832 | 27,8446 | 4,7599
250 pes 3,6946 |1,47385 | 19,9253 | 0,67746 | 91,9355 | 8335953 | 29,6078 | 2,18502 | 28,9152 | 4,83453
251 pes 3,892 |1,54005 | 19,8797 | 0,67743 | 91,9355 | 8335953 | 27,2549 | 2,15269 | 29,3476 | 4,86405
252 fena | 5,4694 |1,98849 | 22,269 | 0,67877 | 88,7096 | 7272370 | 29,4118 | 2,18245 | 28,9383 | 4,83612
254 fena | 6,6373 |2,25612 | 18,2686 | 0,67628 | 91,9355 | 8335953 | 27,2549 | 2,15269 | 26,4992 | 4,6628
255 pes 9,6194 |2,79616 | 20,2014 | 0,67764 | 77,4194 | 4322690 | 29,2157 | 2,17986 | 28,1189 | 4,77923
256 fena | 6,7916 |2,28852 | 20,7135 | 0,67794 | 88,7097 | 7272401 | 28,0392 | 2,16385 | 28,1467 | 4,78119
257 fena | 10,0926 | 2,86873 | 16,5942 | 0,67478 | 72,5806 | 3377881 | 25,098 |2,11975 | 26,8692 | 4,68988
258 fena | 7,2752 |2,38632 | 18,626 | 0,67656 | 90,3226 | 7790784 | 24,7059 | 2,11337 | 28,2204 | 4,78635
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrti Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 9.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
259 pes 4,6563 | 1,77293 | 16,9084 | 0,67509 | 82,2581 | 5449619 | 26,2745 | 2,13815 | 26,7047 | 4,67788
260 pes 0,875 |-0,1319 | 13,0934 | 0,67006 | 98,3871 | 10802221 | 32,549 |2,22108 | 28,1567 | 4,78189
261 pes 4,4277 | 1,70678 | 19,6058 | 0,67725 | 87,0968 | 6779939 | 28,8235 | 2,17462 | 29,5879 | 4,88031
262 fena | 6,5835 |2,24468 | 18,2239 | 0,67624 | 90,3226 | 7790784 | 27,6471 | 2,15832 | 28,6583 | 4,81682
264 pes 7,2752 | 2,38632 | 18,6732 | 0,67659 | 90,3225 | 7790751 | 24,7059 | 2,11337 | 28,2204 | 4,78635
265 pes |11,7375|3,10103 | 18,5889 | 0,67653 | 74,1935 | 3673841 | 31,3725 | 2,20718 | 28,3066 | 4,79238
267 fena | 12,7797 | 3,23473 | 19,5211 | 0,6772 | 66,129 | 2366749 | 33,9216 | 2,23651 | 29,1077 | 4,84772
268 fena | 16,9489 | 3,69348 | 29,9043 | 0,68138 | 67,7419 | 2595041 | 33,7255 | 2,23436 | 31,9221 | 5,03298
270 fena | 5,0696 |1,88604 | 16,0176 | 0,67418 | 87,0968 | 6779939 | 27,8431 | 2,1611 | 26,6521 | 4,67403
273 fena | 2,4521 |0,97362| 18,56 |0,67651 | 93,5484 | 8908784 | 30,1961 | 2,19259 | 28,8154 | 4,82767
274 pes |17,3355|3,73114 | 30,902 |0,68161 | 69,3548 | 2839195 | 28,4314 | 2,16928 | 29,7104 | 4,88855
275 pes |21,6115| 4,1075 | 26,267 |0,68037 | 56,4516 | 1292900 | 34,902 |2,24705 | 29,4067 | 4,86806
276 fena | 5,0894 |1,89127 | 18,626 | 0,67656 | 88,7096 | 7272370 | 25,6863 | 2,12908 | 27,7725 | 4,75479
278 fena | 7,9932 |2,52213 | 23,4809 | 0,67933 | 80,6452 | 5052449 | 23,5294 | 2,09342 | 29,4937 | 4,87395
279 fena 8,206 |2,56045 | 23,9348 | 0,67952 | 83,871 | 5869380 | 28,8235 | 2,17462 | 29,3612 | 4,86497
280 fena | 4,1352 |1,61793 | 19,143 | 0,67694 | 85,4839 | 6312545 | 27,8431 | 2,1611 | 28,2543 | 4,78872
281 fena | 5,5809 |2,01596 | 16,8614 | 0,67505 | 85,4839 | 6312545 | 27,8431 | 2,1611 | 29,4155 | 4,86866
282 pes | 23,3377 | 4,24224 | 35,5814 | 0,68246 | 66,129 | 2366749 | 21,9608 | 2,06475 | 30,4787 | 4,93967
283 fena 8,455 |2,60427 | 13,2846 | 0,6704 | 74,1935 | 3673841 | 35,8824 | 2,25722 | 28,3524 | 4,79558
284 fena | 11,2718 | 3,03812 | 20,5018 | 0,67782 | 74,1935 | 3673841 | 23,9215 | 2,10021 | 26,03 | 4,62801
285 pes 27,987 | 4,5683 | 40,9294 | 0,68316 | 56,4516 | 1292900 | 26,2745 | 2,13815 | 31,7787 | 5,02386
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrti Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 10.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
286 pes 9,2065 |2,73041 | 27,1648 | 0,68065 | 80,6452 | 5052449 | 30,7834 | 2,19996 | 30,7447 | 4,95713
287 pes | 20,1125 | 3,98314 | 33,2498 | 0,68207 | 66,129 | 2366749 | 23,7255 | 2,09684 | 31,0127 | 4,97459
289 fena | 6,2744 | 2,1774 | 17,493 | 0,67563 | 85,4839 | 6312545 | 27,8432 | 2,1611 | 25,2907 | 4,57217
290 pes 3,6904 | 1,47241 | 16,7305 | 0,67492 | 90,3226 | 7790784 | 30,1961 | 2,19259 | 26,5217 | 4,66445
291 pes 4,1154 | 1,61174 | 17,5398 | 0,67567 | 90,3226 | 7790784 | 30,7843 | 2,19997 | 28,4587 | 4,80298
292 fena | 5,6322 |2,02845| 18,333 | 0,67633 | 77,4194 | 4322690 | 23,1373 | 2,08649 | 27,4185 | 4,72956
293 fena | 4,8391 |1,82393 | 20,6469 | 0,67791 | 83,871 | 5869380 | 25,8824 | 2,13213 | 29,0189 | 4,84164
294 fena | 2,3253 | 0,91149 | 17,4136 | 0,67556 | 96,7742 | 10141009 | 28,6275 | 2,17196 | 27,8191 | 4,75809
295 fena | 11,8786 | 3,11969 | 26,5801 | 0,68047 | 74,1935 | 3673841 | 23,9216 | 2,10021 | 28,6811 | 4,8184
296 pes 17,007 | 3,69919 | 26,9379 | 0,68058 | 69,3548 | 2839195 | 25,098 |2,11975 | 27,7176 | 4,75089
297 fena | 3,6904 |1,47241 | 16,7305 | 0,67492 | 90,3226 | 7790784 | 30,1961 | 2,19259 | 26,5217 | 4,66445
298 fena | 16,2643 | 3,62502 | 23,3249 | 0,67926 | 74,1935 | 3673841 | 30,5882 | 2,19753 | 30,2994 | 4,92783
299 fena 13,25 |3,29215 | 15,9286 | 0,67408 | 64,5161 | 2153637 | 36,4706 | 2,26315 | 22,9492 | 4,38629
301 pes 4,0732 | 1,59844 | 18,0672 | 0,67612 | 75,8065 | 3988541 | 27,6471 | 2,15832 | 27,9413 | 4,76673
302 pes 4,0732 |1,59844 | 18,0872 | 0,67613 | 75,8065 | 3988541 | 27,6471 | 2,15832 | 27,9413 | 4,76673
303 fena | 18,6269 | 3,85216 | 26,0677 | 0,6803 | 66,129 | 2366749 | 25,4902 | 2,126 | 30,0461 | 4,91102
304 fena | 4,4635 |1,71732 | 17,0632 | 0,67524 | 91,9355 | 8335953 | 26,2745 | 2,13815 | 27,4703 | 4,73326
305 fena | 8,6511 |2,63805 | 16,5387 | 0,67473 | 85,4838 | 6312516 | 28,4314 | 2,16928 | 25,3601 | 4,57747
306 pes 6,5835 | 2,24468 | 18,2239 | 0,67624 | 90,3226 | 7790784 | 27,6471 | 2,15832 | 28,6583 | 4,81682
307 fena | 4,4635 | 1,71732 | 17,0632 | 0,67524 | 91,9355 | 8335953 | 26,2745 | 2,13815 | 27,4703 | 4,73326
308 fena | 4,4635 |1,71732 | 17,1006 | 0,67527 | 91,9355 | 8335953 | 26,2745 | 2,13815 | 27,4703 | 4,73326
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Tabulka 16: Puvodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametri Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 11.¢ast

Parametr

Jedinec | Pohlavi Fu 5 [%] Fy 8 [%0] AVKS5 [%] AVKS [%]

Podil krve vlka
[%0]
pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.

309 fena | 9,7316 |2,81363 | 25,0566 | 0,67995 | 90,3226 | 7790784 | 23,3334 | 2,08998 | 29,1847 | 4,85297

310 fena | 5,6149 |2,02425 | 17,4047 | 0,67555 | 90,3226 | 7790784 | 28,6275 | 2,17196 | 28,6293 | 4,81482

311 pes 3,978 | 1,56804 | 18,3165 | 0,67632 | 80,6452 | 5052449 | 28,2353 | 2,16658 | 28,5257 | 4,80764

312 fena | 19,0162 | 3,88729 | 26,7001 | 0,68051 | 66,129 | 2366749 | 26,2745 | 2,13815 | 28,1914 | 4,78432

313 pes 5,8091 | 2,07081 | 20,6999 | 0,67794 | 82,2581 | 5449619 | 25,098 |2,11975| 29,1664 | 4,85172

314 fena | 12,9628 | 3,25729 | 21,5716 | 0,67842 | 74,1935 | 3673841 | 24,7059 | 2,11337 | 28,1959 | 4,78463

315 pes 2,3775 | 0,9374 | 17,5309 | 0,67566 | 91,9355 | 8335953 | 26,0784 | 2,13515 | 28,8086 | 4,8272

316 pes 9,2874 | 2,74348 | 18,4074 | 0,67639 | 82,258 | 5449594 | 26,8627 | 2,14695 | 25,4371 | 4,58333

317 fena | 7,0746 | 2,34642 | 20,2288 | 0,67765 | 80,6452 | 5052449 | 32,7451 | 2,22334 | 29,6768 | 4,88629

318 fena | 12,0361 | 3,1403 | 22,3752 | 0,67883 | 79,0323 | 4677068 | 30,7843 | 2,19997 | 29,5417 | 4,87719

319 pes |12,0361 | 3,1403 | 22,3752 | 0,67883 | 79,0323 | 4677068 | 30,9804 | 2,20239 | 29,5417 | 4,87719

320 pes | 12,0361 | 3,1403 | 22,3752 | 0,67883 | 79,0323 | 4677068 | 30,9804 | 2,20239 | 29,5417 | 4,87719

321 pes 4,3638 | 1,68779 | 16,2656 | 0,67445 | 90,3226 | 7790784 | 31,5686 | 2,20954 | 26,8849 | 4,69103

322 pes |12,0361 | 3,1403 | 22,3752 | 0,67883 | 79,0323 | 4677068 | 30,9804 | 2,20239 | 29,5417 | 4,87719

323 fena | 4,2927 |1,66639 | 15,8802 | 0,67403 | 91,9355 | 8335953 | 28,0392 | 2,16385 | 27,058 | 4,70359

324 fena | 12,0361 | 3,1403 | 22,3752 | 0,67883 | 79,0323 | 4677068 | 30,9804 | 2,20239 | 29,5417 | 4,87719

325 pes 3,748 | 1,49204 | 17,1596 | 0,67533 | 88,7097 | 7272401 | 33,5294 | 2,23218 | 28,2371 | 4,78752

326 pes | 10,5399 | 2,9348 | 18,702 | 0,67661 | 79,0322 | 4677045 | 24,7059 | 2,11337 | 27,8549 | 4,76063

327 fena | 7,6357 |2,45582 | 19,8369 | 0,67741 | 88,7097 | 7272401 | 25,2941 | 2,12289 | 29,1763 | 4,8524

328 fena | 19,4736 | 3,92781 | 29,6784 | 0,68132 | 67,7419 | 2595041 | 24,5098 | 2,11013 | 30,4878 | 4,94027

329 pes 9,2874 | 2,74348 | 18,4511 | 0,67642 | 82,258 | 5449594 | 26,8627 | 2,14695 | 25,4371 | 4,58333
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Tabulka 16:

Plvodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametri Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 12.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
331 pes 5,2085 | 1,92236 | 19,0218 | 0,67685 | 95,1613 | 9510168 | 33,3333 | 2,23 | 28,2917 | 4,79134
332 pes 3,2337 | 1,30717 | 15,975 | 0,67413| 87,0968 | 6779939 | 28,2353 | 2,16658 | 26,8035 | 4,6851
333 fena | 3,8876 |1,53861 | 15,6043 | 0,67371 | 87,0968 | 6779939 | 24,7059 | 2,11337 | 26,6853 | 4,67646
334 fena | 6,5835 |2,24468 | 18,2362 | 0,67625 | 90,3226 | 7790784 | 27,6471 | 2,15832 | 28,6583 | 4,81682
335 fena | 6,8868 |2,30822 | 16,3026 | 0,67448 | 83,8709 | 5869354 | 33,5294 | 2,23218 | 27,1484 | 4,71013
336 fena | 6,7916 |2,28852 | 20,7332 | 0,67796 | 88,7097 | 7272401 | 28,0392 | 2,16385 | 28,1467 | 4,78119
337 pes 0,7855 | -0,2363 | 13,2846 | 0,6704 | 98,3871 | 10802221 | 33,3333 | 2,23 | 27,7761 | 4,75504
338 fena | 0,7855 | -0,2363 | 13,2846 | 0,6704 | 98,3871 | 10802221 | 33,3333 | 2,23 | 27,7761 | 4,75504
339 fena | 0,7855 | -0,2363 | 13,2846 | 0,6704 | 98,3871 | 10802221 | 33,3333 | 2,23 | 27,7761 | 4,75504
340 fena | 11,7375 |3,10103 | 18,6018 | 0,67654 | 74,1935 | 3673841 | 31,3725 | 2,20718 | 28,3066 | 4,79238
341 fena | 10,535 |2,93409 | 20,7135 | 0,67794 | 82,2581 | 5449619 | 30,9804 | 2,20239 | 28,1875 | 4,78405
342 pes 2,3253 | 0,91149 | 17,4319 | 0,67558 | 96,7742 | 10141009 | 28,6275 | 2,17196 | 27,8191 | 4,75809
343 fena | 3,2333 | 1,30702 | 19,5538 | 0,67722 | 93,5484 | 8908784 | 26,0784 | 2,13515 | 29,1713 | 4,85206
344 fena | 4,3136 |1,67271 | 20,2602 | 0,67767 | 88,7097 | 7272401 | 26,8627 | 2,14695 | 29,6471 | 4,8843
345 pes | 11,5023 | 3,06952 | 17,7435 | 0,67585 | 70,9677 | 3099906 | 25,098 |2,11975| 26,889 | 4,69133
346 pes 7,531 |2,43592 | 20,7768 | 0,67798 | 72,5806 | 3377881 | 23,1373 | 2,08649 | 26,7604 | 4,68195
347 fena | 16,9437 | 3,69297 | 24,785 | 0,67985 | 74,1935 | 3673841 | 26,6667 | 2,14405 | 26,6757 | 4,67576
348 pes 6,3448 | 2,19296 | 15,8486 | 0,67399 | 80,6451 | 5052425 | 26,6667 | 2,14405 | 26,9775 | 4,69776
349 pes 5,6126 |2,02369 | 18,3075 | 0,67631 | 93,5484 | 8908784 | 29,2157 | 2,17986 | 27,911 | 4,76459
350 pes |12,9852 | 3,26003 | 20,0197 | 0,67752 | 74,1935 | 3673841 | 27,0588 | 2,14984 | 25,7607 | 4,60782
351 pes 2,4521 |0,97362 | 18,56 |0,67651 | 93,5484 | 8908784 | 30,1961 | 2,19259 | 28,8154 | 4,82767
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrt Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 13.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
352 pes 9,8525 |2,83226 | 19,7149 | 0,67733 | 75,8065 | 3988541 | 28,2353 | 2,16658 | 31,0737 | 4,97855
353 pes 7,1412 | 2,35977 | 19,1036 | 0,67691 | 82,2581 | 5449619 | 24,7059 | 2,11337 | 26,914 | 4,69314
354 pes 0,7855 | -0,2363 | 13,2846 | 0,6704 | 98,3871 | 10802221 | 33,3333 | 2,23 | 27,7761 | 4,75504
355 pes 2,3354 | 0,91654 | 15,2257 | 0,67325 | 87,0968 | 6779939 | 26,0784 | 2,13515 | 27,1463 | 4,70998
356 fena | 8,3546 |2,58673 | 15,3875 | 0,67345 | 85,4838 | 6312516 | 33,9216 | 2,23651 | 27,4246 | 4,72999
357 fena | 2,3353 | 0,91649 | 15,3181 | 0,67337 | 87,0968 | 6779939 | 26,0784 | 2,13515 | 27,1463 | 4,70998
358 pes 3,2333 | 1,30702 | 19,6013 | 0,67725 | 93,5484 | 8908784 | 26,0784 | 2,13515 | 29,1713 | 4,85206
359 fena | 4,9698 |1,85944 | 17,8553 | 0,67594 | 83,871 | 5869380 | 26,2745 | 2,13815 | 28,3346 | 4,79433
360 fena | 1,4908 | 0,41405| 14,425 | 0,67219 | 88,7097 | 7272401 | 34,5098 | 2,24288 | 25,7664 | 4,60825
361 pes | 21,2559 | 4,07865 | 29,897 |0,68138 | 64,5161 | 2153637 | 28,8235 | 2,17462 | 29,7951 | 4,89424
362 pes 6,7379 |2,27732 | 16,6903 | 0,67488 | 80,6452 | 5052449 | 26,6667 | 2,14405 | 27,5429 | 4,73845
363 fena | 8,3202 | 2,58068 | 22,9864 | 0,67911 | 82,2581 | 5449619 | 28,4314 | 2,16928 | 29,6185 | 4,88237
364 pes 8,0728 | 2,53656 | 25,0308 | 0,67994 | 85,4839 | 6312545 | 28,0392 | 2,16385 | 29,7067 | 4,88831
365 fena | 8,0728 | 2,53656 | 25,0308 | 0,67994 | 85,4839 | 6312545 | 28,0392 | 2,16385 | 29,7067 | 4,88831
366 pes | 21,2559 | 4,07865 | 29,897 |0,68138 | 64,5161 | 2153637 | 28,8235 | 2,17462 | 29,7951 | 4,89424
367 pes 8,0728 | 2,53656 | 25,0308 | 0,67994 | 85,4839 | 6312545 | 28,0392 | 2,16385 | 29,7067 | 4,88831
369 fena 4,237 |1,64942 | 18,1081 | 0,67615 | 90,3226 | 7790784 | 31,7647 | 2,21188 | 28,6489 | 4,81617
370 pes | 11,2516 | 3,03534 | 21,2855 | 0,67827 | 74,1935 | 3673841 | 26,2745 | 2,13815 | 26,7719 | 4,68279
371 pes | 19,7036 | 3,9479 | 37,2815 | 0,68271 | 64,5161 | 2153637 | 20,9804 | 2,04546 | 31,8949 | 5,03126
372 pes 6,136 |2,14639 | 25,9616 | 0,68027 | 88,7097 | 7272401 | 28,6275 | 2,17196 | 30,3524 | 4,93134
373 fena 8,206 |2,56045 | 23,9348 [ 0,67952 | 83,871 | 5869380 | 28,9314 | 2,17607 | 29,3612 | 4,86497
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrt Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 14.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
374 fena | 16,4727 | 3,64611 | 24,4679 | 0,67973 | 70,9677 | 3099906 | 26,0784 | 2,13515 | 28,9169 | 4,83465
375 pes 1,8615 | 0,65756 | 19,3769 | 0,6771 | 85,4839 | 6312545 | 25,4902 | 2,126 | 29,2192 | 4,85532
376 fena | 10,9727 | 2,99658 | 17,7314 | 0,67584 | 70,9677 | 3099906 | 28,0392 | 2,16385 | 27,2041 | 4,71415
378 pes | 16,9681 | 3,69537 | 30,1593 | 0,68144 | 66,129 | 2366749 | 21,7647 | 2,06098 | 29,9552 | 4,90495
379 pes 6,4466 |2,21521 | 20,2104 | 0,67764 | 83,871 | 5869380 | 23,7255 | 2,09684 | 28,9408 | 4,83629
380 fena | 6,4466 |2,21521 | 20,2265 | 0,67765| 83,871 | 5869380 | 23,7255 | 2,09684 | 28,9408 | 4,83629
381 pes | 11,0346 | 3,00525 | 22,5871 | 0,67893 | 70,9677 | 3099906 | 23,7255 | 2,09684 | 28,0607 | 4,77514
382 fena | 19,4402 | 3,92488 | 26,9287 | 0,68058 | 64,5161 | 2153637 | 28,2353 | 2,16658 | 29,8782 | 4,89981
383 fena | 23,3264 | 4,24138 | 29,7872 | 0,68135 | 54,8387 | 1157330 | 30,3921 | 2,19507 | 28,7094 | 4,82036
386 pes 5,7196 |2,04951 | 18,1081 | 0,67615 | 87,0968 | 6779939 | 26,0784 | 2,13515 | 27,5896 | 4,74178
387 pes 23,597 | 4,26177 | 29,6816 | 0,68133 | 59,6774 | 1598778 | 35,4901 | 2,25319 | 30,5481 | 4,94423
390 fena | 26,2852 | 4,4545 | 48,1754 | 0,68381 | 56,4516 | 1292900 | 19,6078 | 2,01642 | 31,8368 | 5,02756
392 pes | 16,4727 | 3,64611 | 24,4679 | 0,67973 | 70,9677 | 3099906 | 26,0784 | 2,13515 | 28,9169 | 4,83465
393 pes | 15,1309 | 3,50631 | 22,9913 | 0,67911 | 69,3548 | 2839195 | 24,7059 | 2,11337 | 27,4948 | 4,73502
395 fena | 28,0976 | 45755 | 41,698 | 0,68324 | 54,8387 | 1157330 | 25,098 |2,11975 | 32,1434 | 5,04699
396 fena | 8,4953 |2,61127 | 21,9485 | 0,67862 | 91,9355 | 8335953 | 24,1196 | 2,10359 | 28,2059 | 4,78534
397 fena | 8,4953 |2,61127 | 21,9485 | 0,67862 | 91,9355 | 8335953 | 24,1196 | 2,10359 | 28,2059 | 4,78534
398 pes 4,8531 |1,82777 | 20,7542 | 0,67797 | 83,871 | 5869380 | 29,2157 | 2,17986 | 27,9287 | 4,76584
399 pes | 21,2532 | 4,07843 | 43,7559 | 0,68344 | 66,129 | 2366749 | 20,5882 | 2,03742 | 32,0191 | 5,03913
401 fena | 2,5888 |1,03771 | 19,3714 | 0,67709 | 91,9355 | 8335953 | 28,2353 | 2,16658 | 26,6815 | 4,67618
402 pes 6,9529 |2,32176 | 26,6939 | 0,68051 | 83,871 | 5869380 | 27,0588 | 2,14984 | 30,0702 | 4,91262
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrt Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 15.¢4ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
403 pes 1,7588 | 0,5944 | 19,1589 | 0,67695 | 87,0968 | 6779939 | 28,6275 | 2,17196 | 28,1612 | 4,7822
405 fena | 5,7196 |2,04951 | 18,1445 | 0,67618 | 87,0968 | 6779939 | 26,0784 | 2,13515 | 27,5896 | 4,74178
406 fena | 17,3355 | 3,73114 | 30,902 | 0,68161 | 69,3548 | 2839195 | 28,4314 | 2,16928 | 29,7104 | 4,88855
407 pes 2,4521 | 0,97362 | 18,5889 | 0,67653 | 93,5484 | 8908784 | 30,1961 | 2,19259 | 28,8154 | 4,82767
408 pes 2,1094 |0,79901 | 14,199 | 0,67186 | 87,0968 | 6779939 | 30,1961 | 2,19259 | 27,1204 | 4,70811
409 fena | 7,9403 | 2,51247 | 23,8309 | 0,67948 | 83,871 | 5869380 | 25,6863 | 2,12908 | 29,6474 | 4,88432
411 pes | 17,1635 | 3,71447 | 23,5142 | 0,67934 | 80,7097 | 5067908 | 27,2549 | 2,15269 | 28,4557 | 4,80277
412 fena | 8,9211 |2,68354 | 22,5562 | 0,67891 | 70,9677 | 3099906 | 20,5882 | 2,03742 | 27,9236 | 4,76548
413 fena | 0,6412 | -0,4271 | 16,3918 | 0,67458 | 88,7097 | 7272401 | 32,549 | 2,22108 | 29,4868 | 4,87348
415 fena | 0,9399 | -0,0616 | 18,6227 | 0,67655 | 82,2581 | 5449619 | 27,451 |2,15552 | 29,5623 | 4,87858
416 pes 1,4608 | 0,39225| 17,0192 | 0,6752 | 91,9355 | 8335953 | 33,1373 | 2,22779 | 28,1498 | 4,7814
417 pes 8,063 |2,53479 | 19,888 |0,67744 | 77,4194 | 4322690 | 29,0196 | 2,17725 | 28,8727 | 4,83161
418 fena | 6,0681 |2,13097 | 19,9766 | 0,6775 | 87,0968 | 6779939 | 29,4118 | 2,18245 | 28,7233 | 4,82132
419 pes 4,0804 |1,60072 | 19,6058 | 0,67725 | 82,2581 | 5449619 | 30,1961 | 2,19259 | 28,5898 | 4,81208
420 pes 4,0804 |1,60072 | 19,6063 | 0,67725 | 82,2581 | 5449619 | 30,1961 | 2,19259 | 28,5898 | 4,81208
422 fena | 8,5096 |2,61374 | 17,4136 | 0,67556 | 83,8709 | 5869354 | 29,2157 | 2,17986 | 28,73 | 4,82178
423 fena | 4,1154 |1,61174 | 17,5465 | 0,67568 | 90,3226 | 7790784 | 30,7843 | 2,19997 | 28,4587 | 4,80298
424 pes 5,1734 | 1,91326 | 23,4837 | 0,67933 | 79,0322 | 4677045 | 26,4705 | 2,14111 | 30,2549 | 4,92489
427 pes 5,4789 |1,99084 | 17,8553 | 0,67594 | 85,4839 | 6312545 | 24,9019 | 2,11657 | 26,889 | 4,69133
428 fena | 5,4789 |1,99084 | 17,8697 | 0,67595 | 85,4839 | 6312545 | 24,902 |2,11658 | 26,889 | 4,69133
429 fena | 11,0079 | 3,00152 | 18,0525 | 0,67611 | 75,8065 | 3988541 | 47,451 |2,35547 | 26,8661 | 4,68966
431 pes 8,3202 |2,58068 | 22,9864 | 0,67911 | 82,2581 | 5449619 | 28,4314 | 2,16928 | 29,6185 | 4,88237
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Tabulka 16:

Piivodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametrti Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 16.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
432 fena | 5,4694 |1,98849 | 22,269 | 0,67877 | 88,7096 | 7272370 | 29,4118 | 2,18245 | 28,9383 | 4,83612
433 fena 1,222 | 0,20416 | 15,5639 | 0,67366 | 90,3226 | 7790784 | 29,6078 | 2,18502 | 28,9608 | 4,83766
440 fena | 19,745 | 3,9515 | 26,0428 | 0,6803 | 56,4516 | 1292900 | 29,0196 | 2,17725 | 28,1166 | 4,77907
441 pes 19,745 | 3,9515 | 26,0428 | 0,6803 | 56,4516 | 1292900 | 29,0196 | 2,17725 | 28,1166 | 4,77907
442 fena | 0,7855 | -0,2363 | 13,2846 | 0,6704 | 98,3871 | 10802221 | 33,3333 | 2,23 | 27,7761 | 4,75504
443 pes 0,7855 | -0,2363 | 13,2847 | 0,6704 | 98,3871 | 10802221 | 33,3333 | 2,23 | 27,7761 | 4,75504
445 pes 0,7856 | -0,2361 | 13,958 | 0,6715 | 98,3871 | 10802221 | 33,3333 | 2,23 | 27,7762 | 4,75505
446 fena | 11,6072 | 3,08364 | 25,1436 | 0,67998 | 70,9677 | 3099906 | 22,9412 | 2,08297 | 27,549 | 4,73889
447 fena | 11,6786 | 3,09319 | 20,5865 | 0,67787 | 79,0323 | 4677068 | 28,2353 | 2,16658 | 27,4864 | 4,73442
450 pes 2,4199 | 0,9581 | 16,5942 | 0,67478 | 90,3226 | 7790784 | 28,2353 | 2,16658 | 27,4502 | 4,73183
451 fena | 2,4199 | 0,9581 | 16,5942 | 0,67478 | 90,3226 | 7790784 | 28,2353 | 2,16658 | 27,4502 | 4,73183
452 fena | 2,4199 | 0,9581 | 16,5942 | 0,67478 | 90,3226 | 7790784 | 28,2353 | 2,16658 | 27,4502 | 4,73183
453 pes 2,4199 | 0,9581 | 16,5942 | 0,67478 | 90,3226 | 7790784 | 28,2353 | 2,16658 | 27,4502 | 4,73183
454 pes 5,9727 | 2,10906 | 21,9562 | 0,67862 | 85,4839 | 6312545 | 27,2549 | 2,15269 | 29,2768 | 4,85924
455 pes 5,0233 | 1,87376 | 18,0672 | 0,67612 | 79,0323 | 4677068 | 26,8627 | 2,14695 | 26,8414 | 4,68786
456 fena 6,661 |2,26114 | 20,3315 | 0,67772 | 75,8065 | 3988541 | 26,6667 | 2,14405 | 28,8822 | 4,83226
457 pes 6,661 |2,26114 | 20,3383 | 0,67772 | 75,8065 | 3988541 | 26,6667 | 2,14405 | 28,8822 | 4,83226
458 pes 5,7971 | 2,06797 | 16,5388 | 0,67473 | 75,8065 | 3988541 | 26,6667 | 2,14405 | 28,1851 | 4,78388
459 fena | 5,4587 | 1,98583 | 15,2257 | 0,67325 | 88,7097 | 7272401 | 31,7647 | 2,21188 | 26,432 | 4,65784
460 fena | 6,5518 | 2,2379 | 18,1585 | 0,67619 | 83,8709 | 5869354 | 30,1961 | 2,19259 | 27,9194 | 4,76519
462 pes 6,9027 |2,31149 | 17,0632 | 0,67524 | 87,0968 | 6779939 | 28,0392 | 2,16385 | 25,2693 | 4,57053
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Tabulka 16:

Plvodni a Box-Coxovy transformované hodnoty parametri Fy, AVK a podilu krve vlka v hodnocené populaci - 17.¢ast

Parametr

Jedinec| Pohlavi|  Fy 5 [%6] F, 8 [%] AVKS5 [%] AVKg[%] | Pedl E;;)V]e vika

pivodni| trans. |pilvodni| trans. |plvodni| trans. |puvodni| trans. |puvodni| trans.
463 pes |11,0136 | 3,00231 | 24,0239 | 0,67955 | 75,8065 | 3988541 | 30,1961 | 2,19259 | 29,7073 | 4,88835
464 fena | 10,572 |2,93945 | 20,3658 | 0,67774 | 75,8064 | 3988521 | 22,549 | 2,0758 | 26,5434 | 4,66605
465 pes 1,6341 | 0,51351 | 16,6904 | 0,67488 | 91,9355 | 8335953 30 2,19009 | 27,1481 | 4,71011
466 fena | 1,6341 |0,51351| 16,7113 | 0,6749 | 91,9355 | 8335953 30 2,19009 | 27,1481 | 4,71011
467 fena | 1,7864 |0,61167 | 17,3801 | 0,67553 | 93,5484 | 8908784 | 29,2157 | 2,17986 | 28,2782 | 4,79039
468 pes 8,9254 | 2,68425 | 19,5538 | 0,67722 | 90,3226 | 7790784 | 27,0588 | 2,14984 | 28,6732 | 4,81786
470 pes 17,007 | 3,69919 | 26,9379 | 0,68058 | 69,3548 | 2839195 | 25,098 |2,11975| 27,7176 | 4,75089
471 fena | 8,9002 |2,68006 | 22,9198 | 0,67908 | 79,0323 | 4677068 | 27,2549 | 2,15269 | 29,3022 | 4,86097
472 fena | 2,4024 | 0,94959 | 16,445 | 0,67463 | 91,9355 | 8335953 | 28,8235 | 2,17462 | 28,0424 | 4,77386
473 pes 3,7737 | 1,50072 | 16,6892 | 0,67488 | 88,7097 | 7272401 | 27,2549 | 2,15269 | 28,4557 | 4,80277
474 pes 3,7737 | 1,50072 | 16,6902 | 0,67488 | 88,7097 | 7272401 | 27,2549 | 2,15269 | 28,4557 | 4,80277
475 fena | 11,791 |3,10812 | 15,6787 | 0,6738 | 62,9032 | 1955038 | 34,7059 | 2,24497 | 27,4719 | 4,73338
476 fena | 15,1309 | 3,50631 | 22,9913 | 0,67911 | 69,3548 | 2839195 | 24,7059 | 2,11337 | 27,4948 | 4,73502
477 pes | 14,7626 | 3,46617 | 24,2485 | 0,67964 | 74,1935 | 3673841 | 24,7059 | 2,11337 | 26,2093 | 4,64136
478 pes 6,6666 |2,26232 | 16,2065 | 0,67438 | 83,871 | 5869380 | 26,2745 | 2,13815 | 26,7792 | 4,68332
479 fena | 14,9716 | 3,48905 | 23,0929 | 0,67916 | 69,3548 | 2839195 | 27,451 | 2,15552 | 26,0117 | 4,62664
480 pes 1,1863 | 0,1735 | 16,0371 | 0,6742 | 87,0968 | 6779939 | 31,7647 | 2,21188 | 28,8975 | 4,83331
486 pes | 27,2128 | 4,51725 | 33,0908 | 0,68204 | 51,6129 | 918005 | 35,8824 | 2,25722 | 31,8542 | 5,02867
487 fena | 2,4199 | 0,9581 | 16,6343 | 0,67482 | 90,3226 | 7790784 | 28,2353 | 2,16658 | 27,4502 | 4,73183
489 fena | 3,6904 |1,47241 | 16,7782 | 0,67497 | 90,3226 | 7790784 | 30,1961 | 2,19259 | 26,5217 | 4,66445
490 pes 1,5038 | 0,42339 | 14,9737 | 0,67293 | 83,871 | 5869372 | 27,2549 | 2,15269 | 28,8464 | 4,8298
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5.3.3. Statistické vyhodnoceni rozdili mezi vytvorenymi skupinami

Pro porovnani statistické vyznamnosti rozdild aritmetickych priaméra
hodnocenych parametrii vytvoienych skupin A, B, C, psi, fen a celkové populace bylo
provedeno pomoci dvouvybérovych t-testti. Pro statistickou analyzu byl pouzit program
STATISTICA 9.1. (StatSoft).

V tabulce 17 je uvedeno hodnoceni pro parametr procentualni zastoupeni krve
vlka v plemeni Ceskoslovensky vi¢ak. Z této tabulky vyplyva, Zze rozdil pramérného
procentualniho zastoupeni vI¢i krve mezi hodnocenymi psy a fenami byl na hladiné
vyznamnosti o = 0,05 statisticky neprikazny. Na stejné hladiné vyznamnosti o nebyly
statisticky prukazné rovnéz rozdily primérnych hodnot psii vici priméru celé populace
a fen vlci priméru celé populace. Statisticky vyznamné rozdily na hladiné vyznamnosti
a=0,05 nebyly zjistény také mezi primérem skupiny B a primérem celé populace.
Naopak rozdily mezi praméry skupin A a C a pramérem celé populace byly statisticky
vyznamné. Rovnéz byly potvrzeny statisticky vyznamné rozdily (a = 0,05) mezi vSemi
vytvofenymi skupinami (A, B, C) navzajem.

Naprosto stejné statisticky vyznamné prukaznosti respektive neprukaznosti
rozdilti mezi kategoriemi, jako jsou popsany pro podil krve vlka, byly ziskany rovnéz
pro parametr AVKS8. Tyto vysledky jsou prezentovany v tabulce 21, kde cervenou
barvou a hvézdickou jsou zvyraznény rozdily primérnych hodnot, které se na hladiné
vyznamnosti a = 0,05 statisticky vyznamné odlisuji.

