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Moznosti a souCasna praxe urcovani paternity fretky
(Mustela putorius furo)

Souhrn

Testy paternity se zabyvaji pivodem jednotlivce v ramci plemen a jsou dulezitym
parametrem pro zajemce o cileny chov zvifat. Fretka (Mustela putorius furo) se v soucasné
dobé¢ stava stale Castéji vyhledavanym a oblibenym domacim mazlickem. Z tohoto diivodu se
v ramci jejich chovu také stale ¢astéji objevuje piibuzenskd plemenitba a pomérné velka mira
dédi¢nych chorob, coz vyznamné ovliviiuje kvalitu chovu téchto zvitat. Tato problematika je
u fretek prozatim rozpracovana a testovani se v soucasné dobé¢ piili§ nevyuziva., pritom by
mohlo vyznamné ovlivnit kvalitu jejich chovu a omezit podvodné chovani s cilem oklamani
budouciho majitele. Paternitni testovani se provadi pomoci metody PCR (polymerase chain
reaction), kterd umoziuje rychlou ampliflikaci DNA. Tato metoda porovnava STR lokusy tria
matka-mladé-otec. Vyhodou STR polymorfismt je dobra rozliSovaci schopnost, vysoka
variabilita a snadna amplifikovatelnost pomoci metody PCR, ovSem jejich nejvétsi nevyhodou
je vysokd mutacni rychlost a limitovany pocet marker v jedné reakci (maximalné 17).
Vysledky STR profilovani se vyjadiuji indexem paternity (Pi). Ekvivalentni vyjadfeni Pi je

procentualni v rozmezi 0% az 100%. Vysledkem je bud’ potvrzeni, nebo vyvraceni otcovstvi.

Kli¢ova slova: Fretka, Mustela putorius furo, paternita, geneticka analyza



Options and current practice of determining ferrets
paternity (Mustela putorius furo)

Summary

Paternity test’s dealing with the origin of individuals within breeds. It is an important
parameter for those interested in the targeted livestock and lead to the improvement of their
breed. Ferret (Mustela putorius furo) are now becoming increasingly popular and favorite
pets. For this reason, as part of their breeding also been increasingly inbreeding, and relatively
high rate of hereditary diseases, which significantly affects the quality of these animals. This
issue is far worked in ferrets and testing is currently not used too. While could significantly
affect the quality of their breeding and reduce fraudulent behavior in order to deceive the
future owner. Paternity testing is carried out by PCR (Polymerase Chain Reaction), which
enables rapid amplification DNA. This method compares STR loci trio mother-baby-father.
STR polymorphisms advantage is good resolution, high variability and easy amplification
using the PCR method, but the main disadvantage is the high mutation rate and limited
number of markers in a single reaction (maximum 17). STR profiling results are expressed
paternity index (Pi). Equivalent expression Pi is the percentage ranging from 0% to 100%.
The result is either confirming or disproving fatherhood.

Keywords: Ferret, Mustela putorius furo, paternity, genetic analysis
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1 Uvod

Pivod jednotlivee v ramci plemen zvifat je dilezitym plemennym parametrem, ktery
muze indikovat plemennou hodnotu jedince ve vztahu k vlastnostem rodict. Paternita nemusi
byt vzdy plné garantovéana z riznych divodi, at’ jiz védomych ¢i nevédomych chyb chovateli
nebo dokonce podvodného chovéani s cilem zdmérného poskozovani vlastnickych prav
budouciho majitele vybraného jedince. Bakalatska prace fesi formou literarni analyzy smysl a
moznosti detekce urCeni paternity u fretky (Mustela putorius furo) na soucasné trovni

genetického vyzkumu.



2 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je shromazdit informace o testech paternity na soucasné urovni
genetického vyzkumu a nasledné popsat moznosti vyuziti tohoto testovani u fretky (Mustela

putorius furo). Hypotézou je, Ze testy paternity u fretek maji sviij vyznam.



3 Prehled literatury

3.1 Fretka — zakladni informace a popis druhu

3.1.1 Taxonomie a fylogeneze

Fretka (Mustela putorius furo, Linnaeus, 1758) je Selma (Carnivora, Bowdich, 1821) patfici
do starobylé ¢eledi lasicovitych (Mustelidae, Fischer, 1817), ktefi se pravdépodobné datuji do
doby eocénu asi pied 40ti miliony let. Do taxonomické skupiny této celedi (obrazek 1), uznané
Corbetem a Hillem, patii 67 druhti ze severni, stfedni a jizni Ameriky, Euroasie a Afriky (Fox,
2014). V Linného klasifika¢nim systému se fretka nazyva Mustela putorius furo a to zlstava
dodnes pevné stanoveno. Anglicky vyraz ferret (fretka) je odvozeno z latinského furonem a z
italského furone, coz znamena zlod¢j. Dalsi nazev putorius je z latinského putor znamenajici

zapach, ktery se vztahuje na pizmovy zapach fretek (Thompson, 1951).

Rodicovské druhy fretek jsou stale nejisté. Jejich predkem mulze byt tchot evropsky (M.
putorius putorius, Linnaeus, 1758) nebo tchot stepni (M. eversmanni, Lesson, 1827), ktery ma
vice podobnosti v lebecni morfologii (Blandford, 1987). Tchot evropsky a stepni byli pivodné
fazeni jako jeden druh. V soucasnosti je tchof tmavy povazovan za samostatny druh, blizce
piibuzny tchofi stepnimu a norku evropskému (Mustela lutreola, Linnaeus, 1761) (Michaux et
al., 2005). Genetickd data naznacuji, ze k oddéleni téchto tfi druhl tzv. putorius group
(Mustela putorius, lutreola a eversmanni) pravdépodobné doslo v nedavné minulosti nebo Ze
speciace téchto druhi dosud probiha (Hosoda et al., 2000). Zatim se nepodatilo
fylogenetickymi metodami vyftesit vztahy mezi druhy (Davison et al., 1999). M. putorius a M.
eversmannii se mezi sebou kiizi, a tim se genofondy jejich druhu piekryvaji (Blandford,
1987).
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Celed’ lasicoviti (Mustelidae)

podceled vydry (Lutrinae)

podceled jezevci (Melinae)

podceled medojedi (Mellivorinae)

podceled’ kuny (Mustelinae)

podceled jezevci (Taxidiinag)

Obrazek 1. Moderni ¢lenéni Eeledi Mustelidae (Zdroj: Strafelda, 2002)

3.1.2 Zakladni charakteristika

3.1.2.1 Vahové udaje

Fretky obvykle dosahuji télesné dospélosti v 6 mésicich svého zivota (Evans, 2014). Divoce
kteti nemusi celit vn&jS$im vliviim, vazi primérmé 0,8-1,2 kg a to obé pohlavi (Hrapkiewicz a
Medina, 2006).

3.1.2.2 Obecna morfologie

Tato zvifata maji dlouhé télo s kratkyma, dobfe osvalenyma nohama a dlouhym ocasem.
Dospélé fretky dosahuji délky téla od cenichu ke Spi€ce ocasu piiblizné€ 44 - 46 cm. Né&které z
anatomickych rysi se podobaji psim a kockdm — pfedni a bo¢ni Casti lebky se podobaji

koc¢i¢im a neuzavienymi licnimi kostmi pfipominaji zase spise psi (Wen et al., 1985).

Zejména z divodu hrabaciho instinktu v pfirodé se u fretek vyvinul dlouhy krk a umisténi
tepen, které ma napomdhat udrzovani dostatecného pritoku krve mozkem v tésnych

uzavienych prostorach (Andrews et al., 1979).
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Bueno et al. (1981) informuje, ze kratky travici trakt fretek je charakteristicky i pro jiné
Selmy (Carnivora), ale slepé stievo a apendix u tohoto druhu chybi. Unikatni je také jejich
tlusté stievo, protoze nema zadné externi anatomické rozdéleni mezi tenkym stievem a tlustym

sttevem, tudiz stfeva vypadaji jako jeden dlouhy nediferencovany organ.

Fretky maji par nadmémné vyvinutych andlnich Zlaz, coz je charakteristické pro celed’
lasicovitych (Mustelidae). Produkuji Zlutou serdzni tekutinu se silnym zapachem. Kdyz se citi
vystrasené nebo ohrozené dokazi spéSné spustit své andlni Zlazy, ale na rozdil od skunka

nemohou vystiiknout tekutinu na dlouhé vzdalenosti (Hrapkiewicz a Medina, 2006).

3.1.2.3 Reprodukce

Samice fretek dosahuji pohlavni dospélosti mezi 8. a 12. mésicem (obvykle prvni jaro od
jejich narozeni). Samci dosahuji puberty v 9 mésicich zivota (Purcell a Brown, 1999).
Domestikanti jsou sezoné polyestri¢ti (Hrapkiewicz a Medina, 2006). Pro spravny béh
pohlavniho cyklu vyZaduji sttidajici se periody dlouhych a kratkych dnt. Obé pohlavi jsou
nejplodnéjsi, kdyz se dny zacinaji prodluZovat. Spermatogenni aktivita samcli probihd od
prosince do Cervna (Lindeberg, 2008). Pro uspé€$né pareni se doporucuje, aby se samice se
samcem umistili do spole¢ného kotce deset dni pied zacatkem fije. Po ukonceni fije opouste;ji

kotec po 48 hodinach spole¢né (Purcell a Brown, 1999).

K ovulaci dochazi 30-36 hodin po kopulaci (Hrapkiewicz a Medina, 2006). Délka biezosti u
domestikovanych fretek dosahuje primérné 41 dni (39-42 dni). Jestlize samice nemize
zabfeznout poté, co u ni byla indikovana bfezost, jedna se o faleSnou bfezost, kterd mtize trvat
40-42 dni (Ivey a Morrisey, 1999; Hrapkiewicz a Medina, 2006). Samice rodi primérn¢ 8
mlad’at (1-18 mlad’at) o vaze 6-12 gramil. Jsou slepa, hluchd a maji fidkou bilou srst
(Lindeberg, 2008). Samice vychovavd mlad’ata sama. Potravu zaCinaji pfijimat od 21. dne
veéku, kdyz poprvé oteviou oci. Odstav probiha mezi 6. — 8. tydnem Zivota (Hrapkiewicz a
Medina, 2006).
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Fretky jsou plodné s evropskymi tchofi, coz potvrzuje blizky geneticky vztah. Divoké
evropské fretky (tchoti) vSak obvykle mivaji pouze jedno mladé, kdezto fretky domestikované
maji dvé a vice mlad’at rocné€. Také F1 generace z divokych tchoii a domacich fretek mayji
plodné potomstvo. Stepni tchofi se mohou téz kiizit s tchofem c¢ernonohym (Mustela
nigripes). Samice fretek a samci hranostajia (Mustela erminae, Linnaeus, 1758) také dokazi

vyprodukovat Zivotaschopné potomky (Williams et al., 1996).

