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Souhrn

Kocka domaci patii mezi jedno z nejrozsifenéjsSich domacich zvirat, vyznacuje se
nezavislosti, kterou neztratila ani po dlouhém souziti s lidmi. Diky Slechténi nyni existuje
mnoho plemen, které muzeme rozdélit do Ctyf zakladnich kategorii. Plemena kocek se
navzajem odliSuji V riznych znacich. Jednozna¢né identifikovatelnym znakem je barva srsti,

kterd je pfedmétem vyzkumu této bakalaiské prace.

Vzorky DNA byly odebrany neinvazivni metodou stérem z bukanich sliznic od 75
jedinct. Naslednou izolaci se podafilo ziskat vysoce Cistou vysokomolekuldrni DNA od vSech
jedincl. V experimentalni ¢asti jsem se nejdiive zaméfila na gen ASIP, jehoz mutace vede u
kocky domaci k melanistickému zbarveni srsti s typickou recesivni dédi¢nosti. Byl navrzen
PCR-RFLP marker umoziujici jednoznacné vyhledat dinukleotidovou deleci v genu ASIP.
Piimou sekvenaci bylo potvrzeno, Ze detekovand mutace koresponduje s melanistickym
zbarvenim srsti ko¢ky doméci. Bylo zjisténo, Ze kocky domaci s aguti zbarvenim nesou
puvodni nemutovanou alelu stejné jako kocky divoké, kterym toto zbarveni zajist'uje €¢inné

mimikry.

Dalsim zkoumanym genem byl gen O pro ¢ervené zbarveni srsti, ktery doposud nebyl
sekvencné identifikovan. Byly vybrany tfi mikrosatelitni lokusy, u kterych se ptredpokladala
minimalni rekombinace s genem O. Metoda mutliplex SSR umoznila souc¢asnou detekci alel
tii mikrosatelitnich lokust, ale pouze u jednoho mikrosatelitniho lokusu skutecné
nedochézelo k rekombinacim s fenotypovym projevem erveného zbarveni srsti. Podatilo se
potvrdit hypotézu, Ze tento gen je lokalizovany na nehomologni ¢asti gonozému X, proto u
vSech kocourit byla zjisténa vzdy pouze jedina alela téchto markerti a tudiz u jedincii se
spravnym karyotypem Se nevyskytuje Zelvovinové respektive tiibarevné zbarveni srsti. Toto
zbarveni je charakteristické pouze pro samice a vznikd v disledku neuplné dominance mezi
dominantni a recesivni alelou genu O. Byl prokazan epistaticky ucinek genu O nad

nemutovanymi alelami genu ASIP.

Kli¢ova slova: koCka domaci, Felis catus, zbarveni srsti, melanismus, agouti, DNA, gen

ASIP, PCR-RFLP



Summary

Domestic cat is one of the most common domestic animals, characterized by
independence, which has not lost even after a long cohabitation with humans. Thanks to the
breeding now exists many breeds, which can be divided into four basic categories. Breeds of
cats cats differ in various characters. Clearly identifiable sign is the color of the coat, which is
the subject of this thesis research.

DNA samples were collected by non-invasive method of swabbing the buccal mucosa
from 75 individuals. Subsequent isolation was able to obtain highly pure high molecular DNA
from all individuals. In the experimental part, | focused on the
ASIP gene whose mutation leadsto a  melanistic domestic ~ cat coat  color with  a
typical recessive inheritance. It was designed PCR-RFLP marker searching for uniquely
dinucleotid deletion in the gene ASIP. Direct sequencing confirmed that the detected mutation
corresponds with melanistic domestic cat coat color. It was found that domestic cats carry the
agouti color of the original non-mutated allele as well as wild cats, which ensures the efficient

color mimicry.

Another examined gene was gene O for red coat, which has not been identified
sequentially yet. There were selected three microsatellite loci, which are assumed minimum
recombination with a gene O. Multiplex SSR method allowed detection of alleles present on
three microsatellite loci, but only one microsatellite locus didn’t recombinate with the
phenotypic expression of the red coat. We managed to confirm the hypothesis that this gene is
located on nonhomologous gonosomes of X, because all males were always observed with
only one allele and thus individuals with right karyotype does not occur three-colored or
tortoiseshell coat color. This color is characteristic only for females and is caused by
incomplete dominance between dominant and recessive allele of the gene O. It has been

detected epistatic effect of gen O over the non-mutated allele of the ASIP gene.

Keywords: Domestic cat, Felis catus, coat color, melanism, agouti, DNA, gene ASIP, PCR-
RFLP
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1. Uvod

Historie souziti kocky domaci (Felis silvestris catus) a ¢lovéka je jiz spojena od dob
starovékého Egypta. Dnes kocka patii spolecné se psem mezi nejobliben¢jsi doméci
mazlicky, i kdyz tomu tak vzdy nebylo. Ani po tisiciletém §lechténi neztratily kocky modely
pfirozeného chovani divokych predkli. Pomoci Slechténi vzniklo mnoho plemen, které se
navzajem lisi naptiklad stavbou téla, velikosti, povahovymi vlastnostmi a barvou srsti, kterd

je predmétem vyzkumu této bakalaiské prace.

Chovatelé kocek jsou sdruzovani do organizaci, které vydavaji zavazné standardy pro
jednotliva plemena kocek. Jednou z nejuznavanéjSich mezinarodnich organizaci chovatela

kodek je FIFe (Fédération Internationale Féline), jejiz soucasti je Cesky svaz chovateli.

Tématem mé bakalarské prace je Studium zbarveni srsti kocky domaci na trovni
molekularni genetiky. V experimentalni ¢asti jsem se zamé&fila na dva major geny (ASIP a O),
jejichz interakce mé zasadni vliv na vysledné zbarveni srsti. Dominantni alela ASIP genu
zpusobuje aguti zbarveni a projev kresby. Jednim zcild bylo dokazat, Ze melanistické
zbarveni srsti je fizeno recesivni mutovanou alelou ASIP genu. Dale jsem zkoumala gen O
pro Cervené zbarveni srsti, ktery je lokalizovany na X gonozému a je pro n¢j charakteristicka
dédicnost kiizem. Zbarveni srsti ovliviiuji dale geny: Gen TYRP1 podmiiujici cerné,
cokoladové a skoticové zbarveni srsti. Gen TYR zpiisobujici riizné stupn¢ zesvétleni srsti a

gen zodpovédny za fedéni barvy MLPH.

Laboratof spole¢nosti Genomia s.r.o. poskytuje sluzby v oblasti veterinarni genetické
diagnostiky dédicnych chorob kocek, mezi které patii polycystickd choroba ledvin, ktera se
vyskytuje nejen u kocek, ale 1 u lidi a jinych zvifat. U kocek jsou nejvice ohrozené kocky
perské a exotické diky vzdjemnému nadmérnému kiizeni. Dalsi chorobu, kterou laboratof
diagnostikuje, je retinalni degenerace, ktera se dédi autozomalné recesivné. Jedna se o pozdni
formu degenerace fotoreceptort, ktera postihuje nékolik plemen kocek. Dale laboratof
provadi testy barev a kvality srsti kocek (lokus A, lokus B, lokus C, lokus D) a stanoveni

paternity kocek (Genomia, 2012).