Pro hodnocené parametry Fy5, Fx8 a AVKS5 byly ziskany obdobné statisticky
vyznamné prukaznosti respektive neprikaznosti jako u predchozich dvou parametrii
s vyjimkou rozdilti mezi primérem skupiny B a primérem celé populace. Pro parametry
Fx5, Fx8 a AVKS bylo statistickou analyzou zjisténo, Ze prumér skupiny B se na hlading
vyznamnosti o = 0,05 1i8il od priméru celé¢ populace. Vysledky téchto analyz
dokumentuji tabulky 18, 19 a 20.

Z provedenych statistickych analyz u vSech hodnocenych parametra vyplyva, ze
primérné hodnoty psti a fen se vzdjemné neodliSuji. Proto pro nasledujici statisticka
Setfeni, ve kterych bude sledovan vztah mezi hodnotou Slechtitelsky vyznamnych
parametrii a variabilitou, nebudou provadény analyzy zvIast pro psy a pro feny.
Z tabulek 17 - 21 rovnéz vyplyva, ze priméry skupin A, B a C se u vSech parametra
vzajemné statisticky vyznamné liSily. Tento vysledek sv&€d¢i o tom, Ze do skupin A a C

byli skutecné zafazeni jedinci s extrémnimi hodnotami zkoumanych parametra.
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Tabulka 17:

Porovnani primérnych procentualnich zastoupeni krve vlka mezi skupinami hodnocenych jedincti

) ; Primér Smérodatna odchylka .

Kategorie | | Kategorie 11 - - : . Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie 11 | Kategorie | | Kategorie |1

vSichni psi 28,3175 28,3981 1,35539 1,39416 -0,637 529 0,52472
vSichni feny 28,3175 28,2421 1,35539 1,31741 0,62 541 0,53535
vSichni skupina A |28,3175 26,35 1,35539 0,69529 10,729* 413 0
vSichni skupinaB |28,3175 28,3428 1,35539 0,73187 -0,271 611 0,78669
vsichni skupinaC |28,3175 30,6155 1,35539 0,80268 -11,241* {402 0
psi feny 28,3981 28,2421 1,39416 1,31741 1,089 356 0,27699
skupina A |skupinaB |26,35 28,3428 0,69529 0,73187 -18,75* 310 0
skupina A |skupinaC |[26,35 30,6155 0,69529 0,80268 -28,885* | 101 0
skupina B |skupina C |28,3428 30,6155 0,73187 0,80268 -19,096* |299 0
Tabulka 18:  Porovnani prumérnych hodnot koeficientd inbreedingu stanovenych z 5 generaci (Fy5)

) : Pramér Smérodatna odchylka
Kategorie | | Kategorie Il . . . : Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost

Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11

vSichni psi 7,73393 8,03879 5,75497 6,14145 -0,56 529 0,57598
vSichni feny 7,73393 7,44884 5,75497 5,36961 0,56 541 0,57602
vSichni skupina A | 7,73393 1,80554 5,75497 0,61858 8,095* 418 0
vSichni skupinaB | 7,73393 6,83034 5,75497 2,68006 2,293* 601 0,0222
vSichni skupinaC |7,73393 19,2818 5,75497 4,16596 -13,817* 407 0
psi feny 8,03879 7,44884 6,14145 5,36961 0,969 356 0,33312
skupina A |skupinaB |1,80554 6,83034 0,61858 2,68006 -14,648* |305 0
skupina A |skupinaC |1,80554 19,2818 0,61858 4,16596 -32,628* | 111 0
skupina B |skupinaC |6,83034 19,2818 2,68006 4,16596 -27,098* 294 0
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Tabulka 19:  Porovnani praimérnych hodnot koeficientli inbreedingu stanovenych z 8 generaci (Fx8)
) ; Primér Smérodatna odchylka . .
Kategorie | | Kategorie 11 - - - . Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie | | Kategorie | | Kategorie 11
vSichni psi 20,3459 20,7333 5,1581 5,30478 -0,804 529 0,42199
vSichni feny 20,3459 19,9836 5,1581 5,00428 0,784 541 0,43367
vSichni skupina A |20,3459 14,817 5,1581 1,07138 6,756* 396 0
vSichni skupina B |20,3459 19,099 5,1581 2,0301 3,682* 614 0,00025
vsichni skupinaC |20,3459 29,3935 5,1581 5,61312 -12,413* 416 0
psi feny 20,7333 19,9836 5,30478 5,00428 1,376 356 0,16972
skupina A |skupinaB |14,817 19,099 1,07138 2,0301 -13,048* | 296 0
skupina A |skupinaC |14,817 29,3935 1,07138 5,61312 -16,202* |98 0
skupina B |skupinaC |19,099 29,3935 2,0301 5,61312 -23,636* |316 0
Tabulka 20:  Porovnani primérnych hodnot koeficienti ztraty ptedkl stanovenych z 5 generaci (AVKS)
) ) Pramér Smérodatna odchylka
Kategorie | | Kategorie Il . . . : Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11
vSichni psi 82,6535 82,2988 10,8552 10,0466 0,361 529 0,71793
vSichni feny 82,6535 82,9852 10,8552 11,5778 -0,33 541 0,74165
vSichni skupina A |82,6535 64,3437 10,8552 9,40443 12,311* |416 0
vSichni skupinaB |82,6535 84,7548 10,8552 5,69744 -2,821* 610 0,00494
vSichni skupinaC |82,6535 95,4912 10,8552 1,85959 -7,822* 1400 0
psi feny 82,2988 82,9852 10,0466 11,5778 -0,597 356 0,55066
skupina A |skupinaB |64,3437 84,7548 9,40443 5,69744 -21,673* 312 0
skupina A |skupina C |64,3437 95,4912 9,40443 1,85959 -21,635* 102 0
skupina B |skupina C |84,7548 95,4912 5,69744 1,85959 -12,371* | 296 0
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Tabulka 21:

Porovnani primérnych hodnot koeficientii ztraty predki stanovenych z 8 generaci (AVKS)

) ; Primér Smérodatna odchylka .

Kategorie | | Kategorie 11 - - - - Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie 11 | Kategorie | | Kategorie |1

vSichni psi 28,4171 28,3407 3,45044 3,35802 0,241 529 0,80937
vSichni feny 28,4171 28,4886 3,45044 3,54228 -0,227 541 0,82071
vSichni skupina A 28,4171 23,4785 3,45044 1,38586 10* 406 0
vSichni skupinaB 28,4171 28,133 3,45044 1,79627 1,196 607 0,2323
vSichni skupinaC 28,4171 34,0003 3,45044 2,43829 -11,752* 413 0
psi feny 28,3407 28,4886 3,35802 3,54228 -0,405 356 0,68579
skupina A |skupinaB |23,4785 28,133 1,38586 1,79627 -17,316* 299 0
skupina A |skupinaC |23,4785 34,0003 1,38586 2,43829 -26,927* | 105 0
skupina B |skupinaC |28,133 34,0003 1,79627 2,43829 -20,722* | 306 0
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5.4. Statistické vyhodnoceni vlivu po¢tu heterozygotnich SSR lokusii
jedinci na zarazeni do jednotlivych skupin Slechtitelsky
vyznamnych parametri

U kazdého hodnoceného jedince byl stanoven pocet heterozygotnich lokust
vzhledem k tomu, Ze bylo testovano celkem 8 mikrosatelitnich lokusd, tak maximalni
hodnota tohoto parametru byla 8 u jedince, ktery by teoreticky vykazoval heterozygotni
kombinace ve vSech lokusech. Minimalni hodnota tohoto parametru pfedstavuje ¢islo 0,
ktera odpovida teoretickému jedinci, ktery je ve vSech lokusech homozygotnich. Pocty
detekovanych heterozygotnich lokust jsou souhrnné zpracovany v tabulce 10.

Pomoci t-testd byly hodnoceny statisticky vyznamné rozdily priméri poctu
heterozygotnich SSR-lokusii mezi psy a fenami, psy a celkovou populaci a fenami a
celkovou populaci. Ani jedna z vySe porovndvanych dvojic primérl nebyla statisticky
vyznamna na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 — tabulka 22.

Dale byly sledovany rozdily primérnych pocétd heterozygotnich lokusii mezi
skupinami A, B a C vytvofenymi na zakladé hodnot parametrt podil krve vlka, Fy5,
F«8, AVKS5 a AVKS8. U parametrii podil krve vlka Fyx5 a AVKS t-test neodhalil zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi porovnavanymi primeéry na hladin€ vyznamnosti
a=0,05. Tyto vysledky jsou dokumentovany tabulkami 23, 24, 27.

U hodnoceného parametru Fx8 byly zjiSt€ny na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05
statisticky vyznamné rozdily mezi primémym poctem heterozygotnich genil jedincii
zatazenych do skupiny A a C. Tyto rozdily byly pfedpokladané, protoze se jedna o dvé
extrémni skupiny jedinct. Vysledky t-testu jsou dolozeny v tabulce 25.

U parametru AVKS byly zjistény statisticky vyznamné rozdily na hladiné
vyznamnosti oo = 0,05 mezi primérem skupiny C a primérem celé populace. I tento
rozdil odpovida pifedpokladu, kdy do skupiny C jsou zatazeni jedinci s nejvyS$Sim
poctem heterozygotnich lokust. Na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 byly zjiStény
statisticky vyznamné rozdily rovnéz mezi priméry skupin B a C. Vysledky plynouci
Z této statistické analyzy budou podrobné diskutovany v samostatné kapitole diplomové

prace.
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Tabulka 22:  Porovnani primérnych pocti heterozygotnich lokust jednoho jedince mezi v§emi jedinci, psy a fenami t-testem
: : Primér Smérodatna odchylka . . .
Kategorie | | Kategorie 11 - - . : Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11
vSichni psi 5,698324 |5,757225 1,262938 | 1,306966 -0,49798 |529 0,618707
vSichni feny 5,698324 |5,643243 1,262938 |1,22131 0,48707 |541 0,626409
psi feny 5,757225 |5,643243 1,306966 |1,22131 0,85302 |356 0,394224
Tabulka 23:  Porovnani primérnych poéti heterozygotnich lokust jednoho jedince v zavislosti na zafazeni jedinci do skupin podle

procentualniho zastoupeni krve vlka

Kategorie | | Kategorie 11 Primér _ : Smémdz_‘tné OdChylk? Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie |1 | Kategorie | | Kategorie |1
vSichni skupina A |5,698324 |5,77193 1,262938 |1,309547 -0,40662 413 0,684502
vSichni skupinaB |5,698324 |5,698039 1,262938 |1,251376 0,002762 |611 0,997797
vSichni skupinaC |5,698324 |5,608696 1,262938 | 1,29062 0,45198 |402 0,651528
skupina A |skupinaB |5,77193 5,698039 1,309547 |1,251376 0,399606 |310 0,689722
skupina A |skupinaC |5,77193 5,608696 1,309547 |1,29062 0,632969 |101 0,528185
skupina B |skupinaC [5,698039 |5,608696 1,251376 | 1,29062 0,443577 |299 0,657669
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Tabulka 24:  Porovnani primérnych pocti heterozygotnich lokust jednoho jedince v zavislosti na zafazeni jedincti do skupin podle hodnoty
koeficientu inbreedingu stanoveného z 5 generaci (Fy5)
) ; Primér Smérodatna odchylka . .
Kategorie | | Kategorie 11 - - - - Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11
vSichni skupina A |5,698324 |5,741935 1,262938 | 1,227225 -0,25206 |418 0,801118
vSichni skupinaB |5,698324 |5,710204 1,262938 | 1,232125 -0,11458 |601 0,908819
vSichni skupinaC |5,698324 |5,588235 1,262938 | 1,458444 0,570828 |407 0,568432
skupina A |skupinaB [5,741935 |5,710204 1,227225 |1,232125 0,181296 |305 0,856255
skupina A |skupinaC |5,741935 |5,588235 1,227225 |1,458444 0,608415 |111 0,544156
skupina B |skupinaC |5,710204 |5,588235 1,232125 | 1,458444 0,622281 |294 0,534239
Tabulka 25:  Porovnani primérnych poétii heterozygotnich lokust jednoho jedince v zavislosti na zatazeni jedinc do skupin podle hodnoty
koeficientu inbreedingu stanoveného z 8 generaci (Fx8)
) : Pramér Smérodatna odchylka
Kategorie | | Kategorie Il - - - - Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11
vSichni skupina A |5,698324 (5,35 1,262938 [1,311683 1,64799 |396 0,100147
vSichni skupinaB |5,698324 |5,693798 1,262938 [1,264311 0,04386 |614 0,965031
vSichni skupinaC |5,698324 5,95 1,262938 | 1,185005 -1,4408 |416 0,150393
skupina A |skupinaB |5,35 5,693798 1,311683 [1,264311 -1,59224 | 296 0,112398
skupina A |skupinaC |5,35 5,95 1,311683 |1,185005 -2,37627* |98 0,019432
skupina B |skupinaC |5,693798 |5,95 1,264311  |1,185005 -1,43016 |316 0,15366
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Tabulka 26:  Porovnani primérnych pocti heterozygotnich lokust jednoho jedince v zavislosti na zafazeni jedincti do skupin podle hodnoty
koeficientu ztracenych predkii stanoveného z 5 generaci (AVKYS)
) ; Primér Smérodatna odchylka .
Kategorie | | Kategorie 11 - - - - Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11

vSichni skupina A |5,698324 |5,533333 1,262938 | 1,346265 0,92757 |416 0,354166

vSichni skupinaB |5,698324 |5,834646 1,262938 |1,217551 -1,33542 610 0,182238

vSichni skupinaC |5,698324 |5,136364 1,262938 |1,249947 2,78841* |400 0,00555

skupina A |skupinaB [5,533333 |5,834646 1,346265 |1,217551 -1,6889  |312 0,092238

skupina A |skupinaC |5,533333 |5,136364 1,346265 | 1,249947 1,53082 |102 0,128909

skupina B |skupina C |5,834646 |5,136364 1,217551 | 1,249947 3,49852* | 296 0,00054

Tabulka 27:  Porovnani primérnych pocti heterozygotnich lokust jednoho jedince v zavislosti na zafazeni jedincti do skupin podle hodnoty

koeficientu ztracenych predki stanoveného z 8 generaci (AVKS)
) ) Pramér Smérodatna odchylka
Kategorie | | Kategorie Il . . . : Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11

vSichni skupina A |5,698324 |5,56 1,262938 | 1,327265 0,72093 |406 0,471369

vSichni skupinaB |5,698324 |5,697211 1,262938 |1,247378 0,01076 | 607 0,99142

vSichni skupinaC |5,698324 |5,824561 1,262938 | 1,28345 -0,69936 |413 0,484723

skupina A |skupinaB |5,56 5,697211 1,327265 |1,247378 -0,70271 |299 0,482783

skupina A |skupinaC |5,56 5,824561 1,327265 |1,28345 -1,04701 |105 0,297497

skupina B |skupinaC [5,697211 |5,824561 1,247378 |1,28345 -0,69212 | 306 0,489387
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5.5. Statistické vyhodnoceni vlivu primérné heterozygotnosti jednoho
SSR lokusu na zarazeni jedince do jednotlivych skupin

Slechtitelsky vyznamnych parametri

Program CERVUS 3.0.3 (Kalinowski et al. 2007) byl pouzit pro stanoveni
prumérné heterozygotnosti jednotlivych mikrosatelitnich lokust. Za tento parametr
zpracovany pro celkovou populaci je ozna¢en Hp — pozorovana heterozygotnost. Tyto
celopopula¢ni tdaje jsou uvedeny v tabulce 11.

Pomoci programu STATISTICA 9.1. (StatSoft) bylo provedeno hodnoceni
rozdilt primérné heterozygotnosti mezi celkovou populaci, psy a fenami. Pro tuto
analyzu byla pozita metoda dvouvybérového t-testu. Jeji vysledky jsou zndzornény
v tabulce 28. Ztéto tabulky vyplyva, Ze na hladiné vyznamnosti o = 0,05 nebyly
zjistény statisticky vyznamné rozdily ani mezi jednou z porovnavanych kategorii dvojic.

Analogicky jako v kapitole 5.4 bylo provedeno vyhodnoceni vyznamnosti
rozdilti primérnych heterozygotnosti skupin jedinci A, B, C vytvofenych na zaklad¢
transformovanych hodnot parametrt podil krve vlka, Fyx5, Fx8, AVK5 a AVKS.

U parametra Fy5, Fx8, AVKS a AVKS8 nebyly zjistény na hladin¢ vyznamnosti
a=0,05 zadné statisticky vyznamné rozdily mezi vSemi porovnavanymi skupinami.
Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 30, 31, 32 a 33.

Jedinym Slechtitelsky vyznamnym parametrem u kterého byly prokazany
statisticky vyznamné rozdily byl procentudlni podil krve vlka v genomu
Ceskoslovenského vicdka. T-testem bylo u tohoto parametru na hladiné vyznamnosti
a=0,05 potvrzeno, ze prumérna heterozygotnost jedinct zafazenych do skupiny A se
odlisovala od praméru celé populace. Skupina A se na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05
odliSovala rovnéZz od primérné heterozygotnosti skupiny B a skupiny C. Jinymi slovy
1ze konstatovat, Ze primérnd heterozygotnost skupiny A se na hladin€¢ vyznamnosti
a=0,05 odlisovala od vSech ostatnich skupin. Vysledky statistické analyzy pro podil
krve vika v plemeni ¢eskoslovensky vi¢ak jsou prezentovany v tabulce 29.