3.1.2.4 Srst a barevné varianty

Lewington (2007) uvadi, ze neexistuji zadna specifickd plemena fretek, ale barevné
standardy a razy existuji. Americkd asociace chovateli fretek (The Amerrican Ferret

Association) uznala nasledujici standardy pro ucely vystavy a chovu:

1. Albino — Kryci srst a podsada je bila az krémova. Bez masky. Barva o¢i je pouze Cervena

a ¢enich je vzdy rizovy (obrazek 3A).

2. Tmavooky bily - Kryci srst a podsada je bilda az krémova. Maska chybi. O¢i jsou

karminové ¢ervené a Cenich ruzovy (obrazek 2B).

3. Sampariské — Kryci srst je zlutohnéda az bézova. Podsada je bil4 az krémova. Maska ma
tvar "bandity"”, "V", nebo miize byt neuplna. Oc¢i jsou tmavé Cervené¢ (mliZou byt i

svétlejsi). Cenich je bézovy, rizovy, nebo se svétle hnédym obrysem "T" (obrazek 2C).

4. Skoricovy — Kryci srst je svétle cervenohnéda. Podsada je zlata (i svétlejsi je pfijatelnd).
Maska mlZze mit rozdilnou barvu, nebo odstin. O¢i jsou tmavé Cervené (mizou byt 1
svétlejsi). Cenich je zddouci cihloveé oranzovy, bézovy nebo se svétle hnédym ¢i cihlové

oranzovym obrysem "T" (obrazek 2D).

5. Tchorovity — Kryci srst je tmavé hnéda az Cernd. Podsada je svétla az bézova, nebo
krémova a neméla by byt zlutd. Maska je nejCastéji ve tvaru "bandity" a muize mit
rozdilnou barvu nebo odstin. O¢i jsou tmavé hnédé az k cerné. Cenich ma byt svétle

hnédy, skvrnity nebo s hnédym obrysem "T" (obrazek 2E).
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6. Cernotchofovity — Kryci srst je jasanové tmavé hnéda az k ¢erné (hndda nesmi mit
nadech do teplych tonll). Podsada je svétla az krémova., zadana je bild. Maska byva
tmava a je Casto plna — tedy tvofi takzvanou "kuklu", nebo ma tvar "bandity". O¢Ci jsou
tmavé hnédé az ¢erné. Cenich je tmavé hnddy az erny a puntikovany, nebo flekaty
(obrazek 2F).

7. Cerny — Kryci srst je ¢ernd. Podsada je zadana bila. Maska je tmava. O¢i jsou tmavé aZ

gerné. Cenich je Gerny nebo tmavé hnédy, mize byt i ¢erno skvrnity (obrazek 2G).

A B C D

Obrazek 2. barevné standardy fretek (Zdroj: http://www.fretka.cz/)

Kresba jejich masky se méni od sezony k sezoné€ a od roku k roku. Fotografovani je tudiz
nespolehlivy zpiisob individudlni identifikace. Fretky chované ve venkovnich voliérach
nabyvaji tmavSich barev. Chovatelé by méli peclivé a pravidelné¢ dokumentovat dilezité
charakteristiky jako je pigmentace srsti a podsady, nebo pigmentové znaeni pokozky.
Vzhledem k tomu, Ze se na to do soucasnosti piili§ nekladl diiraz, nebylo zatim mozné plné
charakterizovat geneticky vliv na barvu jejich srsti. Chov velkého mnozstvi fretek ve
venkovnich voliérach po mnoho generaci by byl ideédlni k archivaci udaji pro dalsi studie
(Lewington, 2007). Podsadu ztraceji na jafe a na podzim. V tomto obdobi prodélavaji také

vahové sezonni zmény (Evans, 2014).
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3.1.3 Domestikace a praktické vyuziti

Bays et al. (2006) uvadi, ze se jedna o plné¢ domestikovany druh zvifete, ktery jiz nema
zadny divoky proté&jSek. Nejpravdépodobnéjsimi piedky jsou tchoi tmavy (Mustela putorius
putorius) a tchot stepni (Mustela eversmanni).

Fretka je zvite s velice dlouhou historii domestikace, zhruba 2000 — 3000 let. Mezi faktory,
které¢ komplikuji urCeni domestikace, patfi omezeny pocet kosternich nalezii, nedostatek udaju
pro urceni geografické oblasti domestikace, nemoznost oddélit kosterni ndlezy domaci fretky
od jinych divokych prislusnikd rodu Mustela a nedostateéné genetické studie (Lewington,
2007).

Je pravdépodobné, Ze fretky byly chované na ochranu uloZeného obili a jinych potravin od
hlodavci, stejné jako kocky (Price, 2002). DalSim divodem k chovu fretek byl lov kraliki,
mysi a krys, nazyvany ferreting (obrazek 3). Prvni vyobrazeni fretky pouzivané k lovu kralika
se objevuje v rukopisech jiz ze ¢trnactého stoleti. Toto potvrzuji i rané zdznamy od Straba a
Plinia, cca 60 let pt. n. L., které byly pravdépodobné zékladem pozdéjSiho vyuziti a uvadéji, ze
vznik fretky probihal v Severni Africe (Thompson, 1951). Tyto zaznamy byly
zpochybiiovany, ale predpoklada se, ze odsud byla tato zvirata prevezena do Jizni Evropy, kde
probéhla domestikace (Lewington, 2007). S jejich Stihlymi tély, mohou pronésledovat svou
kotist snadno az do nor (Kaufman, 1980). Tato praktika byla postupné zavleCena i do Asie a
na Britské ostrovy. Zde se tato ¢innost provozuje dodnes jako sport (Thompson, 1951). Ve
vétsin€ zemi je tato technika lovu povolena pouze s licenci podle platného zédkona. Jiné vyuZiti
téchto zvifat lidmi je rozvadéni kabell do pracovnich mist, kam se tézko dostava kvili
omezenému prostoru, napiiklad pro telefonni spolecnosti. Pro tento tcel, nosi fretka maly
postroj, na kterém ma pfipojené nylonové struny, které lze snadno tahat skrz uzké prostory
(Broom a Fraser, 2015). Také jsou hojné¢ pouzivany jako biomedicinsky model pro studium
viru lidské chiipky, zejména pro pandemicky virus chiipky HSN1 (Ouborg et al., 2010), a jsou
pouzivany i v toxikologii a farmakologii, v reprodukéni fyziologii a endokrinnim vyzkumu,
vétSinou v americkych laboratofich. Mezindrodné jsou fretky také chovany pro jejich koZeSinu
(Fitch vrstvu). V Evropé nejsou zadné specializované registrované farmy pro vyrobu Fitch
kozesiny - chov fretek je vétsinou kombinovan s chovem norka amerického (Mustela vison).
V roce 2000 bylo v Evropé vyprodukovéno zhruba 1700 kozeSin (200 kozeSin v Norsku a
1500 kozesSin v Polsku); 79 chovnych jedincii bylo zaznamenano v Dansku v roce 2001
(Broom a Fraser, 2015).
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Obrazek 3. Ferreting (Zdroj: Thompson, 1951)

3.1.3.1 Rozdily zptisobené domestikaci

Mezi prvni viditelné rozdily patii zména barvy jejich koZichu, stejné jako k tomu doslo
vlivem domestikace 1 u jinych druhli zvifat. Albinotické fretky byly chovany po staleti a byly
Casté&ji preferovany pro lov kvili jejich lepsi viditelnosti. Maji také odlisny zrak a sluch. Mezi
dal§i zmény patii zmenSeni lebecni kapacity o 15-20%, $irsi konstrukce téla a redukce zubi
(Church, 2007).

Existuji i behavioralni rozdily mezi domestikanty a divokymi tchofi. Doma chované fretky,
na rozdil od divoce Zijicich jedinci, nejsou tolik temperamentni a hbité (Grzimek a Werner,
1990). Jsou také vice spoleCenské, coz je Casty nezddouci ucinek domestikace. Fretky ziji
rad¢ji v malych skupinach, na rozdil od jejich samotéisky zijicich divokych piibuznych
(Church, 2007). Domaci fretky jsou mnohem vice ucenlivé a nemél by se u nich rozvijet strach
z lidi, ani z nezndmého prostiedi. Generace F1 hybrida z parentdlni generace fretek a tchotil
vSak vykazovala rozvoj strachu z lidi, kdyz méla v kritickém obdobi v 7,5 — 8,5 tydnech zivota
opustit svou matku (Poole, 1972). Kdyz se zacala v€novat pozornost testovani reakci na
rachotivy zvuk, zjistilo se, Ze divoci tchofi a F1 hybridi si zvykaji rychleji nez domestikanti.
Reakce hybridii F1 generace zavisi do jisté miry na tom, z jakého prostiedi byli vzati. Jedinci
odchovani v domacich podminkach reagovali jinak, nez ti odchovani ve venkovnich voliérach.
Protoze kontrast ptirozeného habitatu fretky s domécim prostiedim je znacny, jedinci
odchovani doma vykazovali vétSi odezvu na podnéty. Toto zjisténi souhlasi s Lorenzovou
hypotézou, ze chovani domestikovanych zvifat odpovida chovani mladych jedinct jejich
divokych protéjski (Hahn a Wester, 1969).
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3.1.4 Rozsiteni na dalSi kontinenty

Do Severni Ameriky byly domestikované fretky pravdépodobné zavleceny na obchodnich
lodich kolem roku 1700. Mohli sem piijet jako spoleCenska zvifata nebo jako pomocnici pfi
lovu. Na lodi také plnily funkci hlidaci zasob pied hlodavci (Fox, 2014). V Americe se fretky
chovaly zejména pro jejich kozeSinu. Jedno mésto v oblasti Nového Londyna ve staté¢ Ohio,
dokonce priijalo ndzev Ferretwill, protoze se zde chovala obrovska populace fretek kolem roku
1915. Ve dvacatém stoleti byl lov kraliki fretkami v nékterych zemich zakéazan, protoze

divoka populace kralikl byla natolik znicena, Ze se museli zacit chranit (Lewington, 2007).