2. Védecké hypotézy a cile prace

2.1 Védecké hypotézy

ReSeni bakalarské prace je zaméfené na ovéfeni nebo vyvraceni nasledujicich

védeckych hypotéz:

e Kocka domaci se na rozdil od plivodniho nedomestikované¢ho druhu odliSuje vyrazné
vysSi variabilitou ve zbarveni srsti. U kocky divoké je variabilita zbarveni srsti
zaloZena pouze na nepatrnych rozdilech v typu tabby kresby. Naproti tomu u kocky
domaci doslo diky procesu domestikace a zamérného Slechténi clovékem
k podchyceni fady barevnych variant.

e Rada téchto barevnych variant je zptisobena kauzalnimi mutacemi konkrétnich gend.
Vétsina takovych mutaci je recesivniho charakteru a v populaci kocek se tudizZ mohou
nachazet divoce zbarveni (aguti) jedinci, ktefi tyto alely piredavaji do dalSich generaci.

e Aguti zbarveni srsti je typické pro fadu druhil savci, u kterych je zndma sekvence
genu ASIP, ktery je zodpovédny za typické pruhovani chlupti. U ko¢ky domaci byla
popsana dinukleotidova delece v exonu 2 genu ASIP, kterd je zodpovédna za vznik
melanismu. Tato mutace se fenotypoveé projevi pouze u jedinct, kteti maji ob¢ alely
mutované. Mutace tudiz vykazuje typickou recesivni dédi¢nost.

e U riznych druhl savct byly popsdny melanismy ve zbarveni srsti. Neplati vSak, Ze
jakykoliv fenotypovy projev melanismu musi byt vzdy spojeny s mutaci genu ASIP.
Presto je mozné tvrdit, ze sekvence exonovych casti genu ASIP jsou napfi¢ riznymi
savéimi druhy pomérné konzervativni.

e V pfipadé, ze v disledku mutace dojde ke zméné¢ restrikéniho mista, je mozné takovou
to mutaci pomérné jednoduse detekovat pomoci metody PCR-RFLP, kterd poskytuje
genovy marker kodominantniho charakteru.

e Kodominantni genetické markery je mozné hodnotit z hlediska populacni genetiky na
zakladé¢ hodnot pozorované a ocekdavané heterozygotnosti a z téchto udaji lze
usuzovat, zda populace hodnoceného biologického druhu je nebo neni v rovnovaze
podle Hardy-Weinbergova zakona.

e Na zaklad¢ praktickych zkusenosti chovateld a Slechtitelli kocek se prepoklada, ze
cervené zbarveni srsti je fizeno major genem O, ktery nebyl doposud sekvencné

identifikovan. Predpoklada se vsak, ze tento gen je lokalizovan na gonozomu X a



vyznacuje se dédicnosti kiizem. U kocourll se spradvnym karyotypem se u genu O
vyskytuje vzdy jedna alela.

Byly popsany mikrosatelitni lokusy, které jsou lokalizovany na nehomologni ¢ésti
gonozému X a u kterych se ptfedpokladd vazba na doposud neznamy gen O.
Z literarnich zdrojii vyplyva hypotéza, ze nékteré z téchto lokusi se vyznacuji nulovou
nebo minimalni rekombinaci vzhledem k alelam genu O.

Metoda multiplex SSR markerti pfedstavuje ucinny nastroj, ktery urychluje proces
genotypizace hodnocenych zvitat.

Bylo rovnéZ popsdno, zZe Zzelvovinové respektive tiibarevné zbarveni srsti je
charakteristické pouze pro samice a vznika v disledku neuplné dominance mezi
dominantni a recesivni alelou genu O. Lze tudiz ptedpokladat, Ze pro tento fenotypovy
projev bude charakteristicka heterozygotni sestava alel pouzitych mikrosatelitnich
lokust.

Na zékladé¢ hodnoceni segregujicich potomstvech vzniklych kiizenim aguti, ¢erné a
Cervené zbarvenych kocCek byl prokazan epistaticky u¢inech genu O nad
nemutovanymi alelami genu ASIP. Lze ptfedpokladat, Ze tuto dominantni epistazi lze

dokézat i na arovni pouzitych molekularnich markert.



2.2 Cile bakalarské prace

Na zaklad¢ vySe uvedenych hypotéz byly formulovany konkrétni cile bakaldiské

prace, které jsou uvedeny v nasledujicich bodech:

1.

10.

11.

Zpracovat literarni resersi na genetiku zbarveni kocky domaci vcetné¢ molekularniho
pohledu na kauzéalni mutace nékterych gent.

Kontaktovat chovatele s cilem zajistit biologicky material reprezentujici modelovou
populaci s variabilnim zbarvenim srsti.

U zvifat urCenych k molekularnim analyzam provést spravny popis zbarveni jejich
srsti s vyuzitim mezinarodni nomenklatury FIFe.

Pomoci neinvazivni metody odebrat vzorky bun¢k bukalnich sliznic a provést izolaci
genomické DNA s vyuzitim komeréné vyrabéného kitu.

U extrahované DNA provést hodnoceni jeji kvality a kvantity.

Na zéklad¢ publikované sekvence exonu 2 genu ASIP vyhledat pozici kauzalni mutace
vedouci k melanismu a navrhnout PCR-RFLP marker, ktery bude vykazovat
kodominantni charakter.

Sekvenci amplifikovaného PCR-RFLP markeru vyhodnotit pomoci ptimého
sekvenovani a potvrdit, zda detekované mutace koresponduje s melanistickym

zbarvenim kocky domaci.

. Pomoci néstrojii bioinformatiky provést vyhodnoceni frekvenci nemutované a

mutované alely genu ASIP v modelové populaci ko¢ky domaci.

Z publikovanych mikrosatelitnich lokusti vybrat takové, které podle literarnich
pramentt minimalné rekombinuji s genem O, ktery je zodpovédny za cervené zbarveni
srsti.

Navrhnout a nasledné optimalizovat SSR-multiplex marker, ktery umozni souc¢asnou
detekci alel tii mikrosatelitnich lokusi, u kterych se predpoklada tésna vazba na gen
0.

U pouzitych mikrosatelitnich markerti identifikovat konkrétni markerujici alely a
soucasné urcit, které ztéchto alel vykazuji vazbu s cervenym zbarvenim srsti.
Jednotlivé mikrosatelitni lokusy charakterizovat rovnéz z hlediska parametru PIC a

zZ hlediska frekvenci rekombinaci markerujicich alel s Cervenym zbarvenim srsti.

12. Na zaklad¢ vysledkti molekularnich analyz a fenotypovych projevii — zbarveni srsti

hodnocenych zvitat urcit, jaky je vztah mezi geny ASIP a O.