Vysledky uvedené v této kapitole budou podrobné diskutovany v samostatné

¢asti diplomové prace.
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Tabulka 28:  Porovnani primérné heterozygotnosti jednoho lokusu mezi vSemi jedinci, psy a fenami t-testem
: : Primér Smérodatna odchylka .
Kategorie | | Kategorie 11 - - . : Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11
vSichni psi 0,7035 0,709 0,09301 0,08966 -0,1204 14 0,90586
vSichni feny 0,7035 0,69863 0,09301 0,09822 0,1019 14 0,92025
psi feny 0,709 0,69863 0,08966 0,09822 0,2207 14 0,82854
Tabulka 29:  Porovnani primérné heterozygotnosti jednoho lokusu v zavislosti na zafazeni jedinct do skupin podle procentualniho zastoupeni
krve vika
: ) Priamér Smérodatna odchylka .
Kategorie | | Kategorie Il - - - . Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11
vSichni skupina A |0,7035 1 0,09301 0 -9,0165* |14 0
vSichni skupinaB |0,7035 0,70325 0,09301 0,10054 0,0052 14 0,99595
vSichni skupinaC |0,7035 0,69288 0,09301 0,06895 0,2596 14 0,79898
skupina A |skupinaB |1 0,70325 0 0,10054 8,3484* |14 0
skupina A |skupinaC |1 0,69288 0 0,06895 12,5979* |14 0
skupina B |skupinaC |0,70325 0,69288 0,10054 0,06895 0,2407 14 0,81327
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Tabulka 30: Porovnani primérné heterozygotnosti jednoho lokusu v zavislosti na zafazeni jedincti do skupin podle hodnoty koeficientu
inbreedingu stanoveného z 5 generaci (Fyx5)
) ) Primér Smérodatna odchylka .
Kategorie | | Kategorie 11 - - - - Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11

vSichni skupina A |0,7035 0,70963 0,09301 0,14128 -0,1024 |14 0,91988

vSichni skupinaB |0,7035 0,7045 0,09301 0,08161 -0,0229 |14 0,98209

vSichni skupinaC |0,7035 0,69125 0,09301 0,10162 0,2515 14 0,80507

skupina A |skupinaB |0,70963 0,7045 0,14128 0,08161 0,0888 14 0,93046

skupina A |skupinaC |0,70963 0,69125 0,14128 0,10162 0,2986 14 0,7696

skupina B |skupinaC |0,7045 0,69125 0,08161 0,10162 0,2875 14 0,7779

Tabulka 31: Porovnani primérné heterozygotnosti jednoho lokusu v zavislosti na zafazeni jedincti do skupin podle hodnoty koeficientu

inbreedingu stanoveného z 8 generaci (Fy8)
) : Pramér Smérodatna odchylka
Kategorie Il | Kategorie Il - - - : Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11

vSichni skupina A | 0,7035 0,7125 0,09301 0,16475 -0,1346 |14 0,89488

vSichni skupinaB |0,7035 0,70563 0,09301 0,08706 -0,0472 |14 0,96304

vSichni skupinaC |0,7035 0,68963 0,09301 0,08873 0,3053 14 0,76463

skupina A |skupinaB |0,7125 0,70563 0,16475 0,08706 0,1044 14 0,91837

skupina A |skupinaC |0,7125 0,68963 0,16475 0,08873 0,3458 14 0,73466
skupinaB |skupinaC |0,70563 0,68963 0,08706 0,08873 0,3641 14 0,72126
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Tabulka 32: Porovnani primérné heterozygotnosti jednoho SSR-lokusu v zavislosti na zafazeni jedincti do skupin podle hodnoty koeficientu

ztracenych predki stanoveného z 5 generaci (AVKYS)

) ) Primér Smérodatna odchylka .
Kategorie | | Kategorie 11 - - - - Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11

vSichni skupina A |0,7035 0,6855 0,09301 0,10815 0,3569 14 0,72648

vSichni skupinaB |0,7035 0,72063 0,09301 0,08011 -0,3946 |14 0,6991

vSichni skupinaC |0,7035 0,63063 0,09301 0,16656 1,0805 14 0,29819

skupina A |skupinaB |0,6855 0,72063 0,10815 0,08011 -0,7382 |14 0,47261

skupina A |skupinaC |0,6855 0,63063 0,10815 0,16656 0,7816 14 0,44749

skupina B |skupinaC |0,72063 0,63063 0,08011 0,16656 1,3773 14 0,19004

Tabulka 33: Porovnani primérné heterozygotnosti jednoho lokusu v zavislosti na zatazeni jedinci do skupin podle hodnoty koeficientu

ztracenych predki stanoveného z 8 generaci (AVKS)

) ) Pramér Smérodatna odchylka
Kategorie | | Kategorie Il . . . : Hodnota t | Stupné volnosti | Pravdépodobnost
Kategorie | | Kategorie Il | Kategorie | | Kategorie 11
vSichni skupina A |0,7035 0,7125 0,09301 0,16475 -0,1346 14 0,89488
vSichni skupinaB |0,7035 0,70563 0,09301 0,08706 -0,0472 14 0,96304
vSichni skupinaC |0,7035 0,68963 0,09301 0,08873 0,3053 14 0,76463
skupina A |skupinaB |0,7125 0,70563 0,16475 0,08706 0,1044 14 0,91837
skupina A |skupinaC |0,7125 0,68963 0,16475 0,08873 0,3458 14 0,73466
skupina B |skupinaC |0,70563 0,68963 0,08706 0,08873 0,3641 14 0,72126
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5.6. Statistické vyhodnoceni vlivu priimérného poctu alel jednoho SSR
lokusu na zarazeni jedinci do jednotlivych skupin Slechtitelsky

vyznamnych parametri

Vystupem programu CERVUS 3.0.3 (Kalinowski et al. 2007) byly hodnoty
pramérnych poctu alel jednotlivych mikrosatelitnich lokusi. Tyto vysledky zpracované
pro celou hodnocenou populaci plemene jsou uvedeny v tabulce 10. I pro tyto udaje
byla provedena statistickd analyza analogickym zptsobem, jako je popsano v kapitole
5.4.

Uvodnim krokem statistické analyzy provedené pomoci programu STATISTICA
9.1. (StatSoft) byly t-testy zaméfené na zjisténi statistické vyznamnosti rozdili mezi
primérnym poctem alel jednoho mikrosatelitniho lokusu u psii, fen a celkové populace.
Z tabulky 34 vyplyva, ze na hladiné vyznamnosti a = 0,05 nebyly mezi témito
kategoriemi zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily.

Ziskana data byla vyhodnocena analogicky jako v piipadé udaju v kapitole 5.4.
Z celkového pohledu je mozné konstatovat, Zze u hodnocenych skupin vytvoienych
podle parametrti Fy5, Fx8, AVKS5 a AVKS8 nebyly na hladin€¢ vyznamnosti o = 0,05
zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily. Vysledky provedenych t-testi jsou
uvedeny v tabulkach 36, 37, 38 a 39.

Jedinou vyjimku z hodnocenych parametrii pfedstavoval procenticky podil krve
vlka v plemeni ceskoslovensky vi¢ak. U tohoto parametru byly zjiStény na hladiné
vyznamnosti o = 0,05 statisticky vyznamné rozdily primérého poctu alel jednoho
mikrosatelitniho lokusu mezi skupinami A a C. Tento vysledek odpovida ptedpokladu,
ze rozdily byly zjiStény mezi skupinami, které v sobé zahrnovaly jedince s extrémné
nizkymi a extrémné vysokymi pocty alel mikrosatelitnich lokust. Zjistény vysledek je

dokumentovan tabulkou 35.
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Tabulka 34:

a fenami t-testem

Porovnani prumérného poctu alel jednoho lokusu mezi v§emi jedinci, psy

Priimer Smérodatna Stup
Katego | Katego odchylka Hodn |né Pravdépodob
rie | riell |Katego |Katego | Katego | Katego |otat |volno |nost
rie | riell |[riel rie Il sti
Sichni | osi 0,2353 0,8173 | 4,454
voiehnt 1p 7,875 |7,375 |5 14 4 13 |4,03334
Sichni | fen 0,2844 0,7802 | 4,454
vorehnmt I8Ny 17875 725 |4 14 4 13 |4,33425
o fen 0,0597 0,9532 | 4,033
P Y 17375 |725 |2 14 3 34 |4,33425
Tabulka 35:  Porovnani primérného poctu alel jednoho lokusu v zavislosti na zafazeni
jedincii do skupin podle procentudlniho zastoupeni krve vlka
Priimer Smérodatna Stup
Katego | Katego odchylka Hodn |né Pravdépodob
rie | riell |Katego |Katego | Katego | Katego [otat |volno |nost
rie | riell |riel rie Il sti
vichni | KUPN 17875 (9625 |-08475 14 | 0410914454 1599758
aA 5 13
véichni |SKUPIN (7075|7375 02265 |44 0,8240 14,454 | 4 37391
aB 6 4 13
véichni | S<UPIN |7 875 575 |12112 |14 02458 | 4,454 |5 18763
aC 7 13
skupin |skupin 1,1012 0,2893 | 3,777
A A aB 9,625 |7,375 9 14 5 28 4,37321
skupin |skupin 2,5108 0,0249 | 3,777
a A aC 9,625 |5,75 9 14 o 28 2,18763
skupin |skupin 0,9399 0,3631 |4,373
1B aC 7,375 |575 4 14 3 21 2,18763
Tabulka 36:  Porovnani primérného poctu alel jednoho lokusu v zavislosti na zafazeni
jedincii do skupin podle hodnoty koeficientu inbreedingu stanoveného z
5 generaci (Fx5)
Priumér Smérodatna Stup
Katego | Katego odchylka Hodn |né Pravdépodob
rie | riell |Katego |Katego | Katego | Katego |otat |volno |nost
rie | riell |riel rie Il sti




. . |skupin 0,6831 05056 | 4,454

vSichni 2 A 7,875 6,5 3 14 7 13 3,54562

viichni | SKUPIN |7 875 |7375 02233 |1y 0,8265 14,454 1 ) 50109
aB 1 2 13

viichni | SKUPIN 17875 |g375 |0839 |1y 0415214454 1, 38670
aC 8 5 13

skupin |skupin 0,6724 | 3,545

i P 7375 |-0,4319 |14 . o 450198

skupin |skupin 0,0827 0,9352 | 3,545

G P 6375 |, 14 : o 238672

skupin | skupin |7 575 15375 {99550 |14 1o 5676 |#901 |2 38672

aB aC 8 98

Tabulka 37:  Porovnani primérného poctu alel jednoho lokusu v zavislosti na zafazeni
jedincti do skupin podle hodnoty koeficientu inbreedingu stanoveného z

8 generaci (Fx8)

Priumér Smérodatna Stup
Katego | Katego odchylka Hodn |né Pravdépodob
rie | riell |Katego |Katego | Katego | Katego |otat |volno |nost
rie | riell |[riel rie Il sti
véichni | SKUPIN | 7875|5105 99042 |4, 0381114454 1510108
aA 3 7 13
véichni | SKUPIN | 7875|7105 03404 14, 0738514454 1 ) onpes
aB 6 6 13
véichni | SKUPIN | 7875|6375 (08303 |4, 0420214454 1, ooany
aC 4 8 13
skupin | skupin | ¢ 105 7195 |.05243 (14 |0,6083|>18L |4,35685
aA aB 98
skupin |skupin i 0,8638 | 3,181
a A 2 C 6,125 6,375 0,1747 |14 6 98 2,50357
skupin |skupin 0,4221 0,6793 | 4,356
aB aC 7,125 16,375 6 14 5 85 2,50357

Tabulka 38: Porovnani primérmého poctu alel jednoho lokusu Vv zavislosti na zafazeni
jedinct do skupin podle hodnoty koeficientu ztracenych predkt

stanoveného z 5 generaci (AVKS)

Primér Smérodatna Stup
Katego | Katego odchylka Hodn |né Pravdépodob
rie | riell |Katego |Katego | Katego | Katego [otat |volno |nost
rie | riell |[riel rie Il sti
veichni skupin 0,5947 0,5615 | 4,454
aA 7,875 6,75 4 14 1 13 2,96407
viichni skupin 0,0554 0,9565 | 4,454
aB 7,875 |7,75 7 14 5 13 4,55914
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vichni skupin 1,3405 4,454

aC 7,875 5375 |9 14 0,2014 |13 2,82527
skupin |skupin 2,964
aA aB 6,75 7,75 -0,5201 {14 0,6111 |07 4,55914
skupin |skupin 0,9497 0,3583 | 2,964
aA aC 6,75 5375 |5 14 5 07 2,82527
skupin |skupin 1,2524 0,2309 | 4,559
aB aC 7,75 5375 |3 14 3 14 2,82527

Tabulka 39: Porovnani primérného poctu alel jednoho lokusu v zavislosti na zafazeni

jedinctt do

stanoveného z 8 generaci (AVKS8)

skupin podle

hodnoty koeficientu ztracenych ptedki

Priumér Smérodatna Stup
Katego | Katego odchylka Hodn |né Pravdépodob
rie | riell |Katego |Katego | Katego | Katego |otat |volno |nost
rie | riell |[riel rie Il sti
véichni |SKUPIN |7 675 |g375 |08043 |14 0434614454 15 oo507
aA 5 4 13
véichni | KUPIN 7675|7605 |O1154 |14 0909714454 1) 0671
aB 2 6 13
véichni | KUPIN 17675 |gpo5 |96028 |14 0556214454 1501001
aC 7 4 13
skupin |skupin 0,4967 | 2,825
A A g 6,375 |7,625 |-0,6977 |14 9 o7 4,20671
skupin |skupin 0,8837 | 2,825
A A A C 6,375 [6,625 |-0,149 |14 5 7 3,81491
skupin |skupin 0,4980 0,6261 | 4,206
aB aC 7,625 6,625 6 14 8 71 3,81491
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6. Diskuze

6.1. Polymorfismus optimalizovanych multiplex-SSR markert

Jiz v metodické ¢asti diplomové prace bylo uvedeno, Ze pro experimenty byly
pouzity mikrosatelitni markery, které navrhli van Asch et al. (2009). Tento kolektiv
autorti vyvinul systém 9 mikrosatelitnich lokust, které byly pouzity pro hodnoceni

malopocetného portugalského plemene Cao de Gado Transmontano.

6.1.1. Optimalizace postupu detekce polymorfismii mikrosatelitnich lokusi

Pii feSeni diplomové prace jsem zjistila, ze pii amplifikaci vSech deviti
mikrosatelitni lokusd, tak jak to popisuji van Asch et al. (2009), dochazelo
k amplifikacim jednotlivych mikrosatelitnich lokust s velice variabilni intenzitou. Z
vystupt fragmentacni analyzy provedené pomoci Eggleston et. al. (2002) vyplyvalo, ze
flourescencni signaly alel nékterych lokust byly extrémné silné a signaly jinych lokust
byly velice slabé, nedetekovatelné. Typickym mikrosatelitnim lokusem, ktery
vykazoval velice slabou amplifikaci, kterou nebylo mozné detekovat, byl lokus
FH2658. ZvySe uvedenych divodi byl pii feSeni diplomové priace navrzen
modifikovany postup, ve kterém byly primery navrzené podle van Asch (2009)
rozdéleny do dvou multiplex-SSR markerd, kdy v kazdém markeru byly amplifikovany
4 rizné mikrosatelitni lokusy. Eggleston et al. (2002) uvadé¢ji, Ze zavedeni systému
multiplex-SSR markerd vyrazné urychli a zjednodusi proces genotypizace. Na systém
specidln€ urCenych multiplex - SSR markerti pro genotypizaci pst se zaméfili nékteré
komerc¢ni firmy. Napiiklad Olschyna et al. (2011) popisuji, jak pro firmu QIAGEN
vyvinula multiplex-SSR  marker, ktery umoziiuje soucasné¢ amplifikovat 10
mikrosatelitnich lokust. Firma QIAGEN na zédkladé experimentl vyvinula kit, ktery je
urcen pro naslednou fragmentacni analyzu pomoci kapilarni elektroforézy.

Béhem feSeni diplomové prace jsem se zabyvala dvéma multiplex-SSR markery,
které hodnotily polymorfismy vzdy pouze ctyf mikrosatelitnich lokust. Z praktického
hlediska to znamena dvojnasobné prodlouzeni casu oproti multiplex-SSR markerd,
které pouzivali van Asch et al. (2009) a Olschyna et al. (2011). Tuto pomalejsi strategii
jsem zvolila zejména zdavodi pozadavkii kladenych na specifiCnost a

reprodukovatelnost vysledk.
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Jako hlavni cil diplomové prace jsem si zadala navrhnout takovou metodu, ktera
bude jednozna¢né¢ a reprodukovatelné¢ poskytovat vysledky — specifické alely
mikrosatelitnich lokust s opakovatelné stanovenou velikosti. Tento cil jsem si vytkla
také z davodu toho, Ze ziskané vysledky budou nasledn¢ statisticky hodnoceny nejen
pomoci zakladni bioinformatickych deskriptivnich parametri, ale rovnéz bude studovan
jejich vztah k nekterym slechtitelsky dulezitym parametrim. Pfi¢iny, pro¢ van Asch
(2009) nebo Olschyna et al. (2011) tspésné amplifikovali soucasné vétsi pocet lokusi,
je mozné hledat ziejmé ve specifinosti pouzité termostabilni DNA polymerazy.
Naptiklad van Asch et al. (2009) typ pouzité polymerazy nespecifikuje a uvadi, ze pro
analyzy byl pouzit PCR Master Mix vyrabény firmou QIAGENE a uréeny specialné pro
amplifikaci mikrosatelitnich lokusi. Olschyna et al. (2011), ktefi se vénovali pfimo
vyvoji multiplex-SSR kitu pro firmu QIAGENE, pouzZivali vysoce specifickou a citlivou
HotStartTaq” Plus DNA polymerizu. Pro své experimenty jsem pouzila standardni
rekombinantni Taq polymerazu (Fermentas), ktera pii amlifikaci dvou navrzenych
multiplex-SSR  markertt pracovala zcela spolehlivé. Pii amplifikaci nevznikaly
nespecifické PCR produkty a zporovnani velikosti alel osmi hodnocenych
mikrosatelitnich lokust uvedenych v tabulce 10 s nasledujicim obrazkem je patrné, Ze

velikosti alel odpovidaly velikostem publikovanych van Asch et al. (2009).

Obrazek 14: Piedpokladané velikosti alel mikrosatelitnich markertt — upraveno podle
van Asch et al. (2009)

1000p 125 150 175 200 225 250 25 300 35 350
| | | | | | |

FH4012 FH2004
(115 143 5 -7
FH2R58 4L 1 FH3210
FH2010 FHZAA1
154 1/0] g 347]

Ma diplomova prace je zaméfena na plemeno ¢eskoslovensky vicak, které zcela
jisté nepatii mezi velmi pocetnd psi plemena a to jak z pohledu Evropy tak i
vV celosvétovém méfitku. Pivod tohoto plemene a jeho vztah k Ceské a Slovenské
republice jsem detailn¢ popsala V literarni resersi diplomové prace. Po prostudovani

databazi védecké literatury zamétené na mikrosatelitni analyzy plemen pst jsem zjistila,
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ze toto plemeno doposud nebylo pomoci autosomélnich mikrosatelitnich markert
zkoumano. Jediné molekularni analyzy zaméfené na polymorfismy mikrosatelitnich
markerti lokalizované na gonosomech X a Y u plemene ceskoslovensky vicak
publikovali pouze Cilova et al. (2011). Tyto analyzy v8ak mély za hlavni cil
identifikovat vI¢i nebo psi ptivod gonosomu Y. Nebyly vSak zamétfeny na hodnoceni
Sirsi genetické variability tohoto plemene. Ze studia védecké literatury rovnéz vyplyva,
ze hodnoceni variability uvniti populaci psich plemen 1 mezi riznymi plemeny byly
publikovany fadou autord. Obecné lze shrnout, Ze modelovymi plemeny byla obvykle
malopocetnad plemena, jako je napiiklad Cao de Gado Transmontano hodnocené van

Asch et al. (2009) pomoci shodnych mikrosatelitnich lokust.