Fox (2014) a Lewington (2007) se domnivaji, ze fretky byly introdukovany do Australie z
Evropy okolo roku 1800, kvuli fizeni populace evropskych kraliki, kteti sem byli zavleceni jiz
drive. Nastésti zde byly fretky loveny mistnimi predatory, jako jsou napiiklad lisky, divoci psi
dingo a jestiéabi, tudiz se zde divoka populace fretek nemohla dale rozvijet a narusit tim mistni
ekosystém. Nicméné, kdyz byly ze stejného divodu introdukovany do pfirody Nového
Zg¢landu spolu s dalS§imi lasicemi, nebyli tam zadni predatoti, ktefi by jejich populaci
zredukovali. Proto se zde divokd populace domestikovanych fretek rozvinula a ptetrvava

dodnes. Dopady tohoto poc¢inu na mistni faunu a floru jsou sporné.

3.1.5 Chov

Tato zvifata mohou byt chovana jak v byté, tak 1 venku v zavislosti na klimatu (Quesenberry
a Carpenter, 2014). Vétsina fretek chovanych v zajmovych chovech je ubytovavana v klecich,
kde jsou bud’ samostatné, nebo spolecné s dal§imi jedinci svého druhu. Doporu¢end minimalni
velikost klece pro 1 - 2 jedince je alespont 1,5 - 2 m? s podminkou, ze na kazdého dalsiho
obyvatele by se mélo ptidat dalSich 0,5 m? (McKay, 2006). Nicmén¢ vétSina chovateld, pokud
mozno, dava prednost vétSim rozméertim. Divoci tchotfi maji primémé domaci okrsky velikosti
pfiblizné 12,4 ha pro samice a 31,4 ha pro samce (Blandford, 1987). Ackoli rozsdhlé¢ doméci
okrsky jsou uvedeny jako jeden z nejvétSich prediktort stresu a psychologickych dysfunkci v
zajeti, zustava nejasné, do jaké miry toto ovlivituje pravé velikost klece (Clubb a Mason,
2007).
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Pro jejich ubikaci je zcela nevhodné akvarium, kvali velmi Spatnym ventilatnim
vlastnostem a potencialnimu riziku pfehtati v disledku vysokych teplot. Optimalni teplota pro
chov je 15 - 21 °C a neméla by piekrocit 29 °C a zaroven by neméla klesnout pod -7°C (Fox,
2014).

Vzhledem k citlivosti jejich dychacich cest neni doporuceno pouzivat piliny ¢i slamu jako

stelivo (Quesenberry a Carpenter, 2014).

Fretky se vétSinou vymeésSuji na jednom, maximalné na dvou oblibenych mistech v kleci.

Tato behaviordlni vlastnost mize byt vyuzita ve vycviku v chozeni na bedynku (Woodley a
Baum, 2003).

Quesenberry a Carpenter (2014) podavaji informace o tom, Ze potfebuji mit ve svém obydli
»temny koutek®, ktery vyuzivaji jako své itoCisté a spaci prostor. Tento prostor vnimaji jako

bezpecné misto a to omezuje stres.

3.2 Zakladni genetické udaje

3.2.1 Karyotyp

Fretka ma 20 parG chromozémi, a to 19 part autozomii a 1 par gonozému (pohlavni

chromozémy X a Y)

Frykman (1972) a Omodeo a Renzani (1966) uvadéji, Ze chromozémy fretky jsou rozdéleny
do Ctyt skupin stejné, jako tomu je 1 u jinych savct (obrazek 4). Skupiny jsou nazyvany dle
lokace centromery na chromozdémech. Ve skupiné m (metacentrické) je pét parti autozomu a
gonozémy X a Y. VSechny jsou rozeznatelné podle poméru délky jejich ramen. Ve skupiné sm
(submetacentrické) je umisténo také pét part autozoémii. Skupinu st (subtelocentrickou) tvofi

Ctyfi pary autozomi. Skupina t (telocentrickd) obsahuje pét part autozoémai.
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Obrazek 4. Idiogram — rozdéleni chromozému do skupin m, sm, st a t. V kazdé z nich jsou

Vi

w 1) ("]
A 4 A N

J

Yy 2

2 3 x 4 S
m

3 4 S

1T 2 3 a4 1 2 3 a4 S
sm st 1 4

jednotlivé chromozdmy ¢islovany v poradi podle klesajici délky (Zdroj: Frykman, 1972).

3.2.2 Molekularni taxonomie

Celed” Mustelidae byla podrobena hodnoceni pomoci fylogenetické analyzy maximalni
uspornosti (maximum parsimony, preferovani jednodussSich hypotéz pied sloZitéjSimi). Byla
analyzovana Castecnd cDNA genlit RAG1 a IRBP. Tyto testy zplsobily jisté zmény zafazeni
druhti zejména jezevci z rodu Melogale (Geoffroy, 1831). Tato analyza také silné podporuje
vy€lenéni skunkt vykazujici znaky Procyonidae (Gray, 1825) a Mustelidae (Fischer, 1817)
(Sato et al., 2004).

3.2.2.1 Fylogenticky strom na zaklad¢ cytokint

Cytokiny jsou nezastupitelné pii udrzbé homeostazy organismu. Jsou spojeny a rozvojem
poruch zanétliveho razu. Pokud dojde k zanétu jakékoli tkang, cytokiny se zacnou hojné

vytvaret v oblasti lokalnich 1ézi v rdmci Casné hostitelské obranné imunitni reakce na infekci
(Sterzl, 1999).
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Na zakladé aminokyselinové sekvence cytokind a uzivanim metody neighbor-joining
(posuzovani sdilenych znakii se sousedy) byl postaven ndasledujici fylogeneticky strom
(obrazek 5) (Nakata et al., 2008). Fylogenetické skupiny savct na zaklad¢ struktury cytokinii
jsou rozdéleny do péti skupin: Primates, Artiodactyla, Perissodactyla, Carnivora a Rodentia.

Rozdil mezi t€mito skupinami spociva v proteinu interferonu gama (IFN-y) (Boulay et al.,
2003).

IFN- 7

Myvs l Rodentia

Clovek l Primates

Prase
912 [;)0 0Skot Artiodactyla
L Ovce
919~ Fretka
34-1— Pes Carnivora
L 809

476 — Kocka

Kun I Perissodactyla
0.1

Obrazek 5. Fylogeneticky strom na zakladé interferonu gama (IFN-y) (Zdroj: Nakata et al.,
2008)

Procentudlni podily identifikovatelné nukleotidové sekvence a odvozené sekvence
aminokyselin pro cytokiny fretek ve srovnani s jinymi savci jsou uvedeny v obrdzku €. 6.,
ktery znazornuje sekvencni homologie IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8 (interleukiny 1, 6 a 8) a TNFa
(faktor nadorové nekrdzy). Sekvence kddujici proteiny byla primémeé z 85% stejna se psi. Na
rozdil od mysi, které maji tuto homologii nukleotidovych sekvenci cytokinii s fretkami ve

srovnani s jinymi savci nizsi (Nakata et al., 2008).
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DRUH Homologie nukleovych aminokyselin v %

FN-y IL-1f IL-6 IL-8 INF-a
Pes 92.9(86) 83.974) 84.8(73) 8§6.7 (89) 93.0(97)
Kocka 88.1(83) 83473, 83.0(73) 86.2(33) 93.0092)
Clovik 18.4(63) 11.3(62) 143039 §23(73) §8.2(89)
My3 64.3(34) 73.00(37) 38.1(39) 38.1¢41) 79.0 (79)

Obrazek 6. Porovnani sekven¢nich homologii IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8 a TNF-a (Zdroj:
Nakata et al., 2008).

3.2.2.2 Fylogeneticky strom Neighbour-joining

Fylogeneticky strom Neighbour-joining je sestaveny na zdkladé kombinace sekvenci
cytochromu B (integralni membranovy protein, ktery se bézné pouzivd jako oblast
mitochondridlni DNA pro urceni fylogenetickych vztahli mezi organismy) a D-smycky, cozZ je
vyznamnad '"nekddujici" sekvence mtDNA. Sekvence byly spojeny, kvili potencidlnim
problémim, které plynou z uloZeni modeld béhem evoluce (Wenzel et al., 2013). Prioritou by
mélo byt vyuZziti maximalni sekven¢ni variace. Topologie téchto fylogenetickych stromt byla
vytvofena predevSim s vyuzitim sekvence D-smycky. Podobnost fylogenetickych stromt
vytvofenych pomoci metody maximalni pravdépodobnosti maji za nasledek fylogenetické
stromy podobné topologie, aZ na to, Ze uzel D10/D13 zde neni vyfeSen, coz vede k vétSimu
rozvétvovani. Variace hypervariabilniho CnTn pole nebyly =zatazeny do konstrukce
fylogenetického stromu. Spolehlivé sladéni této oblasti nebylo mozné. Podobné

polypyrimidinové trakty byly identifikovany i u jinych savcl (Zardoya et al., 1995).

3.2.2.3 Fylogenetické vztahy mezi tchofi a domestikovanymi fretkami
Nedavné spekulace o plvodu fretky a nékteré biologické studie o jeji morfologii a

karyotypu, nedosahly témet Zadného pokroku pii studiu jejich domestikace (Blandford 1987,
Frykman, 1972).
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Davison et al. (1999) uvadi, ze po introdukci domestikovanych fretek do Velké
Britanie mnoho jedinct tohoto druhu bud’ uteklo na svobodu, nebo bylo vypusténo svymi
chovateli do mistni volné ptirody. Populace tchoti klesla béhem 1. Svétové valky. Z divodu,
zda soucasna expandujici populace tchotfe je prevazné hybridniho plivodu a k objasnéni
genetické rozmanitosti tchofe v Britanii bylo pouzito sekvencovani oblasti cytochromu B za
pouziti primertt L14771 a H15149. Pro kontrolu pouzili isek D-smyc¢ky. Objevili pouze dva
typy cytochromu B, které se lisi na bazi piechodu substituce na tfeti pozici kodonu. Tyto
haplotypy jsou oznacovany jako ,,Welsh polecat" (WP) u divokych tchoit a ,,domestic ferret"
(F) u domacich fretek. WP haplotyp byl omezen na oblast Walesu, zapadni a stiedni Anglie,
zatimco F haplotyp byl nalezen v pevninské c¢asti Anglie, Walesu a Skotska a také na
ostrovech (Benbecula, Shetland, Man). Sekvence cytochromu B druhého haplotypu F byla
totozné se dvéma fretkami v databazi Genbank. Tyto dva haplotypy cytochromu B odpovidaly
dvéma odlisnym D-smyckam. Haplotyp F byl také nalezen ve fenotypu slovinského tchote.