3. Literarni prehled

3.1 Domestikace a vyznam kocek

Koc¢ku divokou muzeme podle geografického vyskytu rozdélit do t¥i skupin na
evropskou, asijskou a africkou zijici v busi (tzv. kocka plava). Potomkem kocky divoké je
kocka domaci (Felis silvestris catus Linnaeus, 1758), ktera byla domestikovana z obou
poddruhti koc¢ky plavé (Felis silvestris lybica Forster. 1780) a (Felis silvestris ocreata
Gmelin, 1791). Pfedpoklada se, Zze k domestikaci koc¢ky ziejmé doslo v udoli Nilu asi 4000 pf.
n. I. Ve starovékém Egypté byla kocka posvatnym zvifetem. Podobu kocky méla i egyptska
bohyn¢ Bastet, ktera byla symbolem noci, plodnosti a byla ochrankyné porodu a lovu. Z
posvatného zvifete Egyptanti se kocka postupné stala zvifetem uzitkovym pouzivanym
predevsim k hubeni Skodlivych hlodavci. V 11. stoleti byla kocka domaci uz rozsifena po
celé Evropé. V 10. stoleti se v Anglii kradez kocky trestala i smrti, naopak Vv jinych zemich
(napt. ve Francii) byla povazovana za zvife strasidelné¢ a Carovné. Osoby ve stfedovéku
chovajici Cerné nebo i celobilé koCky byly casto obvinlovany ze spojeni s d’dblem a
arodgjnictvi. Mnoho z téchto osob bylo i se svou kogkou upaleno. Cas ménil nazory lidi na
kocku i vztahy k ni, ale kocka s nimi zlstala, protoze ji bylo potifeba k ochran¢ panskych
sypek, mlynit i domacnosti pfed mySmi a nyni je také nenahraditelnd spolecnice ¢loveka

(Varejcko, 1984).

Kocka je dnes jednim z nejoblibenéjSich domacich zvifat a v mnoha zemich v této
pozici nahrazuje dosud tradi¢né nejcastéji chovaného psa. Tento trend ma nékolik divodu:
kocka je mensi nez vétSina plemen pst, proto nepotiebuje tak velky prostor, spotfebuje méné
potravy a muze se chovat i v malych bytech (Vatejcko, 1984). Kocka Zijici v domacnosti
pusobi 16¢ivé a Zivot s ni byva uréitou odménou. Zadné jiné zvife neni tak Gistotné, nema tak
jemné chovani a nevyzaduje tak nenaro¢nou péci. Navzdory uzkym vazbam s lidmi se
kockam dafi zachovavat tajemnou nezavislost. Kocka je zvifetem protikladd. V jeji povaze se
spojuje opatrnost s odvahou a dokaze stiidat chvile naprostého uvolnéni s pozoruhodnou

obratnosti. Proto pocet kocek chovanych v domacnosti 1 registrovanych chovateli na celém

svete roste (Rixon, 1995).



Zoologické zatazeni (BioLib, 1999 — 2011)

Rige: Zivo¢ichové (Animalia Linnaeus, 1758)

Kmen: Strunatci (Chordata Bateson, 1885)

Podkmen: Obratlovci (Vertebrata Cuvier, 1812)

Ttida: Savei (Mammalia Linnaeus, 1758)

Infratiida: Placentalové (Eutheria Huxley, 1880)

Rad: Selmy (Carnivora Bowdich, 1821)

Podiad: Kockotvarné Selmy (Feliformia Fischer de Waldheim, 1817)
Celed: Kockoviti (Felidae Fischer de Waldheim, 1817)
Podceled: Malé kocky (Felinae Fischer de Waldheim, 1817)
Rod: Koc¢ky (Felis Linnaeus, 1758)

Druh: kocka divoka (Felis silvestris Schreber, 1777)

Forma: koc¢ka domaci (Felis silvestris catus Linnaeus, 1758)

3.2 FIFe — EMS Systém klasifikace plemen kocek

FIFe (Fédération Internationale Féline) je mezinarodni organizaci chovatelti kocek,
ktera byla zaregistrovana Vv roce 1981 v Zenevé. Piedchidkyni FIFe byla United Nations
Organization of the Cat Fancy, kterou zalozila v roce 1949 Francouzka M. Rabel. Cilem
organizace bylo vypracovani seznamu nebo piehledu pfiznanych plemen kocek vcetné jejich
barevnych variant, standardi plemen a predpist vystav kocek. Organizace FIFe nyni sdruzuje
pies 42 Clenskych organizaci ve 40 zemich po celém svété. Nejvyssi fidici slozkou organizace
je Vseobecné politické shromazdéni, které jednou za rok pfijima navrhy a zmény piedpisu.
Ceskym ¢&lenem svétové organizace FIFe je Cesky svaz chovateld, jehoZ souéésti je Sdruzeni

chovatelt koek v CR (Fédération Internationale Féline, 2012).

Mezinarodni federace FIFe vydava zavazné predpisy a standardy plemen, tedy
podrobny popis jejich exteriéru. K jejich ozna¢ovani se jednotné pouziva oznacovaci systém
EMS (Easy Minde System). Diky kédim EMS muzou chovatelé zjistit fenotyp kocky, bez
toho aniz by ji vidéli. Tyto kody jsou uvedeny v rodokmenu kocky a jsou napt. soucasti

ptihlasky na kazdou vystavu. EMS kody maji sva pravidla i omezeni, jsou to:
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o Symbol hvézdicky (*) zastupuje jakoukoliv informaci v konkrétni ¢asti EMS kodu,

e Pro oddéleni konkrétni casti EMS koédu se vzdy pouzivaji mezery, pokud neni

vyslovn¢ uvedeno jinak,
o Konkrétni ¢iselné ¢asti EMS kodu se uvadéji vzdy ve vzestupném potadi,

o Pokud je pro plemeno charakteristicky pouze jeden jediny mozny znak, tento znak se z
EMS kodu vypousti.

EMS kody se skladaji z nékolika ¢asti, kde prvni ¢ast kodu tvoii kod plemene o tiech
velkych pismenech. Dalsi ¢ast kodu predstavuje jedno malé pismeno, které oznacuje zbarveni
srsti. Tato ¢ast kodu se neuvadi u plemen, kterd jsou uznana pouze v jediné barvé srsti. V
nasledujici ¢asti kodu se ptripadné uvadi kod depigmentace srsti (tiping). Posledni ¢ast kodu

jsou kody exteriérovych znak, které se piSou pomoci ¢isel, a nalezneme zde:
e Kody bilé skvrnitosti 01, 02, 03, 04, 05, 09,
e Kody stupné depigmentace (tiping) 11, 12,
e Kody typu kresby v srsti 21, 22, 23, 24, 25,
e Kody snizené intenzity pigmentace 31, 32, 33,
e Kody stupné zkraceni ocasu (u Manxe) 51, 52, 53, 54,
e Kody zbarveni o¢i 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,

e Kody postaveni usi 71, 72, 73.



V tabulce 1 jsou uvedeny kody jednotlivych plemen, v tabulce 2 kody zbarveni srsti a

v tabulce 3 jsou uvedeny kody exteriérovych znak.

Tabulka 1:  EMS kody plemen kocek podle FIFe (Fédération Internationale Féline, 2012).

EMS Plemeno EMS Plemeno

ABY Habesska MCO Mainska myvali

ACL Americka Curl dlouhosrsta NFO Norska lesni

ACS Americka Curl kratkosrsta OClI Ocicat

BAL Balinéska/Balijska OLH Orientalni dlouhosrsta
BEN Bengalska OSH Orientalni kratkosrsta
BML Burmila PEB Peterbald

BRI Britska PER Perska

BUR Barmska RAG Ragdoll

CRX Cornish Rex RUS Ruska

DRX Devon Rex SBI Birma

DSP Donsky sphynx SIB Sibirska

EUR Evropska SIA Siamska

EXO Exoticka SNO Snowshoe

GRX German Rex SOK Sokoke

CHA Kartouzska SOM Somalska

JBT Japonsky bobtail SPH Sphynx

KBL Kurilsky bobtail dlouhosrsty SYL Seyschelska dlouhosrsta
KBS Kurilsky bobtail kratkosrsty SYS Seyschelska kratkosrsta
KOR Korat TUA Turecka angora

MAN Manx TUV Turecka van

MAU Egyptska Mau




Tabulka 2:  EMS kody zbarveni srsti podle FIFe (Fédération Internationale Féline, 2012).