6.1.2. Zjisténé polymorfismy hodnocenych mikrosatelitnich lokusi a variabilita

plemene Ceskoslovensky vl¢ak

Prestoze je zcela jasné, Ze pivod a tudiz 1 genetickd struktura plemen
Ceskoslovensky vi¢dk a Cao de Gado Transmontano je zcela odlisnd, rada bych své
vysledky diskutovala pravé s praci van Asch et al. (2009), a to proto, Ze vySe uvedeni
autofi pouzili zcela shodné mikrosatelitni markery. Jiz ve vysledkové praci jsem pro
vetsi prehlednost uvedla vedle sebe tabulky, ve kterych jsou sumarné zpracovany
zakladni molekularné popula¢ni charakteristiky obou dvou plemen.

Ptes velice rozdilny pivod obou dvou plemen je patrné, ze zakladni parametry
variability polymorfismu mikrosatelitnich lokusii jsou u obou plemen podobné. Tato
podobnost se tyka zejména hodnot poctu alel detekovanych v jednotlivych lokusech. U
obou plemen bylo zjisténo, ze nejvyssi alelicka variabilita byla zjiSténa u lokusu
FH2361, naopak nejnizsi variabilita alel byla zjisténa u lokusu REN214L11. Hodnoty
PIC potom u obou plemen plné koresponduji s poCty zjisténych alel. Z porovnani téchto
dvou plemen (tabulky 11 a 12) je patrné, Ze geneticka variabilita plemene Cao de Gado
Transmontano (van Asch et al. 2009) je mirn¢ vyssi oproti variabilité plemene
Ceskoslovensky viI¢ak, kterou jsem zjistila béhem feSeni diplomové prace. Tento rozdil
nespatiuji v po¢tu hodnocenych zvifat, protoze v diplomové praci bylo hodnoceno
celkem 358 jedinci a van Asch et al. (2009) hodnotili pouze 113 C¢istokrevnych
ptredstavitelll plemene Cao de Gado Transmontano. Pfedpokladala jsem, ze u populace

s vys8im rozsahem bude teoreticky podchyceno vice alel oproti populaci mensi.
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Domnivam se, ze vyssi variabilita mikrosatelitnich lokusi u plemene Cao de
Gado Transmontano mohla byt zpiisobena nejen odlisSnym genetickym pivodem, ale i
v disledku zamérné selekce clovéka. Predpokladam, ze plemeno je vyslovené
predpoklady oproti jeho exteriéru. Ceskoslovensky vI¢ék je relativng mladé plemeno
(Hartl a Jedlicka, 2002), které vzniklo na zakladé kiizeni pfiblizn¢ 40 némeckych
ov¢akl a 4 vlka. Jiz z tohoto poctu zvifat zapojenym do plemenitby je patrna uzka
vychozi chovatelskd zakladna. Nelze opomenout ani ten fakt, ze fada kiizencii popft.
linii byla z chovu vyrazena a t0 zejména z diivodl zcela nevhodnych povah, které byly
pro nov¢ vznikajici plemeno velice dalezité. Domnivam se rovnéz, Ze niz$i variabilitu
hodnocenych mikrosatelitnich lokust u plemene ¢eskoslovensky vicak mohla zpusobit i
cilena selekce provadéna ¢lovékem a ti nejen na zéklad€ povahovych vlastnosti, ale i na
zakladé¢ libivosti exteriéru, protoze plemeno Ceskoslovensky vicak se v souc¢asné dobé

stava pomérné popularnim plemenem plnicich roli spolecenského a doprovodného psa.

6.1.3. Heterozygotnost  mikrosatelitnich  lokusi v hodnocené  populaci

C¢eskoslovenského vléaka

Z porovnani mnou ziskanych vysledkii a hodnoceni pozorované a ocekéavané
heterozygotnosti, kterou provedli van Asch et al. (2009) je patrné, Zze hodnoty Hp a He
se u obou plemen blizi a Ize tudiz konstatovat, ze distribuce alel vSech mikrosatelitnich
lokusii odpovida rovnovaznému stavu populace podle Hardy-Weinbergova zakona. U
ptedchozi ¢asti diskuze jsem uvedla, ze ob€ plemena piedstavuji populace, které jsou
podrobovany selekci provadéné cloveékem. To, ze distribuce alel odpovida
rovnovaznému stavu je diikaz o tom, Ze pouzité mikrosatelitni lokusy jsou z hlediska
provadéné selekce neutralni. Neutralnost selekce vzhledem k mikrosatelitnim markerim
je nezbytnym piedpokladem pro pouziti mikrosatelitnich markerd v populacnich
studiich (Korzun, 2002).

6.2. Ovéreni paternity a  maternity v modelové populaci
ceskoslovenského vicaka

Pro vyuziti populace jakéhokoli zvitete pro genetické analyzy, které¢ vyhledava;ji

souvislosti mezi molekularnimi polymorfismy a mezi parametry jako je napfi. koeficient
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inbreedingu nebo koeficient ztraty predkd, je nezbytné nutné pracovat s takovymi
populacemi, ve kterych bude jednozna¢né platit rodicovstvi u vSech hodnocenych
jedinct. V pfipad¢ Ze je naptiklad molekularnimi analyzami stanoven polymorfismus
mikrosatelitnich lokusti zvifete jehoz skutecny biologicky pivod neodpovida
rodokmenu, vnéasi potom kazdy takovy jedinec chyby do statisticky provadénych
analyz. Pravé mikrosatelitni markery povazuji za vhodnou molekuldrni metodu pro
posouzeni paternity a maternity. Praktickym vyusténim téchto analyz v ramci
klinického genetického servisu byva potvrzeni rodicovstvi, které je u jednotlivce
obvykle provadéno na vyzadani majitele psa, nebo klubu chovateltt daného plemene
(Dakin a Avise, 2004).

V diplomové praci jsem se pokusila propojit obé tyto moznosti hodnocenim

spravnosti puvodu jedinci plemene ¢eskoslovensky vI¢ak.

6.2.1. Hodnoceni paternity a maternity

Na zacatku experimentalni ¢asti diplomové prace jsem vychazela z toho, Ze
modelové plemeno ceskoslovensky vi¢ak bude ptedstavovat soubor jedincl, u nichz
vysledky molekularnich analyz budou ptesné korespondovat s hodnocenim jednotlivych
zvitat v rodokmenovém stromu. Ve vSech piipadech bylo hodnoceni provedeno u
Cistokrevnych zvifat s pritkazem plvodu. Pouzitd databaze rodokment jednotlivych
zvitat je dle mého nédzoru naprosto korektni a zanesené ptivody jedinct odpovidaji
zaznamum v plemenné knize. K tomuto zavéru jsem se dopracovala na zakladé
porovnani Udaji nékterych jedinci uvedenych v priikkazu pivodu s daji databazi
Statistics on the Czechoslovakian Wolfdogs breed a Wolfdog.org. Vyslovila jsem tudiz
hypotézu, Ze pokud by byly molekularnimi markery zjiStény disproporce, tak tyto
odchylky nebudou zpiisobeny formalni chybou autori téchto databéazi pii zadavani
vstupnich dat.

Z vysledkové ¢asti diplomové prace vSak vyplyva, ze plivodni predpoklad 100%
shody mezi vysledky genotypizace zvifat a jejich rodokmeny nebyl naplnén. Pro lepsi

orientaci ve vzniklych rozporech jsem zamérné rozdélila do trech ptipada.

6.2.2. Pripad 1 nepotvrzeného rodicovstvi

Do této skupiny rozpornosti mezi molekuldrni genotypizaci a ptivodem zvifat

plynouci z rodokmenti byla zafazena dvojice psi — sourozencti (404 a 414). Vzorek
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DNA jejich matky jsem pfi feSeni prace neméla k dispozici. Porovnavan byl pouze
mikrosatelitni profil jejich otce (387) a u obou sourozenci bylo potvrzeno, ze
v rodokmenu uvadény otec nemize byt jejich biologickym otcem. Rozdily byly zjistény
ve tiech mikrosatelitnich lokusech, pfi¢emz oba sourozenci se od ptfedpokladaného otce
lisili v alelach dvou stejnych mikrosatelitnich lokust (FH2004 a FH 2010). Ttetim
mikrosatelitnim lokusem, ktery prokazal odlisnost, byl u prvniho sourozence lokus
FH3210 a u druhého sourozence lokus C38. Alely, které prokézaly tyto odliSnosti u
lokusa FH2010, FH3210 a C38, se vyskytovaly napiic hodnocenou populaci
Ceskoslovenského vi¢aka. V lokusu FH2004 byly zjistény rozdily na zakladé
pfitomnosti alely 164 bp. Tato alela se v hodnocené populaci ¢eskoslovenského vicaka
vyskytuje s minimalni frekvenci. Zajimavym zjisténi bylo, Ze vSechny jedince s touto
alelou spojuje ptvod z jedné chovatelské stanice. Frekvenci lokusii, které se neshoduji,
je mozné vyjadrit procentricky. Tato hodnota se rovna 37,5%. Pokud tento vysledek
porovname se zavéry Fun et al. (2003) ktefi uvadéji, ze pro potvrzeni paternity je nutna
alespoit 80% shoda vSech alel, miizeme konstatovat, ze ziejmé otec téchto sourozencti
uvedeny v rodokmenu neni biologickym otcem. K tomuto zévéru se Ize dopracovat i na
zakladé vysledku Irion et al. (2003), ktefi uvadéji, ze neshoda muze byt tolerovana
maximalné ve dvou mikrosatelitnich lokusech. Béhem feSeni diplomové prace bylo pro
hodnoceni rodicovstvi pouzito 8 mikrosatelitnich lokusti. Pro priikaznost diferenci
Kreutzer et al. (2008) doporucuji pouzit alesponn 10-15 lokusii. Jestlize porovname
zavery praci Irion et al. (2003) a Kreutzer et al. (2008) s vysledky diplomové prace, tak
je mozné jednoznacné konstatovat, Zze podminky pro potvrzeni paternity u téchto dvou
sourozencl rozhodné potvrzeny nebyly.

Pii Setfeni pfipadu 1 byly vyhodnocovany rovnéz potomci téchto sourozenct.
V soucasné dobé podle databazi Statistics on the Czechoslovakian Wolfdogs breed a
Wolfdog.org byli v chovu pouziti oba sourozenci. Pes 414 mél spolu s fenou 412 dat
vznik potomkovi — psovi 461. Vzorky DNA byly k dispozici u vSech zvifat této rodiny a
bylo mozné provést uplné ovéfeni puvodu psa 461 — paternity i maternity.
Neodpovidajici paternitu je mozné vysvétlit fadou hypotéz. Chovatel neuved] ptvod
pravého kryciho psa napf. z divodu nevédomosti o nezadoucim kryti, prekryti jiz
nakryté feny jinym psem v pribéhu jedné fije, nebo nekontrolovanym chovem
ustajenych pst. DalSim moZznym vysvétlenim muize byt chyba chovatele pii odbéru
bukalnich sliznic. Tato chyba miiZze nastat na n¢kolika trovnich jako je napt. chybné

oznaceni obalky s kartackem psa. VSechny tyto hypotézy mohou teoreticky vysvétlit
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davod pro¢ pes 387 nebyl ziejmé biologickym otcem obou sourozenci. V ptipadé tplné
rodiny (otec 414 a matka 412) potomek 461 vSak krom¢ paternity byl zjistén rovnéz
nesoulad 1 pfi uréeni maternity. Z hodnoceni paternity jednoznacné vyplynulo, ze pes
414, ktery sam ma ziejmé neodpovidajici ptivod, nemohl byt otcem psa 461. Nesoulad
byl zjistén u 2 mikrosatelitnich lokusii (FH3210 a REN214L11). Oproti matce uvedené
v rodokmenu byl nesoulad zjistén rovnéz u dvou mikrosatelitnich lokusi (FH3241 a
FH2361). Frekvence vyskytu nesouhlasnych lokust v porovnani s pfedpokladanym
otcem 1 matkou ¢inila 25%. To znamen4, Ze shoda alelickych profili byla 75%. Pokud
tento vysledek porovndme se zaveéry Sun et al. (2003) je patrné, ze jak pii urceni
paternity, tak i pfi urCeni maternity, byla tésn¢ ptrekro¢ena hodnota, kdy je mozné
rodiCovstvi potvrdit. Podle Irion et al. (2003) je nesoulad tolerovatelny maximalné ve
dvou lokusech a tudiz z pohledu ziskanych vysledkii by bylo vhodné plivod psa 461
jesté povazovat za odpovidajici jeho rodokmenu. V potaz je vSak nutné vzit i fakt, Ze
v diplomové praci bylo hodnoceno pouze 8 mikrosatelitnich lokust, a ne 10 - 15 lokust
doporucovanych Kreutzer et al. (2008). Otazkou zistava, k jakym zméndm by doslo pfi
hodnoceni polymorfismu vétSiho mnozstvi mikrosatelitnich lokusi. Frekvence neshody
muze hypoteticky vzrust i klesnout. Dakin a Avise (2004) popisuji, Zze v dusledku de-
novo vznikajicich mutaci a nulovych alel mize dochazet k nesouhlasu s rodokmenem
pii uréovani paternity a maternity. Pokud by takova de-novo vznikla mutace byla
pfi¢inou neodpovidajici paternity psa 461. Potom by mutace musela prob&hnout
soucasn¢ ve dvou mikrosatelitnich lokusech a to jak u psa 414, tak 1 u feny 412.

Rovnéz druhy ze sourozenct - pes 404 byl pouzit v chovu a stal se otcem feny 67.
U této feny nebyl k dispozici vzorek DNA jeji matky, to znamena, Ze nebyla hodnocena
uplnad rodina. Pfesto na zdklad€¢ mikrosatelitni analyzy nebylo otcovstvi psa 404
vylou€eno. Protoze vSak pes 404 mél sim mikrosatelitni analyzou nepotvrzeny ptvod

byla rovnéz 1 jeho dcera — fena 67 vyloucena z nasledujicich statistickych analyz.

6.2.3. Pripady 2 a 3 nepotvrzenych rodic¢ovstvi

Ptipady dva a ti1 se tykaji zcela jinych chovatelskych stanic nez zvifata zapojena
do pfipadu 1. RovnéZ mezi piipady 2 a 3 nejsou zZadné rodokmenové souvislosti. To
znamend, Ze oba pfipady vznikly nezdvisle na sob¢, pfestoze v obou dvou piipadech
nebyla mikrosatelitni analyzou potvrzena maternita. Ptipad 2 se tykal feny 111, ktera

byla zafazena do hodnoceni Uplné rodiny, to znamena, Ze na zaklad¢ analyzy
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mikrosatelitnich vzorki DNA bylo provedeno hodnoceni paternity i maternity. Piivod
této feny odpovidal alelickym kombinacim vSech lokusi s vyjimkou lokusu FH2361,
kde nebyla potvrzena maternita. Pokud tento vysledek porovname se zavéry které
publikovali Sun et al. (2003) a Irion et al. (2003) je mozné konstatovat, ze 87,5 % shoda
alelickych kombinaci mikrosatelitnich lokusii je dostatecné vysokd pro potvrzeni jak
paternity tak maternity. K zavéru uznani jak paternity, tak maternity je mozné se
priklonit i na zédkladé¢ komplexniho hodnoceni celé rodiny. U této rodiny se jednalo o
hodnoceni celého vrhu z 5 sourozenci, kdy bukalni buniky urcené k izolaci DNA byly
ziskany od §ténat piimo u chovatele. U zbyvajicich sourozenct byla pln¢ potvrzena jak
paternita tak i maternita. Lze proto vyslovit hypotézu, ze béhem oogeneze feny mohlo
dojit k mutaci, kterou uvadéji jako mozné vysvétleni napt. Avis a Dakin (2004).
Obdobné zjisténi jako v pfipadu 2 bylo zjisténo rovnéz v piipadu 3. Opét se
jednalo o nepotvrzeni maternity u feny 230. V tomto piipadu se nejednalo o analyzu
kompletni rodiny, protoze k dispozici nebyl vzorek otce od feny 230. Stejné jako
Vv piipadu 2 se jednalo o hodnoceni §ténéte. Soucasné s hodnocenim neshodujici se feny
230 byla provedena genotypizace u jeji sestry pochazejici ze stejného vrhu - feny 231.
U tohoto sourozence zadné rozdily v alelickych kombinacich, které by vyloucily
maternitu, zjistény nebyly. Rovnéz 87,5 % shoda alelickych kombinaci mezi matkou a
dcerou je podle zavért Sun et al. (2003) a Irion et al. (2003) je akceptovatelna a je
mozné rovnéz vyslovit teorii nahodné mutace (Dakin a Avise, 2004), ktera ziejmé

probéhla u matky dané feny.

6.2.4. Hypotézy a nazory na moZzZné pri¢iny nesouhlasu vysledki genotypizace

nékterych zviiat s jejich rodokmeny

V piedchozich kapitolach diskuze jsem se pokusila objasnit 3 konkrétni kauzy, u
kterych nebyla potvrzena paternita a maternita. V této kapitole diskuze bych rada
shrnula hypotézy, které mohou vzniklé situace vysvétlit. Navrzené vysvétlujici
hypotézy je mozné rozd¢lit do dvou skupin. Do prvni skupiny bych rada zatadila takova
vysvétleni, ktera mohou odpovidat situaci, kdy rodi¢e deklarovani v rodokmenu jsou
skutecnymi biologickymi rodic¢i. Vysvétlujici hypotézy jsou potom nasledujici:

1. U jedinct doslo k mutacim, které zménily pocty opakovani repetitivnich motivl

hodnocenych mikrosatelitnich lokust.

2. Chovatel nebo majitel provedl chybné oznaceni vzorkd. K této situaci mohlo

dojit teoreticky v pripadé, pokud je odebiran vétsi pocet zvirat najednou a
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cytologické kartacky jsou ponechany oschnout naptiklad na desce stolu bez

ulozeni do oznacenych obalek.

Do druhé skupiny vysvétlujicich hypotéz mohu zaradit nazory a teorie, které

odpovidaji skutecnosti, Ze u hodnocenych zvitat skute¢né neodpovida jejich biologicky

puvod s tdaji uvedenymi v rodokmenu. Do této skupin vysvétlujicich hypotéz potom

patfi:

1.