3.2.3 Genom fretky jako model pro zkoumani virovych infekei lidi

Genom fretek se zkouma zejména kvili jejich vyuziti jako modeld pro studium lidskych
virovych onemocnéni pfevazné respira¢niho charakteru. Analyzy odhalily vysoké sekvencni a
proteinové podobnosti a také sdileni tkanovych expresnich vzorcli mezi fretkami a lidmi, coz

naznacuje potencialni uzitecnost fretek jako modelll v §ir§im souboru onemocnéni (Ouborg et
al., 2010).

V soucCasné¢ dobé existuje pouze omezeny pocet ¢astecnych usekti cDNA pfitomné v
GenBank. To ma vliv nejen na po¢et molekularné genetickych testu, které jsou k dispozici pro
analyzy, ale také k rozvoji testi zalozenych na protilatkach (Bruder et al., 2010). Funk¢ni
genomové analyzy mohou poskytnout cenné poznatky o tom, které slozky vrozené imunitni
odpovédi hostitele zneSkodni patogeny, nebo informace o strategii, kterou viry nebo bakterie
vyuzivaji k preziti (Kobasa et al., 2007). Dostupnost ¢inidel pro molekularni analyzy
pouzivané k rozpoznani infekci a predikci imunogenni ochrany je omezena. To omezuje i

uziteCnost fretky jako modelu (Bruder et al., 2010).
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Byly porovnavany genetické vzory transkripci fretek a lidi napfic sedmi tkanémi. Nejprve se
urCily geny s nejvyssi relativni hojnosti ve vSech tkanich a zjistilo se, ze prisecik téchto
tkanové specifickych sad mezi ¢lovékem a fretkou byl velmi vyznamny (Cabili et al., 2011).
Vymezi-li se sady tkanové specifickych gentl, jsou sdruzené geny s podobnymi expresnimi
vzory naptic¢ 14ti tkdtlovymi vzory (7 z fretek a 7 z lidi) rozd€leny do 7 klastri (obrazek 7).
Tato analyza ukdzala, Ze shlukovani gent fretek a lidi vykazovaly velmi souhlasné tkanove
specifické vzory exprese. Pfifazeni genového klastru na konkrétni tkan bylo zifejmé diky své
vyrazné zvySené expresi v dané tkani. Z obrazku 5 je ziejmd podobnost mezi kosternim
svalstvem a srdcem, kterou lze pfi¢ist pfitomnosti piicné pruhovanych svalovych bunék v
obou tkanich (Peng et al., 2014).

SIB 403 741 oy - =
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Genovy klastr tkdnovéhe axpresniho profile

Obrazek 7. K-means. Tkanova exprese genetickych sad odhaluje podobnosti v tkanové
specifi¢nosti. Svislé délici stény odpovidaji sedmi shluklim genti. Horizontalni seskupeni genti
je vyjadreno dvéma barvami, a to modrou pro fretky a oranzovou pro lidi, téZ upozoriuji na

tkadnovou specifi¢nost shlukt 2 az 7. (Zdroj: Peng et al., 2014)

3.3 Testy Paternity

3.3.1 Historie

Historie soudniho 1€kafstvi zacala ve Francii a jejim prikopnikem byl Ambroise Pare (1509
- 1590), slavny francouzsky renesancni chirurg, ktery poprvé uvedl soudni spisy na zaklade
anatomickych studii v roce 1575. Podrobné popsal zkousky panenstvi a muzské impotence,

kritizoval nazory kongresu a uvadi, ze nikdo by nemohl byt schopny erekce a ejakulace pied
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komisi. Pare se vSak neodvazil publikovat tato slova za svého Zivota. Byly zvefejnény az v

roce 1598, tedy 8 let po jeho smrti (Albrecht a Shultheiss, 2004).

Velky vyznam ucinil medik Johan Ham (1651-1723) svym mikroskopickym objevem
spermii. Anglicky chirurg William Cheselden (1688- 1752) ilustroval a popsal spermii ve své
slavné knize ,,The Anatomy of the Human Body“ (anatomie lidského téla). Wilhelm von
Gleichen-Russwurm na to v roce 1778 navazal a prohlasil, ze mikroskop mtize pomoci vyfesit

otazky otcovstvi (Schultheiss a Denil, 2002).

Karl Landsteiner (1868-1943) svym objevem krevnich skupin na zac¢atku dvacatého stoleti
polozil zékladni kdmen pro sofistikované techniky feSeni otdzek otcovstvi. Nebylo to ovsem
zvetejnéno az do roku 1921, kdy se Reuben Ottenberg z New Yorku stal prvnim, kdo navrhnul

pouziti tohoto védeckého poznatku na medicinsko-pravni otadzky (Schultheiss a Denil, 2002).

Mezi starS§i metody oveétovani paternity patii testovani podle krevnich skupin, tzv. HLA
systému (polymorfismus leukocytll), nebo polymorfismii enzymil erytrocytii (Geserick a
Wirth, 2012).

3.3.2 Molekularné genetické testy

V soucasné dobé se pro molekularné genetické testy vyuZzivd zejména metoda PCR, ktera
bude popsana v nasledujici kapitole. Diive se k témto testim pouzivala metoda Southern
blotting, ktera je pomérné draha a slozitd. Dnes se pouZiva pfevazné jen vyzkumné. Byla plné

nahrazena PCR technikami.

Tyto typy testi se provadeji bud’ v prentalnim obdobi, nebo jiz za zivota jedince. V obou
dvou ptipadech se pouzivaji zejména pro detekci choroby, kterd miiZze ovlivnit Zivot jedince,
tzn. stanovuje se prostiednictvim nich presymptomatickd diagnéza. Tato diagnéza odhaluje,
zda v genomu daného jedince probéhla takova molekularni zména na ur¢itém genu (mutace
typu delece apod.), ktera zpusobi, ze v pribéhu svého Zivota onemocni pfislusnou chorobou.
Pouzivaji se také pro identifikaci patogenniho organismu (bakterie, viry, paraziti apod.), ktery

zpusobuje chorobu a tim zefektiviiuji jeji 1écbu (Akhmetov a Bubnov, 2015).
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Déle se tyto testy hojné vyuzivaji ve forenzni praxi, kde plisobi jako nevyvratitelny
dikaz, ktery potvrzuje piitomnost podezielého na misté Cinu. Zde predstavuji jistou
komplikaci forenzni stopy, které nesou pouze nepatrné mnozstvi vzorku, ktery muize byt
degradovan nebo znecistén. Je téz pravdépodobna piitomnost bunééného materialu z vice
zdrojii (Budowle et al., 2005). Ve forenzni praxi se vyuzivaji také k identifikaci osob

prosttednictvim testl paternity (Drabek, 2011).

3.3.2.1 Molekularné genetické testy ve vztahu ke zviratim

Ve vztahu ke zvifatim se molekularné genetické testy vyuzivaji zejména v molekularni
taxonomii, ve které v soucasné dob€ zplisobuji zmény taxonomického zatazeni Zivocichl
(Sato et al., 2004). I u zvitat se vyuzivaji tyto testy k detekci neznamého patogenu a nésledné
diagndéze. Nachazeji zde uplatnéni testy paternity, které poméhaji ke zkvalitnéni chovu zvifat.
Testy pomahaji zmapovat chovné linie jedinci, ¢imz zabranuji inbreedingu a podvodnému

jednani, které mize poskodit majitele kupovaného zvitete.

3.3.3 Soucasny zpiisob ovérovani paternity

Hardwick (2015) uvadi, Zze ovéfovani otcovstvi je dnes zastoupeno vyhradné DNA
technologiemi a je nabizeno Gstavy soudniho I¢katstvi, genetickymi stavy nebo soukromymi
laboratofemi. Pro testovani musi potencialni otec a dité odevzdat k dispozici vzorek bukalnich
stéri. Doplikové vzorky krve jsou nékdy brany jako sérologicky dikaz, vcetné analyzy
divodu vyvoje charakteristickych krevnich skupin, které se vyvijeji az ne¢kolik mésicii po
porodu — bukalni stéry pro analyzu DNA jsou v této situaci vhodngjsi, a to i kvili

jednoduchosti odbéru.

Typizace zvifeci DNA je zaloZena na lidském forenznim testovani otcovstvi. Z tohoto
divodu jsou testy paternity u zvifat zaloZzeny na téchto bohatych zkuSenostech a nemusi byt
znovuobjevovany. V jistych pfipadech vSak mohou vyzadovat mirnou Upravu, zvlasté pak
kdyz nekteré z pouzitych metod mohou byt plemenné nebo druhové specifické (Hellmann et
al., 2006). Zivo¢isné zkusebni laboratofe, které pouZivaji druhové specifické metody, si
nemusi délat starosti s kiiZovou kontaminaci testovanych vzorkiit DNA ze strany zamé&stnancu.

Obecné soucasné postupy pouzivané pro tyto testy jsou spolehlivé. Nicméné, zde nebyl
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objasnén proces druhovych shod (az do soucasnosti), aby stanovil zékladni hranici
strukturovanych QA postuptt (Quality Assurance). Tyto postupy zachovavaji standardy pro
zajisténi a kontrolu kvality testii v laboratofich a srovnatelnosti vysledki mezi laboratofemi
(Budowle et al., 2005).

Ptibuznost miize byt efektivné testovana pomoci mnohoalelické variability pocti kratkych
tandemovych repetic (STR) polymorfismi. Toho lze dosdhnout pouzitim multilokusové
analyzy DNA, prozkoumanim jednoho lokusu minisatelith nebo pomoci PCR testu

minisatelit a mikrosatelitnich markerd, coz bude pro tuto praci stézejni.

3.3.3.1 Metoda PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction) = polymerazova fetézova reakce je enzymova metoda
slouzici k syntéze definovaného useku DNA. Béhem této metody dochdzi k rychlému a
snadnému mnoZzeni Gsekit DNA (az mnoha milionu kopii), zalozeného na principu replikace
nukleoidovych kyselin. Tato reakce probihd v termocykleru a ma 3 kroky: denaturaci
(rozruSeni vodikovych mistkli a rozvolnéni dvousSroubovice), annealing (na dvouvldknové
useky DNA-primer se vaZe DNA polymeraza) a prodluzovani primerti, kdy dochazi k samotné
syntéze DNA (Innis et al., 2012).

Diky rychlé amplifikaci a moznosti porovnani desitek az stovek jedinci v relativné kratkém
case je metoda PCR vhodné pro analyzu polymorfismi, tudiz se hojné vyuZziva i pro testy
paternity. Tato metoda nevyZaduje vzorky krve ani jinych tkani ziskanych piimo z zivych
zvitat — DNA pro tyto ucely lze odebrat z trusu, také bukalnim stérem nebo z vlasovych

cibulek, nemusi se tedy bezprostfedné naruSovat jejich zivot (Budowle et al., 2005).