EMS Barva EMS Barva

n cerna j liloveé zelvovinova

a modra 0 skoficova/Cervenohnéda
b ¢okoladova p plava

c lilova q skoficové Zelvovinova
d Cervena r plavé zelvovinova

e krémova W (dominantn¢) bila

f (¢erng) zelvovinova S stiibfitd/koufova

g modfe zelvovinova y zlata

h ¢okoladove zelvovinova X neuznané zbarveni srsti
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Mala pismena ,;s“ a ,)y*“ tvofi doplikovy kod oznacujici typ depigmentace srsti
(tiping). Malé pismeno ,,x“ se u nékterych plemen ptedsazuje pied kod zbarveni (jestlize je
neuznand barevnd varieta registrovana), jinak kod zbarveni nahrazuje. Priklad: EUR x

oznacuje neuznanou barevnou varietu evropské kocky.



Tabulka 3:  EMS kody exteriérovych znakil podle FIFe (Fédération Internationale Féline,

2012).
Kédy bilé skvrnitosti Koédy zkraceni ocasu
01 bile skvrnita typu ,,van‘ 51 manx rumpy
02 bile skvrnita typu ,,harlekyn* 52 manx rumpy riser
03 bile skvrnita typu ,,bikolor* 53 manx stumpy
04 bile skvrnita typu ,,mitted (RAG) 54 manx longie
05 bila skvrnitost (SNO) Kody zbarveni oci
09 s nespecifikovanymi bilymi skvrnami | 61 modré oci
Kody depigmentace srsti 62 oranzové oci
11 stinovana (shaded) 63 nestejné zbarvené oci (odd eyes)
12 zavojova (shell) 64 zelené oci
Kody typu kresby 65 barmsky zluté oci
21 nespecifikovand kresba 66 tonkinsky tyrkysové oci
22 mramorovana (blotched) 67 siamsky modré o¢i
23 tygrovana (mackerel) Kody postaveni usi
24 teckovana (spotted) 71 vzpiimené
25 s tikingem (ticked) 72 curled
Kédy snizené intenzity pigmentace 73 fold
31 barmské pigmentace (burmese)
32 tonkinska pigmentace (tontanese)
33 siamska pigmentace (siamese)

3.3 Nejcastéji chovana plemena koCek a charakteristika

zbarveni jejich srsti

Plemenem nazyvame skupinu zvifat jednoho druhu, vyznacujici se stejnymi
uzitkovymi a exteriérovymi vlastnostmi, odliSnymi od vlastnosti zvifat t¢éhoz druhu, které
prendsi za stejnych podminek prostfedi na potomstvo. Skupina musi byt tak velka, aby pfi
pafeni nedochazelo k pfibuzenské plemenitbé. Jestlize se v ramci plemena vyskytuji mensi
skupiny zvirat, odliSujici se od zékladniho standardu plemena jen mensimi odchylkami
nékterych exteriérovych znaki, mluvime o varietdich v ramci plemene (Varejcko, 1984). Ke
vzniku plemene vede dosti obtizna cesta. Pfi uznavacim fizeni je nutné predvést urcity presné

stanoveny pocet zvifat z nékolika po sobé nésledujicich generaci, kterd museji vykazovat
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standardni exteriér. Proto ke vzniku nového plemene chovatelé vétSinou potiebuji deset i vice
let, nez je plemeno pfipraveno k uznani. Chovatelské federace vydavaji piesné popisy
exteriéru jednotlivych plemen, nazyvané standardy. V této praci se budu zabyvat standardy
federace FIFe (Fédération International Féline), protoze vétSina chovatell kocek u nas je

prostfednictvim Ceského svazu chovatelii Gleny pravé této organizace (Rihova, 1999).

Plemena kocek jsou rozdé€lena do ¢ty zakladnich kategorii:

I.  kategorie — perské a exotické kocky,
Il. kategorie — polodlouhosrsté kocky,
I1l. kategorie — kratkosrsté kocky,

IV. kategorie — siamské a orientalni kratkosrsté kocky.

3.3.1 Perské kocky

Toto plemeno u nas zatim stéle jest¢ pocetné prevazuje nad vSemi ostatnimi plemeny.
K jejich slechténi byly pouzivany jak koc¢ky dovezené z Persie, tak z Turecka a Ruska. Viibec
prvni dlouhosrsté ko&ky pochéazely z Turecka (Rihova, 1999).

Celkové charakteristika: maji zavalité télo masivni stavby, se Sirokou a kulatou hlavou
na kratkém, silném krku, plné tvare, tupy a kratky nos a tupou, velkou bradu. Ramce jsou
velkého nebo stfedniho. USi maji co nejmens$i, ve Spicce zakulacené¢ a daleko od sebe
posazené. OC¢i maji velké a kulaté. Koncetiny maji pomérné kratké a silné. Srst maji dlouhou,
hebkou, hustou, odstavajici od téla a tvofici na krku limec. Barva srsti musi byt u
jednobarevnych plemen stejnd po celém téle, bez kresby nebo stinovani, u zihanych plemen
musi byt kresba vyrazna a jasna, dobfe ohrani¢end od zékladni barvy. U koufovych perskych
kocek, kamea a ¢in¢il musi byt jasny rozdil mezi barvou podsady, spodni ¢asti chlupii a jejich

konecky (Varejcko, 1984).
Bila perska kocka

Srst musi byt Cisté leskle bild, bez jakékoliv kresby nebo stinovani. Nosni zrcadlo a
polstarky tlapek jsou rizové. Bilé perské kocky mohou mit tfi rizné barvy o¢i — syt¢ modré,

médéné, anebo jedno oko modré a druhé médéné (Rixon, 1995).
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Cerna perska kocka

Cerna perska koc¢ka je jednim z nejstarsich &istokrevnych plemen, zaroven je viak
nejobtiznéjsi dosahnout u ni vrcholné vystavni kvality. Srst musi mit hustou, uhlové ¢ernou
od kotinkll po Spicky, bez ndznaku tippingu, kresby nebo stinovani a bez jediného bilého

chlupu. Barva o¢i je zafivé médeéna nebo oranzova (Rixon, 1995).

Cervena perska kotka

Srst musi byt syté, Cisté a zafivé Cervend, bez naznaku kresby nebo stinovani ¢i
tickingu. Barva o¢i je médéna.