Fena, ktera byla nakryta planovanym krycim psem, mohla byt teoreticky
umisténa v kotci nebo ve vybéhu s jinym psem, ktery ji prekryl. Teoreticky
nelze vyloucit situaci, kdy sourozenci z jednoho vrhu pochazeji z vétsiho poctu
biologickych otct. K ptekryti feny mohlo samoziejmé teoreticky dojit pfi
jakémkoli jiném kontaktu se samcem, pfislusnikem daného plemene. K této
vysvétlujici hypotéze mize dle mého nazoru dochazet s vétsi pravdépodobnosti
v takovych pfipadech, kdy chovatel vlastni velké mnozstvi zvifat obojiho
pohlavi.

Chovatel teoreticky nemusi z riznych divodl uvést pravého otce vrhu a miize
spoléhat na to, ze pravy ptvod Sténat nebude odhalen. Nelze vyloucit ani situaci,
kdy chovatel zvifat je spiSe mnozitelem nez chovatelem, u kterého je
ekonomické zajmy vyrazn€ pievySuji nad pravidly a etikou chovu. Tato
hypotéza teoreticky mize objasnit i nepotvrzeni maternit, kdy chovatel, u
kterého ve stejnou dobu porodi vétsi pocet fen Sténata, mize provést vymeénu
nebo doplnéni §ténat mezi riznymi vrhy.

Nelze vyloucit ani situaci, Ze mezi chovateli Ize nalézt ,,experimentatory*, kteti
mohou provadét zamérna kiizeni neodpovidajicich rodic¢li a potomky nésledné
registrovat pod zcela jinym plvodem. Mohu vyslovit odvazny nézor, Ze u
plemene Ceskoslovensky vI¢ak se nabizi moznost kiizeni Cistokrevnych jedinci
plemene s dalsim plemenem, které vzniklo rovnéz na zaklad¢ kiizeni psa a vlka
— se Saarloosovym vi¢akem. Nelze vyloucit ani takovou situaci, kdy na zaklade
riznych experimentl jsou do chovu zatfazeni kiizenci vlkl riiznych filidlnich
generaci. Vzhledem k tomu, Ze plemeno ceskoslovensky vi¢dk je pomérné
mladym plemenem, neni az tak piekvapivym vysledkem plemenitby, Ze i
Vv potomstvech rodi¢l se skute¢né spravnym ptivodem mohou vystépovat sténata
variabilni nejen z hlediska nékterych exteriérovych znakt, jako je naptiklad

tmava maska, tmavé zbarveni oci, ale 1 z hlediska povahovych vlastnosti. K této
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situaci by zcela urcit¢ dochazelo pravé pfi realizaci takovychto nelegitimnich

kiizeni.

Vsechny teorie, které jsem vyslovila v ramci této diskuze, povazuji za hypotézy
a v zadném piipade nechci jednoznacné tvrdit, ze ke vSem vyse uvedenym jeviim a
problémim pii chovu plemene musi dochazet. Protoze diplomova prace ma
charakter védecké prace, bylo moji povinnosti pokusit Se objasnit teoretické pticiny
zjisténych vysledkl. Jsem si plné védoma toho, Ze pro potvrzeni nebo vyvraceni
mnou navrzenych hypotéz by v budoucnu musela existovat vile a ochota zejména
ze strany chovatelli plemene, kterd by umoznila jednozna¢né a reprodukovatelné

potvrdit nebo vyvratit mnou zjisténé neodpovidajici ptivody zvifat.

6.3. Vztahy mezi polymorfismem mikrosatelitnich lokusi a hodnotami
vybranych Slechtitelsky vyznamnych parametri

Pti feSeni diplomové prace jsem se rozhodla ovéfit, zda Ize statisticky prokazat
vztah mezi variabilitou hodnocenych mikrosatelitnich lokust a varialibitou vyznamnych
Slechtitelskych parametri. Na zaklad¢ studia védecké literatury, ktera je zamétena na
mikrosatelitni analyzu jsem zjistila, Ze naprosta vétSina publikaci je zakonCena pouze
hodnocenim variability mikrosatelitnich lokusti na urovni stanoveni parametri Ho, Hg,
PIC a predpokladané pravdépodobnosti vyskytu nulové alely. K témto tdajam dospéli
naptiklad van Asch et al. (2009), Cho (2005), Eggleston et al. (2002) a Irion et al.
(2003). Vyse uvedené parametry molekularni populacni genetiky byly hodnoceny 1 pfi
feSeni mé diplomové prace. Tyto udaje jsem povaZovala pouze za vstupni Udaje, které
sice pomohou dokreslit variabilitu hodnocené populace, ale na druhou stranu na zékladé
téchto udajii nelze usuzovat na vztahy mezi variabilitou molekularnich markert a
ptibuzenskymi poméry uvnitf populace. Lze se jen domnivat, Ze naprosta vétSina autorti
zabyvajici se genotypizaci psit na urovni mikrosatelitnich markeri zifejmé neméla
k dispozici vyhodnoceni populaci z hlediska vzajemné piibuzenské provazanosti
hodnocenych zvifat. V nasledujicich kapitolach diskuze se proto zaméfim na diskuzi
vysledku, které povazuji za originalni, jak z hlediska pouzitého plemen, tak i z hlediska
statistického propojeni vysledkti molekularni analyzy s hodnocenim Slechtitelsky

vyznamnych parametrii populace ¢eskoslovenského vicaka. Podobny zplisob hodnoceni

127



nepublikoval zadny z hodnocenych autorti a proto se v nasledujicich kapitolach diskuze

vvvvvv

6.3.1. Vybér slechtitelskych parametru a jejich variabilita

Pro teSeni diplomové prace jsem vyuzila informaci plynouci z mezinarodni
databaze Statistics on the Czechoslovakian Wolfdogs breed, ktera je k dispozici na

internetové adrese http://www.amicale-chien-loup-tchecoslovaque.com/cgi-bin/form.py.

Pro vyjadfeni stupné piibuzenského kiizeni jsem pouzila parametr koeficientu
inbreedingu (Jakubec et al. 2010; Wriht, 1922), tento parametr je standardné pouzivan
ve Slechtitelské praxi bez ohledu na druh zvifete. Pro vétsi presnost vysledkti bylo
pouzito hodnoceni Fy z5 a 8 generaci. Dalsi z parametri, ktery byl hodnocen
v diplomové praci byl koeficient ztraty predkti (AVK), ktery byl hodnocen rovnéz na
zaklad¢ udaji 5 a 8 generacnich rodokment. Parametr AVK je po koeficientu Fy
v kynologické praxi druhym nejcastéji pouzivanym zplUsobem vyjadieni intenzity
kiizeni provadéné v piibuzenské plemenitbé. Tfetim hodnocenym parametrem byl podil
krve vlka v genomu jednotlivych zastupcti plemene Ceskoslovensky vi¢ak. Tento
parametr lze povazovat za specificky pravé pro toto plemeno, které bylo odvozeno ze
zamérného kiiZzeni mezi némeckym ovcakem a eurasijskym vikem.

Pted statistickym zpracovanim vysledki jsem se musela rozhodnout, jaky postup
zvolim pii vytvareni kategorii hodnocenych zvirat. Mym cilem bylo u vyse uvedenych
parametri  vytvorit kategorie, které v sob&é budou zahrnovat extrémni hodnoty
hodnocenych parametrii. U vSech parametrii jsem pfedpokladala kontinualni variabilitu
udaji. Dopfedu jsem ocekdvala, Ze distribuce hodnot jednotlivych parametrii nemusi
odpovidat normalnimu rozdéleni. Tento miyj pfedpoklad vychazel z toho, Ze u plemene
Ceskoslovensky vi¢ék je realizovan fizeny chov. To znamena, ze poradci chovu maji za
ukol navrhovat takova kfizeni, ktera budou eliminovat typickou pfibuzenskou
plemenitbu. Ztéchto divodi jsem proto piedpokladala, ze hodnoty parametri
vypovidajici o mife ptibuzenské plemenitby v plemeni budou v ptipadé Fyx posunuty
smérem k hodnotdm niz$im a naopak v ptipadé AVK bude posun k hodnotdm vysSim.
Ze statistického hodnoceni skute¢né vyplynulo, ze distribuce hodnot neodpovida
normdlnimu rozdéleni a vytvofeni skupin jedinci s extrémnimi hodnotami znakl
napiiklad pomoci kvartili by neodpovidal skutecnému rozloZeni dat. Z téchto divodi
jsem zvolila u vSech hodnoceny parametri Cox-Boxovu transformaci dat z jejichz

vysledkii je patrné, Ze distribuce transformovanych hodnot se mnohem vice blizi
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normdlnimu rozdé€leni. Proto, abych pfi vytvareni skupin jedinc s extrémnimi
hodnotami parametrd zahrnula i jejich variabilitu, pouzila jsem systém vytvofeni 3
skupin na zéklad¢ hodnot aritmetického priméru a smérodatnych odchylek. Domnivam
se, ze dikazem spravného zarazeni jedincu do skupin A, B a C je statisticka prikaznost
rozdilt pramért téchto skupin, kterd byla zjisténa na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
Jinymi slovy to znamena, ze do skupiny A byly zatfazeni jedinci S nejnizsi hodnotou
parametru a do skupiny C s nejvyssi hodnotou parametru. DalSim cilem bylo ovéfit
hypotézu, zdali se jedinci zafazeni do téchto 3 skupin 1i§i rovnéz z hlediska
bioinformatického vyhodnoceni polymorfismti mikrosatelitnich lokust. Pro vyjadreni
polymorfismi mikrosatelitnich lokust jsem zvolila nasledujici zplsoby: pocet
heterozygotnich lokust jednotlivych jedinci, priimérna heterozygotnost jednoho lokusu

a prumérny pocet alel jednoho lokusu.

6.4. Vztah mezi po¢tem heterozygotnich SSR lokusi jedincu a jejich
zatrazenim do skupin Slechtitelsky vyznamnych parametra

Pted vyhodnocenim této ¢asti diplomové prace jsem predpokladala, Ze intenzita
ptibuzenského kiizeni, ktera je patrna z rodokmenti jednotlivych jedincti mize ovlivnit i
heterozygotnost mikrosatelitnich lokust. Pfedpokladala jsem existenci obecného
pravidla, Ze s opakujicim se nepiibuzenskym kiizenim dochazi k homozygotizaci
populace. Tudiz jsem oc¢ekavala, Ze jedinci zatazeni do skupiny s extrémné vysokymi
hodnotami Fy (C) a s extrémné nizkymi hodnotami AVK se budou odlisovat od zbytku
populace rovnéz i na zéklad€ poctu heterozygotnich lokusti.

Jinymi slovy jsem ptedpokladala, ze jedinci s vysokymi hodnotami Fyx a nizkymi
hodnotami AVK budou vykazovat vyssi frekvenci homozygotnich mikrosatelitnich
lokusti. Samoziejmé jsem predpoklddala i obracenou relaci. To znamend, Ze jedinci
S nizkymi hodnotami Fy a vysokymi hodnotami AVK budou charakteristicti vyssi
heterozygotnosti mikrosatelitnich lokust. Tyto hypotézy se mi podafilo potvrdit u
koeficientu inbreedingu Fy 8, kde bylo prokazano, Ze na hladiné vyznamnosti a = 0,05
byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi primérnym poctem heterozygotnich
lokust skupiny A a skupiny C. Tento vysledek nasvéd¢uje tomu, Ze hypotéza o vlivu
ptibuzenského kiizeni na homozygotizaci populace platila i pro plemeno
ceskoslovensky vicak a pro 8 konkrétné pouzitych mikrosatelitnich lokusi. Statistickou
analyzou bylo prokazano, Ze skute¢né jedinci s nizkym koeficientem inbreedingu

vykazuji vyssi pocet heterozygotnich alel studovanych u mikrosatelitnich markerd.
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Dalsi statisticky vyznamna diference na hladiné vyznamnosti o = 0,05 byla
zjisténa u Slechtitelského parametru AVKS. Zde se primérna hodnota koeficientu ztraty
predkli u jedinct zatfazenych do skupiny C (minimalni ztrata piedkt) liSila od priméru
celé populace a rovnéz od skupiny B odpovidajici stfedni hodnot¢ AVK. Tento
vysledek 1ze okomentovat nasledujicim zpusobem. Na zaklad¢ transformace dat byly
vytvoteny takové kategorie, kdy do skupiny C byli skutecné zarazeni jedinci
s minimalni ztratou spole¢ného piedka, to znamena, ze v jejich rodokmenu dochazelo k
minimalnimu opakovani jednotlivych pst a fen a tudiZ jejich rodokmen byl z hlediska
jejich variability nejvice variabilni. Lze tak konstatovat, ze timto zpisobem byla
potvrzena hypotéza, ze existuje vztah mezi heterozygotnosti mikrosatelitnich lokusii a
pfedpokladanou variabilitou jedince plynouci zjedine¢nosti piedkt vyskytujici se

v jeho rodokmenu.

6.5. Vztah mezi primérnou heterozygotnosti jednoho SSR lokusu a
zaiazenim jedinca do skupin Slechtitelsky vyznamnych parametri

Primérné heterozygotnost mikrosatelitniho lokusu je jednim z parametrt, ktery
byl vystupem bioinformatického zpracovani dat pomoci programu CERVUS 3.0.3
(Kalinowski et al. 2007). Pfed zpracovanim této casti statistické analyzy jsem
formulovala obdobné hypotézy jako v ptipadé pfedchozi kapitoly. Predpokladala jsem,
ze jedinci ktefi budou charakteristicti vy$Sim stupném inbreedingu by teoreticky méli
vykazovat z celkového pohledu i nizsi primérné hodnoty heterozygotnosti jednotlivych
lokusi. Tato hypotéza rovnéz vychazi z piedpokladu, zZe opakované piibuzenské kiizeni
vede k homozygotizaci populace. Tato hypotéza vSak potvrzena nebyla. Na hlading
vyznamnosti a = 0,05 nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi praiméry
skupin A, B, C ani u parametru Fy aani u parametru AVK.

Prekvapivym zjisténim vSak bylo nalezeni statisticky prikaznych diferenci na
hladin¢ vyznamnosti o = 0,05 pro parametr procentualni podil krve vlka v genomu
hodnocenych jedinct ¢eskoslovenského vi¢éka. Jak jsem jiz v ivodu diskuze uvedla je
tento parametr specificky pro hodnocené plemeno a neni mozné jeho hodnoty piimo
povazovat za jednoznacny zpusob vyjadiujici intenzitu provadéného piibuzenského
kiizeni. Ze statistického Setfeni vyplyva, ze skupina zvifat sextrémné nizkym
zastoupenim krve vlka (A) se statisticky vyznamné liSila od zbyvajicich skupin (B a C).

Skupina A se odliSovala rovnéz od priméru celé populace. Slovné lze ziskané vysledky
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popsat nasledujicim zptsobem. Primérné heterozygotnost lokusti u jedinct zatazenych
do skupiny A byla vyssi oproti zbyvajicim skupinam i oproti celé populaci. Do skupiny
A byli zatazeni jedinci s nizkym procentickym zastoupenim krve vlka, to znamena, ze
na jejich ptivodu se podilelo mnohem vétsi mnozstvi pstt plemene némecky ovcak.
Nizky podil krve vlka lze vysvétlit také tim, ze v rodokmenech téchto zvirat se méné
vyskytl jedem z nejfrekventovanéjsich plemenikti — Rep z Pohrani¢ni straze. Tento pes
predstavuje v podstat¢ potomka F3 generace kiizeni svlkem a je mozné jej
charakterizovat podilem vI¢i krve 42,19%. Lze tudiz predpokladat, Ze jedinci s mensim
vyskytem tohoto plemenika v rodokmenu budou vykazovat vétsi genetickou variabilitu.
Jinymi slovy je mozné tvrdit, ze ¢im je v rodokmenu daného jedince méné zastoupen
Rep z Pohrani¢ni strdze, tim jsou naopak v rodokmenu vice zastoupeni predci, ktefi jsou

vice geneticky variabilni.

6.6. Vztah mezi prumérnym poctem alel jednoho SSR lokusu a
zarazenim jedinci do skupin Slechtitelsky vyznamnych parametri

| v této kapitole byla ovéfovana platnost hypotézy, zdali ptibuzenské kiizeni, které
lze vyjadrit parametry Fx a AVK muze ovlivnit variabilitu poc¢tu alel jednotlivych
mikrosatelitnich lokust. Predpoklddala jsem, Ze opakovany vyskyt jednoho jedince
v rodokmenech hodnocenych Ceskoslovenskych vi¢aki nebude zcela ndhodny. Vysla
jsem z piedpokladu, Ze pii plemenitbé¢ mohli byt teoreticky vyuzivani néktefi plemenici,
ktefi nesli idealni exteriérové a povahové rysy plemene. Z chovatelské praxe je znamé,
ze takovymto velice Casto vyuzivanym plemenikem byl jiZ zminovany pes Rep
z Pohranicni straze. D4 se fici, Ze tento jedinec se opakované vyskytuje v rodokmenech
ceskoslovenskych vicakl. Predpokladala jsem tudiZ, Ze opakované pouZiti nékterych
jedincti v chovu miize zpusobit, ze i alely, které tito jedinci nesou v nasledujicich
generacich, se budou vyskytovat s vyssi frekvenci. Jinymi slovy je mozné fici, ze
takovato situace by mohla zpiisobovat rovnéz sniZeni variability detekovanych alel.

Z vysledkl statistickych analyz vyplynulo, Ze pfi rozdéleni zvifat do skupin
podle hodnot Fx a AVK nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily (a = 0,05) mezi
prumérnymi pocty detekovanych alel.

Zajimavym zjisténim bylo, Ze stejné jako v pfedchazejici kapitole diskuze byly
zjiStény statisticky vyznamné rozdily v poctu alel mezi skupinami jedinct vytvotfenymi

na zdakladé procentického podilu krve vlka v genomu ceskoslovenského vlcaka.
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Konkrétné se tento vyznamny rozdil tykal skupiny A s nizkym podilem vI¢i krve — 9,62
alel a skupiny C svysokym podilkem vI¢i krve (5,75) detekovanych alel. Tento
vysledek dle mého nazoru rovnéz dokumentuje, jaky dopad mélo ziejmé opakované
pouzivani kryciho psa Repa z Pohrani¢ni straze pii vzniku plemene Ceskoslovensky
vlcdk na variabilitu alel mikrosatelitnich lokusti soucasnych reprezentantti tohoto
plemene. Z vysledki je patrné, Ze jedinci s velkym podilem krve vlka se vyznacuji
statisticky prikkazné nizSim poctem detekovanych mikrosatelitnich alel oproti skupiné
zvifat s nizkym podilem krve vlka. Z téchto vysledki je mozné potom usuzovat i na to,
ze némecti ovcaci pouziti pfi vzniku plemene mohli byt z hlediska hodnocenych
mikrosatelitnich lokusii variabilngj$i oproti pouzitym vlkim. Tento mij zavér je nutné
brat jako pouhou hypotézu, protoze v soucasné dob¢ se jiz neni mozné vratit k pouzitym
vlkim a némeckym ovcakim, kteti stidli u zrodu plemene a pfimo u nich provést
molekularné genetické analyzy. Vzajemné piibuzenské vztahy vlkG pouzitych pfi

vzniku plemene ¢eskoslovensky vicak nejsou piesné€ znamy.
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7. Zavér

Mikrosatelitni markery jsou v soucasné dob¢ Siroce pouzivané a to nejen
V souvislosti se studiem variability uvnitf 1 mezi psimi plemeny, ale rovnéz v ptipadé
markerovani nékterych genil, které je zalozeno na existenci tésné genové vazby mezi
alelickou variantou mikrosatelitniho lokusu a studovanym genem. Sirokou $kalu
uplatnéni  mikrosatelitnich markerd je mozné spatfit zejména v rozvoji
automatizovanych metod fragmentacni analyzy, které jsou obvykle zalozeny na
principech kapilarni elektroforézy. Jako téma diplomové prace jsem si zvolila studium
problematiku variability mikrosatelitinich lokust, ktera byla sledovana uvniti plemene a
byla pouzita pro vyhodnoceni paternity nebo maternity jednotlivych zvitat.