3.3.3.2 Mikrosatelitni markery

Jsou to tandemové se opakujici useky DNA o délce 1-10 pard bazi (nejcastéji 2-6bp).
Pouzivaji se pro n¢ zkratky STRs (short tandem repeat), SSR (simple sequence repeats), nebo
VNTRs (variable number of tandem repeats). Mikrosatelity se vyskytuji v genomu
nejruznéjSich organismli ve velkém mnozZstvi, ale jejich biologickd funkce je zatim
neobjasnéna (Toth et al., 2000). Tyto markery jsou dobfe amplifikovatelné pomoci metody
PCR (Budowle et al., 2005).
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V dusledku rozsifeného pouzivani mikrosateliti v genetickych studiich rychle roste
naSe chapani jejich muta¢niho chovani, vyvoje a distribuci v genomu a napfi¢ taxony.
Nejcastéjsi volbou pro molekularné genetické studie jsou markery dinukleotidové (napf.
CACACACA), trinukleotidové (napi. ATGATGATGATG) a tetranukleotidové (napf.
CATGCATGCATGCATG). Dinukleotidové markery tvoii vétSinu mikrosateliti mnoha

druhii. Trinukleotidové a hexanukleotidové repetice jsou s nejvétsi pravdépodobnosti ty, které
se objevuji v kodujicich oblastech, protoze nenarusuji C¢teci rdmce genll. Repetice
mononukleotidové jsou nejméné spolehlivé kvili problémim s amplifikaci. Delsi typy
markerd jsou méné Casté a existuje jen malo dat k pfezkoumani jejich evoluce (Li et al., 2002;
Toth et al., 2000).

Selkoe a Toonen (2006) ve své studii uvadéji, ze DNA obklopujici mikrosatelitni lokus se
nazyva hrani¢ni oblast. Sekvence lemujici tuto oblast se obecné zachovava (je identickd) u
jedincti téhoz druhu a né€kdy i u riznych druhl. Konkrétni mikrosatelit miize byt casto
identifikovan svou koncovou sekvenci. Kratké useky DNA nazyvané oligonukleotidy nebo
primery mohou byt navrZeny tak, Ze se vazi na hranicni oblast a fidi amplifikaci mikrosatelitd
polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Specificky par PCR primerti je hmatatelnym
produktem izolace mikrosatelitnich marker. Vseobecnd dostupnost oligonukleotidi z
komer¢nich sluzeb umoZznuje objednéani libovolnych neznacenych sekvenci primerd béhem

nékolika dni (fluorescenéné znacené primery jsou fadove drazsi).

Markery jsou obsaZzeny v celém genomu. V nekddujicich oblastech, jako jsou telomery,
subtelomery a heterochromatin u centromer je jejich koncentrace nejvétsi. Naopak v
koédujicich oblastech se nachazi pouze 9-15% mikrosateliti. Tato nizka frekvence
mikrosatelitli v kodujicih oblastech mize byt vysvétlena negativni selekci posunovych mutaci
pfi translaci (Metzgar et al., 2000). V intronech mizeme casto nalézt dinukleotidy. V exonech
se pak Casto vyskytuji trinukleotidy a hexanukleotidy, které neporusuji ¢teci ramec. V oblasti

centromer jsou nalézany spiSe tetranukleotidy (Téth et al., 2000).
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3.3.3.3 Vyskyt nulovych alel

Vyskyt nulovych, nebo-li neamplifikujicich se alel mulze negativné ovlivnit analyzu
mikrosatelitové DNA. Poznaji se tak, Ze se objevi homozygotni matka a vypada to, ze n¢ktera
jeji mlad’ata od ni nezdédila alelu. Toto se da objasnit vyskytem nulové alely. Matka je ve
skute¢nosti heterozygotni (misto domnélé homozygotnosti) s jednou amplifikujici se a jednou
neamplifikujici se alelou. Mlad’ata, ktera od zdanlivé homozygotniho otce zdé&dila nulovou
alelu, mohou byt oznacena jako produkty mimoparové paternity. Tyto alely znemoznuji
prubéh PCR, kviili svému vzniku prostfednictvim mutace DNA v misté, které je homologni k
sekvenci primeru. Nej¢astéji to byva v tiseku u konce 3°. Tento jev se da fesit sekvencovanim
PCR produktu vysetiovaného lokusu a néaslednou upravou sekvence nenasedajiciho primeru
(posunutim o nékolik nukleotidii vedle mutace). Takto pozménény lokus je pln¢ vyuZitelny

4

pro piesnéjsi identifikaci paternity (Dakin a Avise, 2004).

3.3.3.4 STR polymorfismy

STR, nebo-li kratké tandemové repetice jsou Casto pouzivany pii uréovani piibuznosti.
Jejich vyhodou je dobra rozliSovaci schopnost, vysoka variabilita a snadna amplifikovatelnost
pomoci metody PCR. Jejich nejvétsi nevyhodou je vysoka mutacni rychlost a limitovany pocet

(maximaln¢ 17) markerti v jedné reakci (Butler, 2011).

Testy paternity jsou zalozeny na porovnavani alel u STR lokusti mezi mladétem, matkou a
udajnym otcem (trio) (obrazek 8). V pifipadech bez matky (duo) bylo provedeno srovnavani
téchto alel STR lokusii mezi mlddétem a udajnym otcem. Pokud byly DNA profily mladéte a
udajného otce vyrovnané, test je povazovan jako nevyvratitelny dikaz otcovstvi. OvSem v
ptipadé, ze profily DNA mladéte a tdajného otce nebyly vyrovnané, poté je vysledek
povazovan za vyloucéeni otcovstvi (EI-Alfy a Abd El-Hafez, 2012).
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Obrazek 8. vysledek STR profilovani — V hornim panelu je zobrazena smés obsahujici
stejnou DNA, ktera je uvedena ve spodnim panelu. Sipky oznacuji alelu od otce a od matky
(Zdroj: Butler, 2011).

3.3.3.5 Jednonukleotidové polymorfismy (SNP)

Genomickd DNA kazdého jedince se 1i8i v drobnych odchylkach, které jsou klasifikovany
jako polymorfismy ¢i mutace. Pokud by byly ndhodn& vybrany genomy dvou fretek, mira
jejich vzdjemné shody v sekvenci DNA bude dosahovat 99,9 %. Pravé zbyvajici 0,1 %
zahrnuje polymorfismy, jejichz nejjednodussi a nejbéznéjsi forma jednonukleotidovych zamén
je oznacovana jako SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Flegr, 2009). Tyto SNP jsou
vhodné pro genetické studie testli pfibuznosti, nebot’ jsou stabilni a roztrouseny po celém
genomu s frekvenci jednoho polymorfniho mista na 1000 bp v nekoddujicich oblastech. V
kodujicich oblastech ptipadne jednonukleotidové diference na kazdych 1200 bp (Bruchova a
kol., 2005).

Butler (2012) uvadi nésledujici kategorie SNP polymorfismu:

1. SNP pro identifika¢ni ucely - spolecné davaji velmi nizkou pravdépodobnost shody

dvou jedinct se stejnym multilokusovym genotypem.
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1. SNP pro geneaologické studie - pevné spojené¢ SNP sady v haplotypu, které funguji
jako multialelické markery. Tyto sady SNP mohou slouzit k identifikaci piibuznych

jedincii s vyssi pravdépodobnosti, nez jednotlivé bialelické SNP.

2. SNP pro predikci ptavodu - spolecné urcuji s vysokou pravdépodobnosti piivod

jedince z jedné Casti svéta nebo jsou odvozené ze dvou nebo vice Casti svéta.

3. SNP pro predikci fenotypu - urcuji s vysokou pravdépodobnosti fenotyp jedinct, jako

je naptiklad barva o¢i a srsti.

3.3.3.6 STR nebo SNP?

Diky technologickému pokroku ptichdzejicimu ze studia lidského genomu a mezinarodnich
HapMap projektli byla v poslednich letech v rdmci studie DNA pro forenzni i¢ely vznesena
otazka: ,,JJe potencial SNP polymorfismii moznou nahradou aktudlné pouzivanych kratkych
tandemovych repetic (STR)?* (Butler a Vallone, 2007). STR maji mensi diskriminacni silu,
ale Sirsi pouzitelnost degradovanych vzorkii nez dopliikové markery (OPO) a
jednonukleotidové polymorfismy (SNP). SNP polymorfizmy dostacuji k ur€eni otcovstvi a
prokdzani sourozenecké vazby, ale nejsou pouzitelné pro testy vzdalené piibuznosti (Mo et al.,
2016). Svoji schopnosti kombinace v multiplexnich testech za Gcelem ziskani informaci z
malého mnozstvi biologického materialu, budou STR pravdépodobné&ji nez SNP plnit

rozhodujici tlohu pfi testovani piibuznosti v dohledné budoucnosti (Butler a Vallone, 2007).

3.3.4 Pravdépodobnost

Pravdépodobnost je povazovana za métitko stupné diveéryhodnosti urcité hypotézy. Pro tyto
ucely se s ni pracuje pii vyhodnocovani STR profilovani, kde ndm pomaha vyjadrit jak velka
je moznost, Ze Udajny samec je otcem mlad’at. Elston (1986) ve své studii uvadi, Zze o
pravdépodobnosti je uzite¢né uvazovat jako o odhadu skute¢ného, ale nezndmého mnoZstvi.
Tato fakta o pravdépodobnosti v ptipadé sporného otcovstvi udavaji, jestli potencialni otec je
otcem mladéte, a to bud’ 1, nebo 0 (mize byt také ekvivalentné¢ vyjadiena procentualné v

rozmezi 0% az 100%), coz odpovida tomu, jestli skutec¢né je, ¢i neni otcem.
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Pro tato tvrzeni potiebujeme kromé znalosti Mendelovych zdkoni také vyuzit pravidlo o
Hardy-Weinbergové rovnovaze a Bayesovu vétu. V nasledujicich podkapitolach probéhne
seznameni s vérohodnostnim pomeérem, Bayesovou vétou a nasledné se samotnym vypoctem

pravdépodobnosti.