Krémova perska kocka

PoZadavky na barvu srsti se mezi USA, Velkou Britanii a Evropou lisi. Standard
americké CFA pozaduje souvislou vrstvu krémové az ke kofinkiim chlupli, piednostné ve
svétlejSich odstinech. Britsky standard GCCF pozaduje Cisty, vyrazné svétly odstin az po
sttedn¢ syté zbarveni bez kresby anebo jinych odznakli. Standard FIFe pozaduje svétlou,
Cistou, pastelové krémovou barvu bez hiejivych odstinli anebo bez jakéhokoli svétlejsiho
stinovani anebo kresby, pfi¢emz zbarveni ma byt syté a rovhomérné od kotinkd chlupt az po

pesiky. Barva o¢i je zativé médéna (Rixon, 1995).
Modra perska kocka

Rozsifené plemeno perskych kocek, jehoz barva srsti miiZze mit jakykoliv odstin modré
barvy, ale modi musi byt Cistd a rovnomérnd, bez bilych chlupt nebo skvrn. O¢i ma kulaté,
dobie oteviené, oranzové nebo tmavé médéné, bez jakykoliv stop zelené barvy (Varejcko,

1984).
Modro-krémova perska kocka

Modro-krémova perska kocka je povazovana za novou varietu. Modro-krémové
zbarveni je diisledkem piisobeni fediciho genu pro barvy u zelvovinové kocky, takze se misto
c¢ernych a cervenych skvrn objevuji modré a krémové. Evropska FIFe oznaCuje modro-
krémové jako modré Zelvovinové a zbarveni ma byt svétle modroSedé a svétle krémové,
V ohranicenych nebo splyvavych skvrnach, pficemz jsou ob¢ barvy rovnomérné rozlozeny na

téle, nohou i ocase (Rixon, 1995).
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Cerna kourova perska kocka

Je plemenem perskych kocek, jehoz krasa je zalozena na kontrastech vyplyvajicich ze
zbarveni srsti. Podsadu ma popelavé bilou, zatimco ostatni srst a konecky pesikli jsou cerné.

Oc¢i ma oranzové nebo médéné barvy (Varejcko, 1984).
Kameo perské kocky

Kameo perské kocky byly poprvé vyslechtény ve Spojenych statech v roce 1954 jako
vysledek kiizeni koufovych a zelvovinovych kocek neuplného typu. Kameo kotata se rodi
témer bila a jemné zbarveni se u nich vyviji s vékem. Existuji tfi intenzity zbarveni: shell je

velmi svétlé, stinované o néco tmavsi a koufové nejtmavsi kameo (Rixon, 1995).
Dvoubarevna perska kocka

Dvoubarevna kocka miize mit jakoukoliv jednotnou barvu kombinovanou s bilou:
¢ernou s bilou, modrou s bilou, ¢ervenou s bilou nebo krémovou s bilou. Barevné plochy maji
byt jasné ohranieny a rovnomérné rozlozeny a nemaji zabirat vice nez dvé tfetiny plochy

téla, naopak bila nemé presahovat polovinu plochy. Obli¢ej musi mit dvoubarevnou kresbu
(Rixon, 1995).

Zihané (tabby) perské ko¢ky

Klasicka zihana (nékdy nazyvand mramorovand) kresba vyzaduje dokonalé husté
pruhy a skvrny, jasn€¢ ohranicené a Siroké. Nohy museji byt stejnomérné pruhované a pruhy se
dotykaji kresby na téle. Ocas ma stejnomérné prstence. Na krku je nékolik ndhrdelniki, na
Cele zfetelna kresba ,,M* (skarabeus) a od vnéjSiho o¢niho koutku se tdhne nepferusovana
tmava linka. Viry na tvatich a svislé linie na zadni stran¢ se dotykaji kresby na ramenou, ktera

ma tvar motylich kfidel. Na hrudi a bfise muze byt dvojita vodorovna fada ,.knoflika* (Rixon,
1995).

Zelvovinova perska kocka

Barva srsti této perské kocky se skladéd z barev Cerné a Cervené. Ty musi byt od sebe
oddéleny jako dobie ohrani¢ené skvrny, a to i v obliceji. Barvy maji byt teplé a jasné. Barva

o¢i je meédéna (Varejcko, 1984).
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Perska kocka Zelvovinova s bilou

Libiva perskéd kocka, u niz barvy Cernd a Cervena jsou kombinovany s bilou barvou,
pri¢emz maji byt dobfe rozd€leny v ohranicenych skvrnach a ostte odliSeny od bilé barvy, a to
i na hrbeté. Barvy Cerna a Cervena musi tvofit maximalné dvé tfetiny a minimalné jednu
polovinu povrchu téla, zbytek bily (Varejcko, 1984).

Perska kocka stribrita ¢incila

Kocka ma ¢isté bilou podsadu a ¢erny tipping na hlave, hibete, bocich a ocase, ktery ji
dodava typicky kovové leskly vzhled. Nohy mohou byt lehce stinované. Brada, srst v uSich,
hrud’ a bficho jsou Cisté bilé a lemy oc¢i, pysky a cenich jsou Cerné. Oc¢i jsou zelené nebo

modrozelené (Rixon, 1995).
Perska koc¢ka zlata ¢incila

Kocka mé bohatou, teple krémovou podsadu se seal (tulenim) tippingem na hlavé,
hibeté, bocich a ocase, ktery ji dodava zlatavy vzhled. Nohy mohou byt lehce stinovany ve
stejné barvé a také oc€i, pysky a nos jsou lemovany v seal hnédé. O¢i maji zelenou nebo

zelenomodrou barvu (Rixon, 1995).

3.3.2 Polodlouhosrsté kocky

Tato skupina plemen uslechtilych kocek, tvofici jakysi pfechod k dlouhosrstym
plemeniim perskych kocek, byla jako samostatnd uzndna FIFe v roce 1981 a je znacné

variabilni ve svych fenotypovych projevech.

Od dlouhosrstych kocek perskych se tato plemena lisi pfedevsim pon€kud delsi hlavou
vice trojuhelnikovitého tvaru, del§ima usima, vys$imi koncetinami, del§im télem a predev§im
délkou a kvalitou srsti. Ocas maji del$i nez perské kocky a je hunaty.

Patfi sem birmy, turecka kocka van, norskéd lesni kocka, somalskd kocka a mainska
myvali kocka (Varejcko, 1984).

Mainska myvali kocka

Je jednim z nejvétSich plemen domacich kocek, s primérnou hmotnosti kocourti 6 az 8

kg, vyjimecné pres 10 kg, kocek 5 kg. Pochazi ze statu Maine v USA, kde se chova asi od

roku 1860 pro svoji silu, inteligenci a odolnost k podminkam prostiedi.
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Je to stiedné velkd az velka kocka s dlouhym télem na vysokych nohou, se stiedné
Sirokou hlavou a kvadratickym nosem, s velkyma usima se StétiCkami, s velkyma, lehce
Sikmo postavenyma o€ima a s dlouhym, hunatym ocasem s vlajici srsti. Srst s hedvabnou
texturou ma hustou, volné splyvajici, na hlavé a plecich krat§i nez na bfiSe a zadnich
koncetinach, tvorici vyrazny limec. Srst je v 1ét€ kratsi, v zim¢ delsi, jen ocas je stale stejné
hunaty (Varejcko, 1984). Mainska myvali kocka je uzndvéana ve vSech barvach kromé& kresby
typu himalajské a barmské a dale kromé Cokoladové, skoficové, lila nebo plavé. Mezi
zbarvenim srsti a o¢i neni pfima vazba, i kdyz za zaddouci jsou povazovany zafivé barvy oci

(Rixon, 1995).