Jako modelové plemeno jsem pouzila plemeno ceskoslovensky vicdk a to
z n¢kolika divoda. Vzhledem ke spolupraci $kolici katedry s majiteli tohoto plemene
jsem mohla pracovat s pomérn¢ velkou modelovou populaci. Dalsim divodem bylo to,
ze plemeno Ceskoslovensky vI¢ak je pomérné mladé plemeno, které vzniklo na zakladé
ktizeni mezi vlkem a némeckym ov¢akem. Z téchto divodu jsou k dispozici uplné
rodokmeny téchto jedinct, ze kterych je mozné presné vycist, které genotypy fungovaly
Vv pozici predkt. Z rodokmene je mozné spolehlivé stanovit parametry koeficientu
inbreedingu, koeficientu ztraty predkit a podilu krve vlka v genomu. Dalsi velkou
vyhodou tohoto plemene pro pouziti jako model diplomové prace je existence dvou
mezindrodnich databazi, které v sob¢é zahrnuji veSkeré informace o chovanych
zvitatech.

Konkrétni vysledky, které vyplynuly z feSeni mé diplomové prace, mohu shrnout do

téchto bodu:

e Pro genetické analyzy byla vybrana modelova populace, ktera ¢itala 364 jedinci
(188 fen a 176 psit) jednalo se o psy puvodem z riznych evropskych zemi.

e Na zakladé¢ studia rodokment byli tito jedinci rozdéleni do skupin, které
odpovidaly riznym vzajemnym piibuzenskym vztahim. V modelové populaci
bylo identifikovano celkem 36 uplnych rodin, to znamena, Ze u kazdého
potomka Uplné rodiny byly k dispozici vzorky DNA obou jeho rodict. Soucasné
bylo v populaci nalezeno 45 jedinci, u kterych byl k dispozici pouze vzorek
DNA otce a 91 jedinch se zndmym vzorkem jejich matek. U 222 jedinct
populace nebyly k dispozici vzorky DNA ani jednoho z jejich rodicu.
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Pomoci komer¢né vyrabéného kitu NucleoSpin® Tissue XS (Machery-Nagel)
byla izolovana jeji genomickd DNA. Kvantita a kvalita extrahované DNA byla
zcela vhodna pro néaslednou aplikaci mikrosatelitnich markert.

Pro studium variability plemene ceskoslovensky vicak bylo pouzito 8
mikrosatelitnich  lokust (FH3210, FH3241,FH4012, FH2004, FH2010,
REN214L11, FH2361 a C38).

Byly navrzeny dva multiplex-SSR markery, které amplifikovaly vzdy 4
mikrosatelitni lokusy pfi pouziti primerovych part podle van Asch et al. (2009).
Fragmenta¢ni analyzou provedenou pomoci ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) byly identifikovany alelické kombinace u vSech 8
mikrosatelitnich lokusii.

Na zaklad¢ porovnéni profilli mikrosatelitnich markert s rodokmeny zvitat bylo
zjisténo, ze u 5 jedincl nebyla potvrzena paternita respektive maternita a jeden
jedinec byl ptimym potomkem otce s nepotvrzenym rodicovstvim.

Vsichni jedinci, u kterych nebyl potvrzen ptivod pomoci mikrosatelitni analyzy
byli na zakladé pfibuzenskych vztahd rozdéleni do samostatnych 3 piipadi. U
jednoho z pfipadi nebyla potvrzena paternita s 37,5% neshodou alel. Ve
zbyvajicich ptipadech byly neshody mezi alelami deklarovanych rodict a jejich
potomkt na urovni 20%. Byly vysloveny hypotézy, které vysvétluji rtzné
pficiny nepotvrzeni rodiovstvi.

Pro planovanou statistickou analyzu bylo vSech 6 jedincl vyfazeno z hodnocené
populace a u zbyvajicich 358 jedinct byly stanoveny hodnoty koeficientu
inbreedingu (Fx5 a F.8), koeficienty ztraty predka (AVK5 a AVKS) a podilu
krve vika.

U vyse uvedenych Slechtitelsky vyznamnych parametri byla ovéfena normalita
rozdéleni jejich hodnot. Ani u jednoho ztéchto parametrti distribuce dat
neodpovidala normalnimu rozde€leni. Z téchto divoda byla provedena Cox-Box
transformace dat. Na zdklad¢ hodnoceni Sikmosti a Spicatosti a podle Q-Q graft
bylo zjisténo, Zze provedena transformace vyrazné piiblizila transformaci dat
normalnimu rozdéleni.

Na zaklad¢ transformovanych dat byli vSichni jedinci podle hodnot

aritmetického priméru a smerodatné odchylky rozdéleni jedinci do tfech skupin,
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v

s primérnou a do skupiny C s nejvyssi trovni.

e Populace ceskoslovenského vi¢dka o rozsahu 358 jedinci byla vyhodnocena
rovnéz na zadkladé¢ porovnani skutecnych a ocekévanych heterozygotnosti
hodnocenych mikrosatelitnich lokust. Pro vS§echny mikrosatelitni lokusy platilo,
7ze hodnoty obou heterozygotnosti byly ¢iselné velice blizké a lze tudiz
konstatovat, ze distribuce alel u vSech hodnocenych mikrosatelitnich lokust
odpovidala rovnovaznému stavu podle Hardy-Weinbergova zakona.

e Jednotlivé mikrosatelitni lokusy se vzajemné odliSovaly poctem detekovanych
alel 1 hodnotami PIC. Nejvyssi hodnota PIC byla zjiSténa u mikrosatelitniho
lokusu FH2361 (0,807) a nejnizs8i hodnotu PIC vykazoval naopak lokus
REN214L11 (0,421).

e Pomoci dvouvybérového t-testu bylo prokdzdno, Ze na hladin€ vyznamnosti
a=0,05 byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v poctech heterozygotnich
lokust jedinct zarazenych do skupiny s nejnizs$i a nejvyssi hodnotou Fy8. U
poctu heterozygotnich lokusii byly rovnéz zjistény statisticky vyznamné rozdily
mezi skupinou jedincti s nejvyssi hodnotou AVKS a primérem celé populace.
Lze se tudiz vyslovit pro pfijeti hypotézy, Ze existuje souvislost mezi poctem
heterozygotnich lokust jednotlivych jedinci populace a mirou ptfibuzenskych
ktizeni, které se vyskytly v jejich rodokmenech.

e U parametru primérnd heterozygotnost mikrosatelitniho lokusu byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily (o = 0,05) mezi skupinou s nejnizsim podilem krve
vlka vii¢i vSem ostatnim skupindm i viici celé populaci.

e Dvouvybérovy t-test prokazal rovnéz statisticky vyznamné rozdily (o = 0,05)
mezi prumérnym poctem alel jednoho lokusu, které byly nalezeny mezi
Z predchozich 2 bodl zavéru je mozné vyvodit hypotézu, ze opakované pouziti
plemenika F3 generace — Repa z Pohrani¢ni straze mohlo snizit genetickou
variabilitu hodnocenych mikrosatelitnich lokusti u soucasnych zastupci plemene

Ceskoslovensky vicak.

V zavéru bych rada vyslovila néktera konkrétni prakticka doporuceni. Metodu

mikrosatelitni analyzy povazuji za velice citlivou a pro jeji reprodukovatelné pouZiti
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povazuji za nezbytné provést jeji dikladnou optimalizaci. Tato analyza patii mezi
molekularné diagnostické metody, jejichz citlivost vyplyva z citlivosti fragmentacni
analyzy provadéné pomoci kapilarni elektroforézy. Domnivam se, Zze mnou navrzeny
metodicky postup je mozné s uspéchem pouzit pro studium genetické diverzity nejen u
plemen ceskoslovensky vicak, ale i u ostatnich plemen. Z praktického kynologického
hlediska bych chtéla poznamenat, Ze genetické analyzy, jejichz vysledkem je nastoleni
otazek, zdali pivod konkrétniho jedince odpovida rodokmenu, jsou velice choulostivym
tématem zejména pro majitele a chovatele. Jsem si dobife védoma toho, ze jiz pouhé
nastinéni moznych problémi spojenych s plvodem zvifat miize negativné ovlivnit
uspésnost daného jedince v dalsi reprodukci. Z divodid maximalni eliminace mozného
poskozeni povésti jednotlivych chovatelll a chovatelskych stanic jsou veskeré udaje
uvedené V diplomové prace zcela anonymni a jednotliva zvifata zde vystupuji pouze
pod ciselnymi kody.

Domnivam se, ze molekularni genetika v souc¢asné dob¢ neni pouhou metodou
genetického vyzkumu, ale ze vysledky molekularnich analyz piinesou velice dulezité
informace samotnym chovatelim. O praktickém vyuziti molekularni genetiky sveédci
velké mnozstvi servisnich laboratoii nejen ve svété ale i v Ceské republice. Za zcela
nutné povazuji, aby samotni chovatelé pochopili dilezitost genetickych analyz pro
plemeno a aby sami byli schopni pfijmout vysledky provadénych analyz a dokazali je

spravné aplikovat v chovatelské praxi.
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9. Seznam pouzitych zkratek

AFLP

bp
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddTTP
DNA
dNTP
dsDNA
PCR
RAPD

RFLP

RNA
SSR

délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmentt (Amplified
Fragment Length Polymorphism)

pocet pari bazi v molekule nukleové kyseliny
deoxyadenosin-5 -trifosfat

deoxycytidin-5’-trifosfat

deoxyguanin-5’"-trifosfat

deoxytymidin-5'-trifosfat

dideoxyadenosin-5’-trifosfat

dideoxycytidin-5"-trifosfat

dideoxyguanin-5’-trifosfat

dideoxytymidin-5"-trifosfat

deoxyribonukleova kyselina

deoxynukleotid-5"-trifosfat (obecn¢)

dvoutetézcova molekula DNA (Double-Stranded DNA)
polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
nahodnd amplifikace polymorfni DNA (Random Amplified
Polymorphic DNA)

délkovy polymorfismus restrikénich fragmentt (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism)

ribonukleova kyselina

repetice jednotlivych sekvenci (Single Sequnce Repeat)
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10. P¥ilohy

Priloha 1: VI1k obecny (Canis lupus) ZOO Praha

Foto: Jana Lnénickova, 2010
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Priloha 2: Standard plemene ¢eskoslovensky vlé¢ak

(upraveno podle: Ceskomoravské Kynologické Unie)

FEDERATION CYNOLOGIQUE INTERNATIONALE

Secretariat General: 13, Place Albert | — B 6530 THUIN (Belgie)

F.C.l1.-Standard ¢. 332 /03.09.1999 / GB

CESKOSLOVENSKY VLCAK

(Ceskoslovensky vigiak)

ZEME PUVODU: byvalé Ceskoslovensko

PATRONACE: Slovenska republika

DATUM PUBLIKACE ORIGINALNIHO PLATNEHO STANDARDU:03.09.1999
POUZITI: pracovni pes.

ZARAZENI PODLE F.C.I.:

Skupina 1 - ov¢acti a honacti psi (kromé Svycarskych salagnickych pst)
Sekce 1 - ov¢aci

Zkouska z vykonu.

STRUCNE HISTORICKE SHRNUTI: V roce 1955 byl v tehdejsim Ceskoslovensku

uskutecnén biologicky experiment - kiizeni némeckého ovcaka s karpatskym vlkem.
Experiment prokazal, Ze potomstvo vzeslé ze spojeni psa némeckého ovcaka a vicice,
stejné jako potomstvo vlka a feny némeckého ovcaka, je moZzno vychovat. Velka
vétSina jedincl z téchto spojeni spliiovala genetické naroky na pokracovani chovu. V
roce 1965, po skonCeni experimentu, byl vytvofen plan chovu tohoto nového plemene,
ktery zahrnoval zkombinovani uzitecnych vlastnosti vlka s pfiznivymi vlastnostmi psa.
V roce 1982 byl ceskoslovensky vI¢dk uznan ustfednim vyborem chovatelskych

organizaci tehdejsiho Ceskoslovenska jako narodni plemeno.

CELKOVY VZHLED: pevna konstituce. Nadprimérna velikost, obdélnikovy ramec.

Tvarem téla, pohybem, texturou srsti, barvou srsti a masky je podobny vlku.
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DULEZITE POMERY:
délka téla : kohoutkova vyska =10 : 9.

délka Cenichové partie : délka mozkovny =1 : 1,5.

POVAHA /| TEMPERAMENT: zivy, velmi aktivni, vytrvaly, ucenlivy, s rychlymi

reakcemi. Nebojacny a odvazny. Nedivétivy. Velmi oddany svému panovi. Dobie

odoléva rozmariim pocasi. VSestrann¢ vyuzitelny.

HLAVA: symetrickd, dobie osvalend. Pfi pohledu ze strany a shora tvofi tupy klin.
Dobte vyjadiuje pohlavi.

MOZKOVNA:
Lebka: pfi pohledu ze strany a zpiedu je ¢elo lehce klenuté. Nevyznacena Celni vraska.

Tylni kost jasné zietelna.

Stop: stiedni.
OBLICEJOVA CAST:

Nosni houba: ovalného tvaru, ¢erna.

Tlama: sucha, ne Siroka; rovny nosni hibet.

Pysky: té€sné piiléhajici. Uzaviené koutky ust. Okraje pyski jsou ¢erné.

Celisti/Zuby: &elisti silné a symetrické. Dobfe vyvinuty chrup, zvlasté $picaky.
Nizkovy nebo klestovy skus se 42 zuby podle obvyklého zubniho vzorce. Pravidelné
vsazeni zubil.

Lice: suché, dostatené osvalené, nijak vyrazné nevystupuji.

O¢i: malé, Sikmo uloZené, jantarové zbarvené, s dobfe piiléhajicimi vicky.

Usi: vzty€ené, tenké, trojuhelnikové, kratké (tj. ne delSi nez 1/6 kohoutkové vysky).
Boc¢ni okraje nasazeni usi a vn€j$i koutky o¢i jsou ve stejné linii. Linie spusténa kolmo

ze Spicky ucha prochézi tésné podél hlavy.

KRK: suchy, dobfe osvaleny. V klidu svird s horizontalou tthel do 40°. Krk musi byt

dostate¢né¢ dlouhy tak, aby se nos sklonéné hlavy dotykal zem¢.

TRUP:

Hibetni linie: plynuly pfechod krku v trup. Hibetni linie je mirn€ spadajici.
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Kohoutek: dobie osvaleny, vyznaceny. Nesmi narusovat plynulost hibetni linie.

Hibet: pevny a rovny.

Bedra: kratka, dobie osvalena, ne pfili§ Siroka, mirné spadajici.

Z74d’: kratka, dobfe osvalena, ne pfilis Siroka, mirn¢ spadita.

Hrudnik: symetricky, dobte osvaleny, prostorny, hruskovitého tvaru, zuzujici se smérem
Kk hrudni kosti. Hloubka hrudniku nedosahuje az k tirovni loktil. Spi¢ka hrudni kosti
nepfesahuje ramenni klouby.

Spodni linie a bficho: napjaté, vtazené biicho. Mirné vtazené slabiny.

OCAS: vysoko nasazeny, neseny svéseny ptimo doli. V afektu Savlovité zvednuty.

KONCETINY:
HRUDNI KONCETINY:: hrudni konéetiny jsou rovné, silné, suché a v uz§im postoji s

mirn¢ vyto¢enymi tlapkami.

Plece: ramenni lopatka je umisténa pomérné daleko vpiedu, dobfe osvalena. Svira s
horizontalou uhel témer 65 stupnt.

Nadlokti: siln¢ osvalené, svird s ramenni lopatkou tithel 120 az 130 stupni.

Lokty: tésné ptiléhajici, nejsou vytocené dovnitf ani ven, dobfe vyznacené, pohyblivé.
Nadlokti a ptedlokti sviraji thel asi 150 stupid.

Predlokti: dlouhé, suché a rovné. Délka predlokti a nadprsti je 55 % kohoutkové vysky.
Kloub nadprsti: pevny, pruzny.

Nadprsti: dlouhé, svird thel neyjméné 75 stupiili se zemi. V pohybu mirné pruZi.

Piedni tlapky: velké, vyto€ené mirné¢ ven. Podlouhlé klenuté prsty a silné, tmavé

drapky. Dobfe vyznacené, pruzné, tmavé polStarky.

PANEVNI KONCETINY: mohutné. Panevni konéetiny v postoji rovnob&zné. Myslena

vertikalni linie, spusténd z hrbolku kosti sedaci, prochézi sttedem hlezenniho kloubu.
Pasparky jsou nezddouci a musi se odstraniovat.

Stehno: dlouhé, dobfe osvalené. S panvi svira thel 80 stupnt. Kycelni kloub je pevny a
pruzny.

Koleno: silné a pruzné.

Bérec: dlouhy, suchy, dobfe osvaleny. Svira thel asi 130 stupiiti s hleznem.

Hlezenni kloub: suchy, pevny, pruzny.

Hlezno: dlouhé, suché. Témér kolmé k zemi.
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Zadni tlapky: podlouhlé, klenuté prsty se silnymi tmavymi drapky. Vyrazné polstaiky.

POHYB: harmonicky, lehkonohy, prostor dobife pokryvajici klus, pifi némz se
koncetiny pohybuji co nejnize nad zemi. Hlava a krk jsou téméf v horizontalni linii. V

chodu pohyb mimochodem.

KUZE: pruzna, piiléhajici, bez vrasek, nepigmentovana.