3.3.4.1 Vérohodnostni pomér

Anglicky likelihood ratio (LR) je ¢islo, vyjadiujici podil dvou pravdépodobnosti, Cili se
jednd o pravdépodobnost, ze dany jev nastane za urCitych podminek, déleno
pravdépodobnosti, ze urcity jev nastane za jinych podminek, pficemz podminky jsou vzajemné
se vylucujici. Pfi ur€ovani otcovstvi se pro vérohodnostni pomér pouziva oznaceni index
paternity, paternitni index (Pi). Zékladnim paternitnim indexem je podil pravdépodobnosti
vysledkli genotypizace tria matka-dité-otec a nabyva jakychkoliv hodnot vétSich nez nula.
Pokud je LR vétsi, nez jedna pak je doty¢ny samec otcem. Pokud je mensi nezZ jedna, tak je
otcovstvi méné pravdépodobné. Pokud je vérohodnostni pomér roven jedné, tak je dikaz
irelevantni (Drabek, 2011).

3.3.4.2 Bayesova véta

Drabek (2011) ve své knize uvadi, Ze: ,,Tato véta piredstavuje matematicky teorém, ktery

nam umoznuje upravit nase pravdépodobnostni ocekavani ve svétle novych dikazi.

Mame-li dva nahodné jevy A a B s pravdépodobnostmi P(A) a P(B), ptficemz P(B) > 0.

Potom plati, ze:

P(B|A) P(A)
P(B)

P(A

B) =
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3.3.4.3 Vypocet pravdépodobnosti

Dale v textu bude nasledujici symbolika pfedstavovat:

7t — pravdépodobnost tvrzeni
| — pfedstavuje konstelaci fenotypu pro trio obsahujici udajného otce, matku a dité
Xi - zna¢i podminénou pravdépodobnost takové konstelace, kdy je tdajny samec

Yi - podminéna pravdépodobnost, Ze nahodny samec z téZe populace je pravym

otcem

Li - koeficient pravdépodobnosti; nékdy oznacovan Pi — index paternity

(vérohodnostni pomér)

Predpokladejme tedy existenci takové populace, kde se jedinci mezi sebou nahodné pafi
vzhledem k polymorfismu, a Ze v ramci této populace je téz populace tidajnych otcti, potom
plati, Ze: Pomér © patii nahodnému triu otec-matka-mladé z této populace a cast 1 - m jsou
nahodni samci, jimZ par matka-mladé ze stejné populace byl nahodné ptipojen (Baur et al.,
1986).

Obrazek 9 zobrazuje hodnoty Xi a Yj pro kazdy z 27 uvedenych fenotypi (v tomto ptipadé
také genotyp) tria. Vyobrazend tabulka v obrazku 9 predpoklada vzhledem k Hardy-
Weinbergoveé rovnovaze a absenci mutaci 1 selekci, Ze neexistuje Zzadna pochybnost o vztahu
mezi matkou a ditétem. Hodnoty Xi a Yi, jsou pravdivé (Baur et al., 1986), a od nich mizeme
odvodit pomér pravdépodobnosti Li = X1 / Yi, které jsou také uvedeny v obrazku 9 (Sest z

moznych genotypt tria nemuzZe nastat a Li pro né€ neni definovano) (Majumder a Nei, 1983).

Z tabulky 2 vyplyva, ze v této situaci mize Li nabyvat pouze jednu ze Sesti nasledujicich
hodnot: 1/p, 1/2p,1,1/2q, 1/g, nebo 0. Pro konkrétni konstelaci i se ziska pravdépodobnost
otcovstvi pomoci Bayesovy véty, protoze tyto podminky také vedou k platné
pravdépodobnosti  otcovstvi. VSechny tyto podminéné pravdépodobnosti a poméry
pravdépodobnosti 1ze snadno zobecnit pro umoznéni vicenasobného alelismu, dominance nebo

vice systémt.
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Obrazek 9. Podminéné pravdépodobnosti tria fenotypli v piipadé kodominantnich

autozomadlnich lokust s alelami A nebo a, a frekvenci alel p a g s ohledem na udajného otce

(Xi) nebo nahodného samce (Yi) je pravy otec a koeficient pravdépodobnosti Li = Xi / Yi

(Zdroj: Elston, 1986).
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Vysledkem téchto postupti je bud’ otcovstvi prakticky prokazané (pravdépodobné), coz
ptredstavuji hodnoty 1/p, 1/2p, 1, 1/2q, 1/q s ohledem na frekvenci genti p a ¢, nebo vyloucené,
reprezentované hodnotou 0. K vylouceni otcovstvi tedy teoreticky staci pouze jeden STR

polymorfismus, kdy domnély otec nesdili s mladétem ani jednu alelu.

3.4 Paternita Selem

3.4.1 Paternita psu (Canis lupus familiaris)

Mikrosatelitni sekvence, stejné jako minisatelity patii do tfidy polymorfni DNA, kterd se
bézné vyskytuje v savéi DNA. I kdyz se mikrosatelity v populaci zvitat lisi podstatné¢ méné
nez minisatelity, maji velky potencidl pro zodpovézeni otazek otcovstvi a piibuzenstvi.
Nicméné, jejich neodmyslitelné nizs$i variabilita spolu s genetickou homogenitou u
uslechtilych pst v dasledku ptibuzenské plemenitby, poukazuje na pochybnosti o jejich
ucinnosti pro tyto testy. Studie Zajice et al. (1994) ukazuje, ze psi mikrosatelity poskytuji
dostateény zdklad pro ptidélovani otcovstvi v rodokmenu plemen. Tento systém testovani
vyzaduje pouze malé mnozstvi krve (0,1 ml) a jde jednoduSeji provést a interpretovat, nez

testy zalozené na minisatelitech.

Chae et al. (1999) ve své praci uvadi, ze pro individualni identifikaci a test otcovstvi u pst
pouzily analyzu mikrosatelitnich markerd. DNA vSech relevantnich pst byla ziskdna stérem z
dutiny ustni. Tetranukleotidové repetice mikrosatelitnich markerd byly amplifikovany
metodou PCR. Nasledné byly analyzovany elektroforézou na polyakrylamidovém gelu a
barveny sttibrem. Jejich studie prokazala uziteCnost analyzy mikrosatelitnich markerti jako

jednoduchy a efektivni zplisob testovani otcovstvi u ps.

3.4.2 Paternita kocek (Felis silvestris)

U kocek (Felis silvestris, Linnaeus, 1758) se testy paternity provadeji zejména kvuli zjisténi

miry hybridizace doma chovanych jedincii a divoce Zijicich kocek, nebo za ti€elem porovnani

miry reprodukce venkovskych a méstskych kocek (Say et al., 1999).
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Jako piiklad uvadim studii podle Say et al. (1999), ktera podava informace o analyze
otcovstvi u domacich kocek v populaci liSici se strukturou pfirozené¢ho prostiedi (venkovské
proti méstskému). Testovano bylo celkem 312 potomkd, 76 matek a 65 domnélych otca.
Zadano bylo devét mikrosatelitnich markert. Jejich data ukazala vysokou miru vicenasobného
otcovstvi kocourti z méstské populace (70 - 83% vrhil), zatimco mira otcovstvi kocouril z
venkovské populace byla mnohem nizsi (0-22% vrhl). Samci v méstské populaci se
reprodukovali, jakmile dosahli pohlavni dospélosti (tj. deset mésicu veéku), zatimco vétSina

samcl venkovské populace mé zpozdénou reprodukci ve veéku tii let.

3.4.3 Paternita norka amerického (Mustela vision)

U norka amerického (Mustela vision, Schreber, 1777) provadéli testy paternity Yamaguchi
et al. (2004) za ucelem zjisténi vicenasobného otcovstvi a reprodukénich taktik. Uvadéji, ze
pouzili 7 mikrosatelitnich marker( (uvedené v tabulce 1) a jejich srovnanim ziskali diikaz, ze v
této populaci doslo k vicendsobnému otcovstvi. Ackoli si samci zachovavaji tzemi po vétSinu
roku, neovlivni otcovstvi vrhii v oblastech mimo jejich izemni hranice. Neschopnost samce
monopolizovat otcovstvi, spolu se schopnosti nepietrzité ovulace samice (tzv. superfetace) do
zna¢né miry vysvétluje, pro¢ se samci vzdavaji teritoriality béhem obdobi rozmnoZovani.
Superfetace umoziiuje oplodnéni vaji¢ek z rliznych ovulaci riznymi samci. Ke schopnosti
superfetace muze dojit ve vétsi mife i u pifibuznych druhi a vyzaduje piehodnoceni

sociobiologie ¢eledi Mustelidae.

Rozsah Ocekavana
Pocet |velikosti

Lokus | alel |Para bazi heterozygotnost
Mvilll | 9 90-114 0.861
Mvill4d | 9 71-89 0.707
Mvi219 | 4 165-175 0.470
Mvi232 | 6 145-161 0.657
Mvi24 4 132-140 0.247.
Mvi54 8 91-129 0.706
Mvi87 8 74-88 0.771

Tabulka 1. 7 mikrosatelitnich markert pouzivanych k ovéfovani paternity norka (Zdroj:
Yamaguchi et al., 2004).
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3.5 Paternita fretek

Paternita u fretek se v soucCasné dobé nehodnoti, tudiz v této kapitole probéhne
charakterizace mikrosatelitnich makerti fretky. Déle zde budou popsany moznosti vyuziti

t&chto testa u fretek.