3.3.3 Kratkosrsté kocky

Do této kategorie plemen kocek patii HabeSska kocka, Britskd kratkosrsta kocka,
Kartouzska kocka, Manskéd kocka, Skotska klapoucha kocka, Evropska kratkosrsta kocka,
Americkéd kratkosrsta kocka, Egyptskd koCka mau a dal$i. O co mensi je v této skupiné
variabilita délky srsti, o to vétsi jsou rozdily mezi jednotlivymi plemeny v télesné stavbé

(Rihova, 1999).
Britska kratkosrsta ko¢ka

Britské kratkosrsté kocky jsou stiedné velké az velké svalnaté kocky, se Sirokym
hrudnikem, dobfe osvalenym hibetem a plecemi, kratkymi a zavalitymi konletinami se
silnymi, kulatymi tlapkami a silnym, pomérné kratkym ocasem se zakulacenou Spickou.
Hlavu maji kulatou a masivni s kratkyma, Siroce nasazenyma a lehce zakulacenyma usima.
Oc¢i maji velké, kulaté, Siroce oteviené a daleko od sebe posazené, v barvé odpovidajici barveé
srsti. Srst maji kratkou a hustou, jemné textury, nepfiléhajici, s dobfe vyvinutou podsadou.

Jednotliva plemena se od sebe lisi pfedevsim barvou srsti (Varejcko, 1984).
Modra britska kratkosrsta kocka

Britska modra kocka docela jisté patii mezi ty, které nejcastéji dosdhnou narocnych
vystavnich standardd. Srst musi mit velmi vyrovnané zbarveni v modrém odstinu, pfi¢emz se
dava ptrednost svétlejSim. Nejsou piipustné zadné ndznaky Zihani nebo bilé chlupy. Nosni

zrcadlo a polstarky tlapek jsou modré a o¢i zlaté, oranzové a médéné (Rixon, 1995).
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Evropské kratkosrsté kocky

Evropské kratkosrsté kocky se od domacich bezplemennych kocek lisi jen ustalenymi
plemennymi znaky, kondici a leps$i kvalitou srsti. T¢lo maji stfedn¢ velké az velké, robustni,
silné¢ a svalnaté, s kulatym a dobie vyvinutym hrudnikem. Koncetiny maji pevné a silné,
sttedné dlouhé, stejnomérné se zuzujici k pevnym a kulatym tlapkam. Ocas je stfedné dlouhy,
s SirSim nasazenim, tencici se ve svém prubéhu a koncici zaoblenou Spi¢kou. Hlavu maji
piiméiené velkou, se zakulacenym obli¢ejem, ktery je ponc¢kud delsi nez SirSi. USi jsou
sttedné velké, s lehce zakulacenymi Spickami. O¢i maji kulaté, oteviené, daleko od sebe a
lehce Sikmo postavené, jasné a podle jednotlivych plemen v barvé zelené, zluté, médéné nebo

modré. Srst je kratkd, hustd, pevna a leskld (Varejcko, 1984).

3.3.4 Siamské a orientalni kratkosrsté ko¢ky

Ctvrta kategorie plemen zahrnuje &tyii plemena, ktera jsou zcela uniformni v typu a
vSechna byla odvozena od jediného vychoziho plemene - siamské kocky. Spole€nym znakem
téchto plemen je velmi §tihla a elegantni stavba téla (Rihova, 1999). Ze viech nejriiznéjsich
plemen jsou siamské kocky nejsnadnéji rozpoznatelné. Dlouhé, pruzné a elegantni se svymi
napadnymi tmavsimi ,,znaky* maji vzdy velky ptvab. Prvni siamské kocky mély sklon
k Silhani a jejich ocasy mivaly deformace, coz je dnes povazovano za vazné chyby. To
vSechno vSak uz bylo selektivnim kiiZzenim v podstaté odstranéno a moderni kocka tyto vady

nemiva (Cutts, 2002).
Siamské kocky

Pro svou eleganci, bystrost a pohyblivost jsou jednim z nejoblibenéjSich uslechtilych
plemen kratkosrstych kocek ve vSech chovatelsky vyspélych zemich svéta. Charakteristickym
znakem této plemenné skupiny je tzv. akromelanismus, coZz znamend tmavé zbarveni

koncovych casti téla (Vatejcko, 1984).

Kocky se sépiovymi odznaky byly chovany britskymi a americkymi diplomaty na
kralovském dvote v Siamu uz koncem 19. stoleti a plemeno ziskalo vetejny zajem, ktery stale
roste. Ackoliv plvodni kralovské siamské kocky mély sépiové odznaky, nékteré byly
zbarveny trochu svétleji a nakonec byly uznany jako zvlastni barevna varieta s ¢okoladovymi

odznaky. Pfirozené se vyskytujici fedici gen se projevuje také tehdy, kdyz misto témeét
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cernych odznakl vzniknou odznaky bfidlicové Sedé. Ty pak byly piijaty jako varieta
s modrymi odznaky (Rixon, 1995).

Moderni siamské kocky jsou §tihlé, elegantni, s protahlou hlavou a dlouhym, tenkym
ocasem. T¢lo maji stfedné velké, dlouhé, §tihlé a svizné, na dlouhych, pomérné jemnych
koncetinach s malymi, ovalnymi tlapkami. Zadni koncetiny jsou pon€kud delsi nez ptedni.
Krk maji dlouhy a jemny, ocas dlouhy, rovny a zaspicatély (Vatejcko, 1984). Hlava je stfedné
velka vzhledem k t€lu, klinovitd s rovnymi liniemi — klin za¢ind u nosu a postupné se
rozSifuje a tvofi souvislou linii s vn&jSimi okraji boltci (Rixon, 1995). Usi maji velké,
vzpiimené, Siroké v misté¢ nasazeni a daleko od sebe rozestavené. Také oc€i jsou od sebe
daleko posazené, viici nosu Sikmo poloZené, orientdlniho tvaru, intenzivni modré barvy. Srst
je velmi kratka, jemna v textute, leskla a tésné priléhajici. Rozdil mezi barvou srsti na téle a
barvou odznakd musi byt zietelny. Kotata se rodi téméf bild, k tmavnuti odznakd dochazi

postupné (Varejcko, 1984).

3.4 Molekularni mechanismy tvorby pigmentu srsti

3.4.1 Pigmentace srsti

Pigmentace KuiZe a srsti savcu

Za zbarveni srsti savct je zodpovédny melanin (Ruvinsky a Sampson, 2001; Dostal,
2007). Melaniny jsou syntetizovany a ukladany v melanosomech, které se nachazeji v
melanocytech (Hearing, 2005). Melanocyty maji pivod v neuroektodermu. Melanocyty se
béhem embryondlniho vyvoje piesouvaji z neurdlni liSty do kize. Po dokonceni migrace
zaujmou melanocyty sva mista v epidermis a v chlupovych folikulech, kde se v jejich
blizkosti nachazeji keratinocyty. Melanocyty vysilaji ke keratinocytim své stihlé dendritické
vybezky, kterymi zajist'uji ptisun pigmentu (Freinkel a Woodley, 2001).

Pigmentace kiize a srsti ma pfimy vztah k pfitomnosti melanocyti. Pigmentace dale
zavisi 1 na stupni melanogenni aktivity ¢i aktivité exocytdozy. Mezi nejcastéjsi mechanizmy
redukce pigmentace patii nepfitomnost melanocyti nebo jejich inaktivita (Ruvinsky

a Sampson, 2001).

Kazdy chlup se sklada ze dien¢ (meduly) a kiry (kortexu) s tenkou kutikulou. Dfen
ma jednu nebo vice fad bunék stiidajicich se s mezerami vyplnénymi vzduchem. Bylo

vyzkoumano, zZe vysledné zbarveni srsti vznikd kombinaci sedmi rdznych zpisobil
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modifikace pigmentovych granuli. Jsou to barva granuli, tvar granuli (podlouhlé, ovalné,
kulaté, nepravidelné), pocet granuli v bunikach meduly, pocet granuli v kortexu, rozvrstveni
granuli do fidkych nebo hustych shlukd, velikost granuli, ulozeni granuli ve wvnitini ¢i

venkovni ¢asti meduly (Willis, 1989; Dostal, 2007).