OSRSTENI:
SRST: rovna a uzaviend. Zimni a letni srst se velmi li§i. V zim¢ pfevladd velmi husta
podsada, kterd spolu s kryci srsti vytvaii husté pokryti celého téla. Srst musi pokryvat

bticho, vnitiek stehna, Sourek, vnitini ¢ast ucha a plochu mezi prsty. Dobfe osrstény

krk.

BARVA: Zlutavé Seda az stfibroSeda, s charakteristickou svétlou maskou. Svétla srst
také na spodni stran¢ krku a pfedhrudi. Povolena je 1 tmavé Sedd barva se svétlou

maskou.

VYSKA A HMOTNOST:

Vyska v kohoutku: psi nejméné 65 cm, feny nejméné 60 cm.

Hmotnost: psi nejméné 26 kg, feny nejméné 20 kg.

VADY: jakéakoliv odchylka od vySe uvedenych znakli méa byt povaZovana za vadu a
vaznost, s niz je vada posuzovana, ma byt v pfimém poméru K jejimu stupni.

- prili§ tézka nebo pfilis lehka hlava.

- ploché celo.

- chybgjici dva PMI1 (tfenové zuby 1) nebo oba M3 (stolicky 3) nejsou penalizovany.
Naproti tomu chybéjici jeden M3 a dva PM1 nebo chybéjici jeden PM1 a oba M3 jsou
povazovany za vadu.

- tmavé hnédé, ¢erné nebo riuzné zbarvené oci.

- hrubé ucho. Ucho nasazené nizko nebo vysoko.

- v klidu vysoko neseny krk, v postoji nizko neseny krk.

- nevyznaceny kohoutek.

- netypickd hibetni linie.
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- dlouha zad'.

- dlouhy ocas, nizko nasazeny a nespravné neseny.

- prili§ malé nebo pftilis velké zathleni hrudnich koncetin.

- slabé nadprsti.

- ptili§ malé nebo pfili§ velké zauhleni panevnich koncetin. Nedostate¢né osvaleni.
- slabé vyznacend maska.

- kratky krok, vinivy pohyb.

VYLUCUJICI VADY:

- agresivita nebo ptilisna bazlivost.

- nesoulad proporci.

- vady chovéani a povahy.

- nestandardni hlava.

- chybgjici zuby (kromé 2 PM1 a M3), nepravidelny skus.
- nestandardni tvar a uloZeni o¢i.

- nestandardni nasazeni a tvar usi.

- lalok.

- silné spadita zad'.

- nestandardni hrudnik.

- nestandardni nasazeni a neseni ocasu.

- chybné a nestandardni postaveni hrudnich koncetin.
- odstavajici a nestandardni srst.

- barvy jiné nez uvedené ve standardu.

- volné Slachy.

- nestandardni pohyb.
Jedinci, vykazujici fyzické nebo povahové abnormality, musi byt diskvalifikovani.

Pozn.: Psi (samci) musi mit dvé zjevné normalné¢ vyvinutd varlata, plné sestoupla

V Sourku.
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Priloha 3: Ceskoslovensky vI&ik (pes)
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Zdroj: foto Ing. Daniela Cilova
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Priloha 4: Ceskoslovensky vI&ik (fena)
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Zdroj: foto Ing. Daniela Cilova
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Priloha 5: Standard plemene Sarloosuv vléak

(upraveno podle: Ceskomoravska Kynologicka Unie,)

FEDERATION CYNOLOGIQUE INTERNATIONALE
Secretariat General: 13, Place Albert | — B 6530 THUIN (Belgie)

F.C.1.-Standard ¢. 311 /22.01.1999 / GB

SAARLOOSUV VLCAK

(Saarlooswolfhond)

ZEME PUVODU: Nizozemi
DATUM PUBLIKACE ORIGINALNIHO PLATNEHO STANDARDU:22.01.1999

POUZITI: Saarloostiv vI¢ak nebyl Slechtén se zamérem konkrétniho pouziti. Ma
vlastnosti, které mu dovoluji byt vérnym a oddanym spole¢nikem a domacim psem.

ZARAZENI PODLE F.C.1.:

Skupina 1 - ov¢acti a honadti psi (kromé Svycarskych salagnickych pst)
Sekce 1 - ov¢aci

Bez zkousky z vykonu.

STRUCNE HISTORICKE SHRNUTI: Leendert Saarloos (1884 — 1969) miloval

ptirodu 1 psy. Dosel vSak k ndzoru, ze psi se stali ptili§ polid§ténymi, a proto se jakozto
milovnik plemene némecky ov€ak rozhodl vratit tomuto plemeni plivodni pfirozené
vlastnosti a zlepSit tim jeho pracovni schopnosti. KfiZil tedy psa némeckého ovcéaka
jménem Gerard van der Fransenum, coz byl pes klasického pruského typu, s Fleuri,
vl¢ici pochézejici ze sibifské vétve evropského typu (1932).

Kftizeni zpét na otce mu dalo zakladnu zvifat se ¢tvrtinou vI¢i krve. V pribéhu dalsi
experimentalni faze s ptisnou selekci bylo vytvofeno nové plemeno — ,,evropsky vicak®.
Vybrani jedinci tohoto nového plemene dobie slouzili jako privodci slepcti, nejprve
tedy byli povaZovani za vhodné pro tuto praci. Kvili zvySovani podilu vI¢i krve se vSak
uzitetné vlastnosti zdédéné po predku Gerardovi postupné ztracely a ukazovalo se, ze
plemeno nebude vhodné ani jako pracovni pes, ani jako privodci slepct. Odkaz

Leenderta Saarloose, ne pracovni pes, ale pes s vlastnostmi témét ptirodnimi, byl uznan
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jako plemeno v roce 1975. Tehdy bylo plemeno pojmenovano Saarloostv vi¢ak, ke cti
svého stvoritele.

Od t¢ doby =zastupuje toto plemeno holandskd spolecnost Saarloosova vicaka
(Nederlandse Vereeniging van Saarlooswolthonden), kterd vytvofila 1 tento novy

standard.

CELKOVY VZHLED: Saarloostv vl¢ak je siln& stavény pes, jehoz vn&jsi vzhled —

stavba t€la, pohyb a srst — piipomina vlka. Jeho télesnd stavba je vyvazena, ma pomérné
dlouhé koncetiny, aniz by vypadaly piili§ dlouhé. Rozdilné druhotné pohlavni znaky

jsou u pst i fen dobfe vyjadiené.

DULEZITE POMERY: Saarloosiv vi¢ak je delsi neZ je jeho vyska. Délky horni

Celisti a mozkovny jsou v poméru 1 ku 1.

POVAHA /| TEMPERAMENT: zivy pes se spoustou energie a hrdou nezavislou

povahou. Poslouché jen z vlastni vilile, neni submisivni. Je velmi oddany a vérny svému
panovi. Vici cizim lidem je rezervovany a ponékud neduvéfivy. Rezervovanost a vI¢i
sklon utikat v neznamych situacich jsou pro plemeno typické a mély by byt zachovany
jako charakteristické vlastnosti. KdyZ se k Saarloosovu vl¢akovi pfiblizuje cizi ¢lovek,
m¢el by mit jisté porozuméni a pochopeni pro jeho chovani, rezervovanost a sklon utikat,
tyto vlastnosti jsou dédi¢né. Prudky, nezddouci ptistup ciziho ¢loveéka miize vést az
k neptekonatelné touze utéci. Potlacovani této touhy, napiiklad omezovanim volnosti

psa na voditku, mize vést k nervoznimu chovani.

HLAVA: hlava mé pfipominat vI¢i a velikost hlavy ma byt v harmonickém poméru k
trupu. Pii pohledu ze strany a shora je hlava klinovita. Linie od tlamy k dobfe
vyvinutému jafmovému oblouku je velmi charakteristickd. Spolu se spravnym tvarem a

ulozenim oka dodava tato linie Zadouci vI¢i vzhled.

MOZKOVNA:

Lebka: lebka je plocha a Siroka. Neméla by vSak byt piili§ $iroka, protoze to ovliviiuje
typicky klinovity tvar. TyIni hrbolek a o¢ni jamka nesmi byt vystupujici. Nado¢nicové
oblouky se spojuji s lebkou v plynulé linii.

Stop: prechod od silné tlamy k lebce musi tvofit slaby stop.
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OBLICEJOVA CAST:

Nos: nosni houba dobte pigmentovand. Rovny nosni hibet.

Pysky: dobie uzaviené, t€sné ptiléhajici.

Horni ¢elist: nesmi v poméru k lebce vypadat hruba. Pfili§ hruba tlama rusi typicky vI¢i
vzhled.

Dolni Celist: nevyrazna.

Celisti/Zuby: horni a spodni &elist jsou dobie vyvinuté. Silny a uplny chrup, niizkovy
skus. Tésny niizkovy skus je piijatelny.

Oc¢i: nejlépe zluté, mandlového tvaru. Posazené lehce Sikmo, nevystupujici a nikoliv
kulaté, s dobte piiléhajicimi ocnimi vicky. Vyraz je pozorny, rezervovany, ale nikoliv
bazlivy. O¢&i jsou pro plemeno velmi typické, protoze podtrhuji vI¢i vzhled. Zadouci
vzhled je dosazen jen svétlym okem. Velka pozornost musi byt vénovana barve, tvaru a
spravnému ulozeni oka v lebce. U starSich psi mize Zlutd barva oka tmavnout, ale
puvodni dispozice k Zluté barvé mé byt udrZena. Dispozice k hnédé barvé je méné
zadouci. O¢ni jamka piechazi v lebku v plynulé linii. Ptili§ vyjadfena o¢ni jamka spolu
s vyjadfenymi nado¢nicovymi oblouky a vyznacenym stopem jsou nezadouci.

Usi: stiedné velké, masité, trojihelnikové, se zaoblenou Spickou. Osrstény vnitiek ucha.
Ucho je nasazené v trovni o¢i. USi jsou velmi pohyblivé a vyjadiuji emoce a pocity psa.
Nezadouci jsou piili§ Spicaté usi nebo pfili§ vysoko nasazené usi. USi nasazené pfilis

Siroce rusi typicky vzhled hlavy a jsou proto méné Zadouci.

KRK: suchy, dobte osvaleny, plynule pfechazejici v hibet. Stejné plynuld je linie hrdla
a hrudniku. Krk miZze byt ozdoben krasnym limcem srsti, zvIas§t¢ v zimnim obdobi.
Kuze hrdla neni volnd. V uvolnéném klusu je hlava a krk Saarloosova vi¢éka typicky

V témér horizontalni linii.

TRUP: délka trupu Saarloosova vi¢aka je vétsi neZ jeho vyska.

Hibet: rovny a silny.

Hrudni ko§: normalné klenuty.

Hrudnik: plynuld linie hrudniho kose dosahuje nejvyse k loktiim. Hrudnik a vzdalenost
mezi koncetinami jsou pii pohledu zptfedu stfedné Siroké. Pfili§ mohutny hrudnik je
nezadouci, protoze naruSuje celkovy obrys psa, ktery je pro tohoto klusdka typicky.

Obrys je spiSe Stihly a velmi vI¢i.
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Spodni linie a bficho: napjaté, s mirnym vtaZzenim bficha.

OCAS: siroky a bohaté osrstény v kofeni a dosahujici nejméné k hleznu. Zda se
pon¢kud nizko nasazeny, coZ je Casto jesté zdlraznéno malym prohnutim v kofeni.
Ocas je nesen lehce prohnuty do Savlovitého tvaru nebo téméf rovny. V afektu nebo v

klusu mize byt nesen pon¢kud vyse.

KONCETINY:
HRUDNI KONCETINY: konéetiny jsou rovné a dobie osvalené. Kosti jsou v priifezu

ovalné a ne pfili§ hrubé. Koncetiny jsou v poméru k trupu pomérné gracilni.

Ramenni lopatka: dostate¢né Siroka a dlouhd. Normalni zathleni asi 30° k vertikale,

nikoliv pfehnané.

Nadlokti: stejné délky jako ramenni lopatka, zauhleni mezi ramenni lopatkou a
nadloktim je pfiméfené, nikoliv pfehnané.

Lokty: tésné priléhajici k hrudi, ale ne pfitlaené pfili§ tésné. Diky zaobleni hrudniho
koSe a spravné pozici ramenni lopatky a nadlokti je vzdalenost mezi hrudnimi
koncetinami piiméiené Siroka.

Predni tlapky: zajeci tlapky, dobie osvalené a klenuté, se silné vyvinutymi polstarky.
Toto, spolu se silnymi zépéstnimi klouby a mirn€é sklonénymi nadprstimi, umoziuje

dobry pruzny pohyb. V postoji je povoleno lehké vytoceni tlapek.

PANEVNI KONCETINY: normalni poloha panve. Diky nizkému nasazeni ocasu, které

je Casto zdiraznéno lehkym prohnutim, se panev zda byt ulozena Sikméji. Uhleni
panevnich koncetin je vrovnovaze se zauhlenim hrudnich koncetin. Lehky pohyb,
typicky pro plemeno, je velmi zavisly na spravném uhleni kolene a hlezna. I velmi malé
odchylky tento typicky pohyb rusi. V postoji jsou povolena lehce sbihavd hlezna
(kravsky postoj).

Stehno: normalni délky a Siiky, siln€ osvalené.

Koleno: s nepfehnanym zathlenim.

Hlezenni kloub: zathleni nesmi byt prfehnané. Kosti a svaly dovoluji optimalni napéti
hlezennich kloubti.
Hlezno: dostate¢né dlouhé (ne kratké), priméiené strmé.

Zadni tlapky: dobie vyvinuté, dobte klenuté.
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POHYB: Saarloostv vi¢ak je typicky netinavny klusék, ktery svym vlastnim tempem
snadno ub&hne dlouhé vzdalenosti. Svym pfirozenym pohybem se jen sotva unavi, ¢imz
piipomina vlka. Saarloostiv vI¢ak se velmi lisi od jinych plemen lehkonohym pohybem.
Spravny pohyb velmi zavisi na detailech stavby téla, zvIlasté na spravném uhleni
koncetin. Ve volném, nesvazaném klusu nese Saarloosuv vil¢ak hlavu a krk v témér
horizontélni linii - Vv této poloze je ulozeni o¢i a klinovity tvar hlavy obzvlast’ typické.
V klusu, charakteristickém pohybu plemene, nevykazuje pes ani velky predkrok ani

prilisny posun, které¢ by rusily lehkost pohybu, Setticiho energii.

OSRSTENT:

SRST: letni srst se velmi 1isi od zimni srsti.

V zimé pievlada podsada, kterd spolu s pesiky kryci srsti tvoii bohatou srsti, pokryvajici
celé télo a vytvarejici vyrazny limec kolem Krku. V letni srsti prevlada kryci srst.
Teplotni zmény na podzim a v zim¢ maji velky vliv na podsadu, ale alesponi dispozice
K podsadé¢ musi byt vzdy ziejma. Bficho, vnitini strana stehen a Sourek musi byt

pokryty srsti.

BARVA: barvy srsti jsou:

- od svétle po tmave vlkosedou.

- od svétle po tmave zvéfinoveé hnédou, tzv. ,,bos* hnédé (lesni hnéd’).

- od svétle krémové bilé po bilou.

- pigmentace nosni houby, o¢nich vicek, pyski a drapktt ma byt u vikosedych a bilych
jedinct ¢erna. U ,,bos* hnédé nebo krémové bilé jatrova. Srst je svétlejsi na spodni ¢asti
téla, vnitini strané koncetin a praporcich na stehnech.

Vlkosedi a ,,bos* hn&di jedinci maji tmavsi barvu na vné&jsi stran€ koncetin. Maji mit

také vyraznou masku.

VYSKA:
Vyska v kohoutku: psi od 65 do 75 cm, feny od 60 do 70 cm.

Malé odchylky smérem nahoru jsou piijatelné.

VADY: jakéakoliv odchylka od vySe uvedenych znakli méa byt povaZzovana za vadu a
vaznost, s niZ je vada posuzovéana, ma byt v piimém poméru k jejimu stupni.

HLAVA
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- prilis kulaté, vystupujici oci.

- prili§ vyrazné o¢ni jamky, takze nadoCnicové oblouky neptechazeji plynule
v mozkovnu. To se Casto spojuje s vyraznym stopem a piilis kulatyma ocCima.
- prili§ vysoko nasazené usi nebo Spicaté usi.

- usi smeftujici prili§ vyrazné do stran.

TRUP

- prili§ hluboky, ptili§ kratky.

OCAS

- zatoCeny ocas. Ocas neseny nad hibetem.

KONCETINY

- prili§ hruba kostra.

SRST

- mén¢ zadouci jsou nedostateéné vyrazné barvy.

- tmavé sedlo vytvotrené kvili Spatnému rozlozeni tmavych pesiki.
VYLUCUJICI VADY:

- agresivita nebo prilisna bazlivost.

- barva srsti jind nez uvedena ve standardu.

- jakékoliv znaky agresivity.
Jedinci, vykazujici fyzické nebo povahové abnormality, musi byt diskvalifikovani.

Pozn.: Psi (samci) musi mit dvé zjevné normalné vyvinutd varlata, plné¢ sestoupla

v Sourku.
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Priloha 6:  Pufry a roztoky pozité pro gelovou elektroforézu
Vzorkovy pufr (Sambrook et al. 1989)

- 0,25 % bromfenolové modfi - sodna stl (Serva, SRN)

- 0,25 % xylencyanolové modii FF (Sigma, USA)

- 15,0 % ficolu (Sigma, USA)

- v§e rozpustit ve sterilni 2x deionizované H,O

- uchovéavat pii 4°C

10xTBE pufr (Sambrook et al. 1989)
- 450 mM Tris-kyselina borita (Sigma, USA), pH 8,0
- 10 mM EDTA (Sigma, USA)

- uchovavat pti 4°C

IXTBE pufr (Sambrook et al. 1989)
- natfedit 10xTBE pufr 1x deionizovanou H,O

- uchovéavat pii 4°C

Zasobni roztok ethidium bromidu (Sambrook et al. 1989)
- 10 mg ethidium bromidu (Sigma, USA)
- 1 ml sterilni 2x deionizované H,O
- pfi pfipravé a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

- uchovévat ve tmé pfi teploté 4°C

Elektrodovy pufr
- 1500 ml 1XTBE
- 75 pl zasobniho roztoku ethidium bromidu
- pfi pfipravé a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

- pufr je urcen pro okamzité pouziti.

1x TE (Sambrook et al. 1989)
- 10 mM Tris (pH 8) (Sigma, USA)
-1 mM EDTA (Sigma, USA)

- pufr byl pfipravovan jako 10x koncentrovany zasobni roztok
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Poznamka: Veskeré operace s roztoky a gely, které obsahuji ethidium bromid, je nutno

provadét vzdy v ochrannych latexovych rukavicich.
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