3.5.1 Charakterizace mikrosatelitnich makeru

Ernest et al. (2012) ve své studii uvadi, ze izolovali celkem 126 mikrosatelitnich sekvenci z
Casteénych genomovych knihoven. Ctyficet osm bylo vyfazeno z dal§tho posuzovani kviili
nejednoznacnému cCteni na elektroferogramech. Zbyvajicich 78 sekvenci pfineslo jasné
prouzky DNA domécich fretek, divokych tchoiG a hybridi vzniklych kiizenim mezi tchofi a
domécimi fretkami pochdzejicich z Australie a USA. Konecny soubor dvaadvaceti markert
poskytujici polymorfismy a amplifikacni produkty v ofekavaném rozmezi velikosti uvadi
tabulka 2. U domacich fretek markery nevykazovaly vyznamné odchylky od pozadavki na

rovnovaznou populaci podle Hardy-Weinberga.
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Marker Sg;eek Vehl;%s; p(LOp(;UKtu Opi::;l:il\fl 3¢ Sekvence primeru (5'-3")
Mpu _ F: CACTTCCTCCCATGGACACT
Adw * vie 152-174 (AC)Z3 R CAAAGTCTCCCACCCTATGC
Mpu F: TGGCCTATATGTGCAGATGAC R:
AL0W ned 154 -158 ACSAC) T TTGTCTTGTACCCTCTGACC
Mpu F: CACTGTTAGGGGAAGGAAGA
Al15w pet 164 -188 (TG o cTAAGAGTGTTCCTGATTGCAT
Mpu F:  ACTGCCATCAGGTCATCTAGG
A121w’ fam 105-129 (CAI4 o GGGTAGACACCTGGCTCAAG
Mpu F: GGCCTCTGAACACATAGTTG
A120w 7 fam 197-205 (CA)I3 R AAGTACAGAATGGAAGGATCTG
Mpu F: CCCTATGAGGGCATGTTTGT
A212w fam 137-153 (TGS o CTGCCATGTTTCCACTGGT
Mpu F: GAAGACAGCACCCCAGAGTC R:
A223w 3 ned 213-239 CN19 1 GGTTGCCAAGAACTAGCAG
Mpu F:  GGGTAGGACGTGCTTAAAGATG
A220w * pet 107-139 CMITC) . AGCCCTCAAAGCCTCTTCTC
Mpu _ F: CCTCTGGTAACCATCTGTTTG R
A231w ° vic 182-224 GO 4 cTTCAAGATGTTCAGTGTGGA
Mpu vic 178190 (CT)15(CA)8 F: TCCACTACCTGGCCTCATTC
Blw* (AC)5(AC)11 R: ACCTCAGGCTCCACTCTCAG
Mpu F: TGGGTGTAGAGCATGTTTGG
B6w 2 ned 156-164 (TOI8 b TGCCTATTCCAGGTACCTCAT
Mpu _ F: CGTTACCAACTGTGGCTGTG
Bow ’ vie 180-192 (GA)I8 . T6CCTGGGCCTGTGATTA
Mpu - L5 175 (AG)I1(AC)8 F: AGTCGACAGATGAGTCCACGAAG
B12w® a (AC)7 R: TGTCACACATGGCAGGATCT
Mpu F: CCATTACAAGTGCTTGGAGACA R:
B112w S fam 161-165 (AG)I4 1 GAACATGCTGGAAATTGT
Mpu F: TCTCCTCCTCCTCCTCCTTC
B202w ® pet 164-168 (CTC)5(GA)14
R: ATGAGATTGACCGTGCATCA
Mpu F: TGCTTCTCCCTCTGACTGCT
B209w 2 vic 119-125 (CT)16
R: CCGCCCAAGTATCCCTAAAT
Mpu F: TTCCCTGCTTGTGCTCTCTT
B217w?® vic 126-144 (TC)5(TC)17
R: TGGGGTAAGGGTAGGTATGC
Mpu F: CTGGCCCTATCACATACATATTCA
caw’ ned 147-163 (TCCAY . GGAAGTATACTCATGCCTGCAA
Mpu F: GGGTGGATGGGTGAGTAGGTA
c102w fam 119-135 (TGGAYT B CCTTCCCACATTCCATCCTT
Mpu o 188 214 (CT)I0  F: CAGGTGAAGAAGTCCCTCTGT
D207w - (ATAG)7  R:CTTGGTTCTGACCATTTGGA
Mpu F: GAACAGCAAGTAGTCCAACTCTCA
D209w * fam 165-185 (TATC) . GTTGGATCCTTTCCATCACC
Mpu F: TTTGGGTTCCACAGTAGGTG
D231w 2 fam 132-160 (GATA)  R: ATGCTCTCAATCCATGCTCA
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Tabulka 2. Charakteristika 22 mikrosatelitni markerd izolovanych z domaci fretky (Mustela
putorius furo) (Zdroj: Ernest et al., 2012).

3.5.1.1 Test mikrosatelitnich markerti norka u fretky

Cilem prace Anistoroaei a Christensen (2006) bylo porovnat mikrosatelitni markery norka a

fretky a zhodnotit jejich pouzitelnost pro genetické analyzy naptic obou druht.

Vzhledem k velké podobnosti fretky s norkem probéhla analyza jejich mikrosatelitnich
markert pomoci metody PCR. Bylo zjisténo, ze 38 z 59 markert, coz ¢ini 64,5%, je stejné
velkych u obou druhti, zatimco 5 markerd, tedy 8,5%, se svou velikosti li$i, 16 markert, 27%,
nebylo v genomu fretky. Sekvencovano bylo 10 produkti PCR vcetné téch, které si byly
vzajemné podobné, i téch, které se liSily velikosti (interpretace rozdilnych vysledki je
znazornéna v tabulce 3). Amplifikované sekvence Mvi4029, Mvi4050 a Mvi4052, respektive
DQ361080, DQ361082 a DQ361084 obsahuji stejny opakujici se vzor motivu, ale opakovani
nejsou zcela dokonald. Nékolik variacnich bodil existujicich v ramci opakovanych sekvenci se
musely objevit az po speciaci, protoze v zdvorkach regiont si jsou velmi podobné. U sekvence
Mvi4052 (DQ361084) doslo zcela ke ztraté repetice v prubéhu evoluce (obrazek 10). Pro
Mvi4023, Mvi4051, Mvi4079 a Mvid097 sekvence (DQ361079, DQ361083, DQ361085 a
DQ361086) je opakovany vzor stejny u obou druhli, pouze s mirnymi rozdily v poctu
opakovani. Sekvence Mvi4079 (DQ361085) obsahuje navic mikrosatelit fretky, ktery
neexistuje u norka. Amplifikace sekvence Mvi4003, Mvi4013 a Mvi4039 (DQ361076,
DQ361077 a DQ361081) primert, které se liSily od norka velikosti sekvenci, odhalila vysoky
stupent podobnosti v misté primeri a to pfiblizn€ az 120 nukleotidd. V ramci téchto sekvenci
byly zaznameniny cetné mezery prolozené velmi podobnymi tuseky. Zavér byl, ze
amplifikované sekvenéni podobnosti mohou nastat diky rozptylenym repeticim, které se velmi

Casto vyskytuji v sav€ich genomech (Anistoroaei a Christensen, 2006).

Vysledky této studie dosp€ly k zavéru, ze mikrosatelitni markery norka amerického mohou
byt vyuzity pro genetické analyzy fretky pouze v omezené mitfe. Vzhledem k jejich vzdjemné
podobnosti se hypoteticky predpokladala vétsi podobnost mikrosatelitnich markeri mezi

ob¢éma druhy a tudiz $ir$i vyuzitelnost pro genetické analyzy.
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Nazev Sekvence Sekvence u | Opakujici se motiv Opakujici
markeru | unorka fretky norka se motiv .
komentar
fretky
Mvi4003 | DQ270766 | DQ361076 | (ATTT)6 + (AG)6 Neni Rozdilna amplifikace
a
DQ361077
Mvi4013 | DQ270776 | DQ361078 | (CT)3(TC)(CT)7...(AA)4 | Neni Rozdilna amplifikace
(TCTT) (AA)11
Mvi4023 | DQ270786 | DQ361079 | (TG)18 (TG)12 6 dinukleotidovych.
mezer
Mvi4029 | DQ270792 | DQ361080 | (CTCCTG)4... Neni Stejny model opakovani
(CTGCTC)4
Mwvi4039 | DQ270802 | DQ361081 | (AA)13 Neni Rozdilné amplifikace
M~vi4050 | DQ270813 | DQ361082 | (AAAT)6 Neni Stejny model opakovani
Mvi4051 | DQ270814 | DQ361083 | (AAGA)9..(TTTTA)6 (AAGA)9 | 2 pentanukleotidové
(TTTTA)4 | mezery
Mvi4052 | DQ270815 | DQ361084 | (TT)13 Neni Opakujici se misto
zmizelo
Mvi4079 | DQ270842 | DQ361085 | (AC)12 (GA)9... 9 extra dinucleotidovych
(CA)14 a
2 dinucleotidové mezery
Mvi4097 | DQ270813 | DQ361086 | (TG)BAT(TG)5A(TG)8 | (GT)5 Rozdily v opakujicim se
(GM11 misté

Tabulka 3. Srovnani markerd a produktové sekvence fretek a norkd —

vysledk (Zdroj: Anistoroaei a Christensen, 2006).

Norek
Fretka

Norek
Fretka

Norek
Fretka

Norek
Fretka

-RITTCCRACAGACROCATITAGT TTAGRAAAC ARAFCARTTCARTAC GTHTLTCCAA AT
TATTTCUACALAL-CACU ATULALL L ALAAALARA U AR ICAR LAV L LL/IL T LLAA BAT

S5 SIEEE AENLLLAGL LA IiNENENN EENENENEEERIIIENAANN EINENEYEREEE FY

TTCC ARRG GCALT-CGAC TTAGTAATATICTTCCTGTATCTCCECTAC GTICTTITITTTT
TTCC ABAG GCAATCGAC TTACT AATAT ICT TCCT G TATC TCCECTAS GTICTTTAGC TTT

FESTTETrT AT ERR ERRL S ERTT T TS TLIERERRERE RS S SN LNTN TRt res

TITTTIIITITII T I TT I I TAGE TTTCAGACCT I TAAAAAR A -CTCTCTTTATG ANARC LAT
A-—————— e - ———— —AGETTTGAGACCTTTRA A AM A AGTCTCTTTATG AGARC AAT
EETTSSTTLTTILEICTIENTY NSELETLLRLAE ART TN

GHFTCAGC CRTCTTTC T TCAR P TARGC TG CT TAAT TG C RARGRTGACC (TT=- 232
GCTTCAGC CRTCTTIC T TCAAGTAAGCTTG T TAATT GLGA-RAAGRTGACCCTTA 210

F FFINEE CFEFEFAFAECEECCLAZ LGNNI BN NENENENECNISY JAAAAAAEEETTIER

interpretace rozdilnych

59
LU

120

L37
Le3

Obrazek 10. Chybéjici opakujici se mononukleotid u fretky v sekvenci DQ361084 (Mvi4052)
(Zdroj: Anistoroaei a Christensen, 2006).
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3.5.2 MoZnosti vyuZiti paternitniho testovani u fretky

I kdyZz v ramci tohoto druhu neexistuji zadna plemena, tak zde existuji ustdlené barevné
razy. Jak uvadi Lewington (2007), nebylo zatim mozné pln¢ charakterizovat geneticky vliv na
barvu jejich srsti, protoze se na to do soucasnosti piili§ nekladl diraz. Tato informace dava
zéklad k vyuzivani testl paternity u fretek. Dale je také dilezité v ramci jejich chovu
zmapovani chovnych linii a evidence uchovnénych jedinct, zejména kvili inbreedingu. Toto
si vzala za ukol v ramci Ceské republiky nové vznikla organizace chovatelt fretek. Ke vzniku
CSCH ZSOCHEF (http://schf.webnode.cz/) doslo na pielomu let 2010/2011. CSCH ZSOCHF

je registrovano jako zdkladni organizace pod Ceskym svazem chovatelti. Budoucim cilem

provadéni testl paternity v chovu fretek je tedy zejména zamezeni moznosti

inbreedingu a pienosu dédi¢nych chorob do dalSich generaci. Tyto testy lze také vyuzit pii
mapovani tokil genli v divoké populaci tchote (hybridizace vypusténych fretek s divokymi

jedinci).