Pigmenty

Melaniny existuji ve dvou zakladnich typech (eumelanin, feomelanin) a jsou tvofeny
riznym mnozstvim tyrosinu a cysteinu (Ruvinsky a Sampson, 2001). Eumelanin s ¢ernym
nebo hnédym zbarvenim obsahuje predevS§im tyrosin, Cervenozluty feomelanin obsahuje
mimo tyrosinu i proménlivé mnozstvi cysteinu (Hearing a Tsukamoto, 1991; Ruvinsky a
Sampson, 2001; Candille et al., 2007). Melanocyty dokazi vytvofit eumelanin i feomelanin,
ale ne oba zaroven. Produkce eumelaninu je podminéna melanocyty stimulujicim hormonem
(aMSH). Na povrchu melanocytti se nachazeji receptory (MC1R), které vazi tento hormon
(Ruvinsky a Sampson, 2001). Pokud dojde k navazani aMSH na receptor, aktivuje se
adenylatcyklaza a zvysi se koncentrace CAMP, ktery nasledné aktivuje proteinkinazu A
(PKA), nésledkem cehoz melanocyt syntetizuje eumelanin. V piipadé, ze tento signal neni
pfitomen, z davodu absence MSH ¢i povrchovych receptord, melanocyty produkuji
feomelanin (Ruvinsky a Sampson, 2001). MC1R mize byt aktivovan aMSH a inhibovan
antagonistou ASIP — agouti signal proteinem (Hearing, 2005). Vyznam genu kodujiciho
protein MCI1R pro tvorbu pigmentu srsti savcti popisuji rovnéz Mountjoy et al. (1992) a
Robbins et al. (1993). Casto pouzivany model pro studium dédi¢nosti zbarveni srsti savci je
my$ domaci. Vyznam mutaci genu ASIP pro vysledné zbarveni mysi popisuji Bultman et al.

(1992) a Hustad et al. (1995).

Melaniny se tvoii katalyzou z tyrosinu a cysteinu (Ruvinsky a Sampson, 2001).
Enzym tyrosinaza Katalyzuje tii rizné reakce v biosyntetické draze melaninu (Hearing a
Tsukamoto, 1991). Prvni reakci je hydroxylace tyrosinu na 3,4-dihydroxyfenylalanin
(DOPA). Tato reakce je rozhodujici. Ve druhé reakci dojde k oxidaci DOPA na dopachinon
(DQ) a v posledni reakce je oxidace 5,6-dihydroxyindolu (DHI) na indolchinon. Druha a tieti
reakce muze probihat spontanné pii fyziologickém pH (Hearing a Tsukamoto, 1991; Hearing,
2005). Eumelanin vznika z metaboliti dopachromu a feomelanin vznikd z metabolitd

cysteinyl DOPA (Hearing a Tsukamoto, 1991).
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Geny ridici produkci pigmentu v srsti saveu.

Na melanocyty pisobi mnoho vnitinich a vnéjSich faktort, napiiklad UV zafeni,
melanocyty stimulujici hormon (aMSH), agouti signal protein (ASIP), endothelin 1 (ER1),
dickkopf 1 (DKK1). Pro melanogenezi jsou také nezbytné dalsi dva proteiny — tyrosinase-
related protein 1 (TYRP1) a tyrosinase-related protein 2 (TYRP2) (Ruvinsky a Sampson,
2001). Schmidt-Kiinsel et al. (2005) zjistili, ze mutace genu TYRP1l mize vést
k Cokoladovému a skoficovému zbarveni srsti. Ishida et al. (2006) popisuji
jednonukleotidovou deleci v genu MLPH (Melanophilinu), ktera vede ke ziedéni zakladniho
zbarveni srsti kocky domaci. Tato mutace se projevi pouze tehdy, pokud obé alely nesou vyse

uvedenou jednonukleotidovou mutaci.

Rizeni funkce melanocytu je slozité, nékteré lokusy zasahuji do bunééné diferenciace,
jiné ovliviiuji morfologii melanocytu nebo jeho schopnost ukladat melanosomy do rostouciho
chlupu ¢i pokozky. Dalsi lokusy ovliviiuji enzymy a souvisejici proteiny zodpovédné za
melanogenezi. Na nékterych lokusech nachazime alely, které plisobi na interakci aMSH s
receptory melanocytu. Vzajemna interakce vSech téchto lokustit ma vliv na kone¢ny fenotyp

(Ruvinsky a Sampson, 2001).

Lyons et al. (2005) a Imes et al. (2006) popsali vyznam mutaci genu pro biosyntézu
tyrozinazy (TYR) pro vznik albinotického zbarveni kocky domaci. Lyons et al. (2005) zjistili,
ze mutace TYR genu je zodpovédnd rovnéz za typické siamské a barmské znaky kocky

domaci.

3.4.2 Aguti kresba a melanismus

Biochemické podstata melanismu u ko¢kovitych Selem

Dédi¢nost melanismu muze odpovidat mutaci recesivniho i dominantniho charakteru.
U kockovitych Selem se predpoklada, ze se jedna o recesivni typ mutace stejné jako je tomu u
mysi (Jackson, 1994). Robinson (1976) a Lightner (2009) piedpokladaji, ze u koc¢ky domaci
bude kandidatni ulohu hrat mutace genu ASIP. Tento zavér vSak nelze zobecnit pro vSechny
kockovité Selmy, protoze u jaguara amerického (Panthera onca Linnaeus, 1758) se
melanismus dédi dominantné v disledku mutace genu MCI1R (Ditrich, 1979). Eizirik et al.
(2003) uvadgji, ze gen MC1R ma obdobnou strukturu jako homology tohoto genu u ostatnich
savcu (Kias et al., 1998, Klungland et al., 1995).
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Eizirik et al. (2003) se velice detailné zabyvaji problematikou molekularni genetiky a
evoluce melanismu u kocCkovitych Selem, tito autofi jako prvni mapovali, klonovali a
sekvenovali homology genu ASIP a MCI1R u koc¢kovitych Selem. U kocky domaci byl gen
ASIP lokalizovan na chromozému A3. Gen MCIR byl identifikovan na chromozomu E2.

V obou dvou ptipadech pozice téchto dvou genli odpovida mapé lidského genomu.

Eizirik et al. (2003) zjistili, Ze kocici ASIP gen je tvofen tfemi kodujicimi exony. Pocet
kodujicich exont genu ASIP u kocky domaci je identicky jako u ostatnich savci (Bultman et
al., 1992). Rozdily oproti jinym savcim byly zjistény v sekvenci 1 délce vySe zminénych
exond (Eizirik et al., 2003).

Eizirik et al. (2003) se ve svych experimentech vénovali rovnéz sekvenacnim
analyzam genu ASIP u velkého mnozstvi koc€ek s aguti i melanistickym zbarvenim. Zjistili, ze
u vSech melanisticky zbarvenych zvifat byla detekovana dinukleotidova delece (ASIP —A2)
v pozici 123-124 nukleotidu. U melanistickych kocek se tato mutace vyskytovala vzdy
homozygotni sestavé. Na zaklad¢ bioinformatického zpracovani ziskanych sekvenci Eizirik et
al. (2003) zjistili, Ze tato mutace vede K posunu c¢teciho ramce a protein kodovany

zmutovanym genem kompletné ztraci aktivitu C-terminalni domény.