3.5.2.1 Inbreeding

Inbredni populace trpi ztratou schopnosti odolavat vné&jSim stresim. Je zde castéjsi
uplatiiovani recesivnich gend, které mohou nést genetické choroby, jez se v bézné populaci
vétSinou neprojevuji. Dale zpisobuje pokles vitality a genetické variability. Mezi ptiznaky
inbreedni deprese patii: potize s plodnosti, méné pocetné vrhy, nedostatecnd Zivotaschopnost
mlad’at, menSi velikost mlad’at, poruchy saciho reflexu, vy$§i nachylnost k chorobam,
neschopnost vytvofit si dostateCnou hladinu protilatek po oCkovani, poruchy chovani (nervoveé

cv v

etal., 1988).

3.5.2.2 Dédi¢né choroby

Dé&di¢né choroby a vady se u fretek vyskytuji, stejné jako v kazdé populaci, a mély by se v
chovu cilené eliminovat. Eliminaci dédi¢nych chorob lze uskute€nit vyfazenim nemocnych
jedincti z chovu. Testy paternity by mohli pfispet k zamezeni Sifeni téchto chorob tim, Ze
zajemcum potvrdi plivod mlad’at a tudiz si miZzeme ovéfit zdravy rodicl a to bud’ vizuéalni
kontrolou, nebo veterinarnimi ¢1 genetickymi testy. Napiiklad je popsano 13 nadorovych
onemocnéni vyskytujicich se u tohoto druhu. Prvni hladSeny ptipad se objevil v roce 1950. Od

roku 1950 do roku 1979 bylo hlaSeno pouze 20 piipadii a témét vSechny pochazely z
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laboratoie ¢i zoologickych sbirek. V nasledujicich 10ti letech tyto piipady rapidné vzrostly -
hlaseno bylo vice nez 170 dalsich ptipadii a z toho polovina z nich pochazela z domécich
zajmovych chovll (Beach a Greenwood 1993). Mezi dalsi ¢asté dédiéné choroby vyskytujici se
v chovu fretek, které je tieba eliminovat patii cukrovka (BenoitBiancamano et al., 2005),

epilepsie (Schwartz a Bonhoeffer, 2001) a Waardenburgiiv syndrom (Moya et al., 2014).

3.5.2.3 Hybridizace mezi fretkami a tchofti

Obava z hybridizace mezi tchoii a fretkami v Britanii vedla Davisona et al. (1999) k
prozkoumani zejména rozsifujici se populace vychodniho okraje této zemé. Je geneticka
integrita tchofe ohrozena hybridizaci? Toto se to stalo napiiklad u divoké kocky (Felis
silvestris) a u vlka ¢erveného (Canis rufus) (Abernethy, 1994; Brownlow, 1996). V tomto
pripad¢ byla pouzita mitochondridlni DNA a jeji sekvencni zpracovani na zodpovézeni otazky,
zda zustavaji vSechny britsti tchoti/ fretky v populaci geneticky odlisni navzdory svoji
hybridizaci. Toto je dulezité zejména s ohledem na spor, ktera biologicka jednotka by méla byt
chranéna (Avise, 2012).

Davison et al. (1999) nakonec zjistil, Ze rod tchofe ve Velké Britanii se vyskytuje prevazné
v oblasti Walesu a v anglickych pohrani¢nich okresech, zatimco divoké fretky se vyskytuji v

celé Britanii.
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4 Diskuze

A& se testy paternity v sou¢asné dobé u fretek nevyuzivaji, v ramci Ceské republiky si Svaz
chovatelii fretek, ktery vznikl teprve nedavno (2010-2011) a je registrovan jako zéakladni
organizace pod Ceskym svazem chovatelll, vzal uréité cile, pro které by testy paternity byly
pfinosné a napomohly k jejich efektivnimu naplnéni. Tento svaz se zamétuje predev§im na
drobné chovatele a nabada je, aby odchovavali pouze zdravé a ptatelské jedince. Dale se zde

budou cile této organizace do budoucnosti diskutovat.

Jednim z cilli je mapovani chovnych linii, které by zabranovalo inbreedingu. Fretek, u
kterych je znam jejich pivod je v Ceské republice velmi malo a z tohoto diivodu na nich nelze
zalozit cileny chov. Zanedlouho by doslo k pfibuzenské plemenitbé, coz by vedlo k devastaci
chovné populace. V tomto piipadé by byl vhodny import chovnych jedincii ze zahranici. Ralls
et al. (1988) uvadi, ze samice z inbreedni populace trpi problémy s plodnosti, maji méné
pocetné vrhy a jejich mlad’ata maji nedostatecnou Zivotaschopnost a trpi poruchy saciho
reflexu. Chov takovychto jedincli by se nemél podporovat, ale naopak by se mél cilené
eliminovat. Testy paternity by tento problém pomohly efektivné vytesit. Kazdy chovatel by
presné veédél, z jakého chovu a od jakych rodi€ovskych part pochazeji jeho fretky, ¢imz by se
mohl aktivné podilet na omezeni problému piibuzenské plemenitby a udrZovat genetickou

variabilitu doma chovanych jedinct.

Dal$im hlavnim cilem svazu chovateli fretek, kde by se mély testy paternity vyuzivat, je
chov zaloZeny na jedincich, ktefi byly uchovnéni - €ili posouzeni kvalifikovanymi poradci
chovu. Cileny chov fretek v Ceské republice piedstavuje béh na dlouhou trat, a to zejména
proto, Ze je chovano stile mnoho fretek bez znamych ptedkd, které byly zakoupeny ve
zverimexech. BohuZel na nich drobni chovatelé odchovéavaji mlad’ata, bez posouzeni
vhodnosti k chovu. Testy ptibuznosti by ptipadnému zajemci potvrdily pavod od uchovnénych
jedinct a budouci chovatel se koupi takového mladéte miZze zapojit do zkvalitnéni a rozsifeni

cileného chovu.

Sledovéani zdravotniho stavu chovné populace a omezeni vzniku neZadoucich genetickych
vad a dispozic pro dédi¢né choroby je poslednim hlavnim cilem tohoto svazu do budoucna,
kde by se daly uplatnit testy paternity. Fretky trpi fadou dédi¢nych chorob a vad, které

postihuji a znehodnocuji jejich chov. Beach a Greenwood (1993) uvadéji, ze nadorovych
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onemocnéni bylo v letech 1950-1979 hlaseno jen nepatrné mnozstvi. O deset let pozdéji jejich
vyskyt rapidn€ vzrostl, a to zejména v zajmovych chovech. Dalsi choroby a vady postihujici
tato zvifata jsou uvedeny vyse. Z tohoto diivodu neni vhodné rozmnozovat fretky bez
rozmyslu. Je tieba kazdého jedince, kterého chceme zafadit do chovu nechat posoudit, zda
nema zavazné dédicné vady i predispozice k chorobam, které by mohl pfendset na své
potomky a tim je v chovu nadale $ifit. Zde by testy paternity pomahaly taktéz pfi ovéfovani
puvodu mladéte — zda je od zdravych rodicl, ¢i neni. Prodavajici by budoucimu chovateli
dolozil vysledky veterinarnich a genetickych test, které by prokazovaly zdravi rodica

mladéte.

Lewington, (2007) uvadi, ze nebylo zatim mozné plné charakterizovat geneticky vliv na
barvu jejich srsti. Diivodem pravdépodobné je, Ze se do soucasnosti pfili§ nekladl diraz na
pravidelné dokumentovani dulezitych charakteristik jako je pigmentace srsti a podsady,
pigmentové znaCeni pokozky a zaroven neni piili§ rozsifen cileny chov fretek, ve kterém by
byly mapovany chovné linie. Tuto otazku by pomohl objasnit chov velkého mnozstvi fretek ve
venkovnich voliérdch po mnoho generaci a nasledna archivace tidajli pro nésledujici studie. K
této problematice se samoziejm¢ vztahuji testy paternity, které by pomohly osvétlit otazku

otcovstvi mlad’at, kterd je v tomto ptipad¢ nezbytna.

Zajimavou studii je také studie Davison et al. (1999), kterd posouva testy paternity z
domaécich chovli do volné ptirody. Uvadi problematiku spojenou s hybridizaci mezi fretkami a
tchofi. Jak je uvedeno vyse, domaci fretky se dokazi plodné ktizit s evropskymi tchofii. Zde by
se testy pfibuznosti nalezly uplatnéni v rdmci populacni genetiky a to zejména pii zjiStovani

toku genti a miry hybridizace u divoké populace.
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5 Zavér

Cilem této prace bylo prostfednictvim literarni analyzy popsat souasné metody testovani

paternity u domestikovanych $elem a jeji moznosti vyuziti u fretek (Mustela putorius furo).

Genom fretky se pouziva zejména pro studie virovych respira¢nich onemocnéni a cystické
fibrozy u lidi, proto jsou informace vétSinou omezené pouze na vyzkum téchto chorob. Dalsi
informace genetického charakteru pochdzeji také z fylogenetické analyzy, kterd zkouma

pfedevs§im nejasné piedchidce téchto zvitat.

V soucasné dob¢ se k testim paternity u Selem pouziva analyza mikrosatelitnich markert
pomoci PCR reakce. V této praci je uvedena charakterizace mikrosatelitnich markerti podle
studie Ernesta et al. (2012), které se k témto testim pouZzivaji a nasledné jsou zde popsany

moznosti vyuziti u fretek.

Pokud poroste zajem o cileny chov téchto zvifat, jisté tyto testy najdou vyuziti v chovech
zodpové&dnych chovateld, ktefi chtéji mit svlij chov nejen zdravy, ale také budou moci doloZit
puvod chovanych zvifat a proddvanych mlad’at. Omezi se tim podvody s cilem zdmérného
poskozovani vlastnickych prav budouciho majitele vybraného jedince, pfipadny inbreeding a

Sifeni dédi¢nych chorob, coz miiZze hypoteticky pfispét ke zkvalitnéni chovu téchto zvifat.
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