Kromé kocky domaci se Eizirik et al. (2003) vénovali ve svych experimentech dal$im
20 druhtim kockovitych Selem. U sedmi z hodnocenych druhti byl charakteristicky vyskyt
melanismu, jsou to jaguar americky (Panthera onca Linnaeus, 1758), levhart skvrnity
(Panthera pardus Linnaeus, 1758), jaguarundi (Herpailurus yagurundi E. Geoffroy Saint-
Hilaire, 1803), kocka Temminckova (Catopuma temnicki Vigors & Horsfield, 1827) ocelot
stromovy (Leopardus tigrinus Schreber, 1775), kocka slanistni (Oncifelis geoffroyi d'Orbigny
& Gervais, 1844), kocka pampova (Lynchailurus colocolo Molina, 1782). U vsech jaguart
s melanistickym zbarvenim vSak nebyla zjisténa shodna mutace (ASIP —A2) jako u kocky
domaci. Eizirik et al. (2003) tudiz vyslovili hypotézu, Ze melanistické zbarveni bude ziejmé
zpusobeno mutaci genu MC1R. Tento vysledek odpovida i dominantnimu zpisobu dédi¢nosti
cerného zbarveni srsti jaguari chovanych Vv zajeti. Sekvenacni analyzou autofi zjistili 15 bp

deleci v genu MC1R, ktera vedla k zaméné aminokyselinového sloZeni kodovaného proteinu.

U jaguarundi Eizirik et al. (2003) hodnotili vétsi pocet jedinct s variabilnim
zbarvenim srsti od tmavé SedoCerné az po cervenou. Ani u jednoho z hodnocenych zvirat

nebyla popsana kauzalni mutace geni ASIP a MC1R (ASIP-A2 a MC1R-A15). U tohoto

druhu byla identifikovana nova mutace genu MC1R, ktera spocivala v deleci 24 bp exonové
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casti (MCR1-A24). Autofi predpokladaji, Ze tato mutace mé kodominantni charakter a je tudiz

zodpovédna za pomérné velkou variabilitu zbarveni jaguarundi.

3.4.3 Tvorba ¢erveného pigmentu v srsti ko¢ky domaci

Schmitd-Kiintzel et al. (2009) uvadé;ji, ze presny biochemicko-geneticky mechanismus
tvorby tohoto pigmentu nebyl doposud u ko¢ky domaci popsan. Cervené zbarveni srsti, které
je Vvanglosaské literatufe oznaCovano Castéji jako oranzové (lokus O-orange) je
Charakteristické vazbou na gonozoém X s dédi¢nosti kiizem. Tento zptusob dédic¢nosti byl
charakterizovan fadou autort, jako jsou naptiklad Wright (1918) a Doncaster (1904). Vela et
al. (1999) predpokladaji, ze oranzovozluté zbarveni je vysledkem plsobeni feomelaninu
v srsti. Tento typ feomelanistického zbarveni byl popsan u fady zivo¢ichl (mys, skot, kin,
prase, Clovek, pes, medvéd, kralik a kur domaci). PfiCinou cerveného zbarveni vyse
jmenovanych druhti je mutace genu MC1R (Klungland et al., 1995, Kias et al., 1998,
Fontanesi et al., 2006). Vyse citovani autoii predpokladaji, Ze mutace genu MCR1 vykazuje
autozomalni dédi¢nost. RovnéZ u ko¢ky domaci byla popsana fada mutaci genu MCR1 a bylo
rovnéZz potvrzeno, ze gen MCIR je u kocky lokalizovan na autozému E2 (Eizirik et al., 2003).
Vzhledem k tomu, ze Cervené zbarveni koCky je charakteristické dédicnosti kiizem, ktera
odpovida lokalizaci kauzalniho genu na gonozému X, nelze proto predpokladat, ze gen MC1R
bude zodpoveédny za Cervené zbarveni srsti. Obdobny zplisob dédi¢nosti cerveného zbarveni
srsti (vazba na gonozém X) byl zjistén u savcl pouze u kiecka syrského (Mesocricetus
auratus Waterhouse, 1839), ktery popsal Robinson (1966). Mapovani genu zodpovédného za
cervené zbarveni kieCka syrského provedli Alizadeh et al. (2009). Autofi prokazali, Ze tento

gen je rovnéz lokalizovan na gonozomu X.

Mapovanim piedpoklddaného genu O pro Cervené zbarveni srsti kocek se zabyvali
Schmidt-Kiintzel et al. (2009). Ve svych experimentech se zamé&fili na mapovani s vyuzitim
mikrosatelitnich markert, u kterych je ptedpokladana vazba na gonozom X. Tyto markery
byly lokalizovany na q rameni gonozému X. Pro experimenty byla pouzita potomstva dvou
zamérnych kiizeni, u kterych dochézelo k segregaci oranZzového a aguti respektive ¢erného
zbarveni srsti. Na téchto dvou potomstvech autofi zjistili, Ze urcité alely mikrosatelitnich
markert FCA1465, FCA1466, FCA1468, FCA1494, FCA1496 a FCA1498 vykazovaly

nejtésnéjsi vazbu s predpokladanym genem O.
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3.5 Genetika zbarveni srsti u ko¢ek

3.5.1 Monogenni model dédi¢nosti zbarveni srsti

Mendelovy zékony patfi mezi zakladni genetické principy, a ackoli byly plvodné
provadény na hrachu, maji obecnou platnost. Také v genetice kocek tato pravidla plati a jsou
dobrym zdkladem ke Slechtitelské a chovatelské praxi. Mendelovy zakony miZzeme dobie

demonstrovat na pafeni kocek, ktera se v chovu naprosto b&zné provadgji (Rihova, 1999).

Pravidlo uniformity F; generace, $tépeni a identity reciprokych kfizeni. Pfi k¥izeni
rozdilnych homozygotnich jedincii parentdlni generace je prvni filidlni generace vzdy
uniformni (Vafejcko, 1984). Jako piiklad poslouzi pafeni siamského kocoura (c°c®)
s orientalni koCkou s homozygotnim zalozenim pro plné zbarveni (CC). VSichni jejich
potomci budou stejni, heterozygotn& zalozeni (Cc®) s plnym zbarvenim srsti. Ke stejnému

vysledku dojdeme, budeme-li provadét reciproké kiizeni (Rihova, 1999).

Pravidlo ¢istoty vloh. Pii pafeni jedinct s dominantnimi alelami s jedinci s alelami
recesivnimi se tyto alely navzajem nemisi, ale alely recesivni zlistdvaji nezménéné, i kdyz se
V heterozygotnim stavu nemohou projevit. Jakmile se dostanou do homozygotniho stavu,
znovu se projevi ve fenotypu (Vaiejcko, 1984). K dikazu toho, Ze vlohy ptechdzeji do
pohlavnich buné€k ¢isté a uchovavaji si samostatnost, pouzil Mendel tzv. zpétné kiizeni. Kiizil
heterozygotniho potomka z generace F1 sjeho homozygotnim rodi¢em. V naSem ptipadé
plijde o pafeni heterozygotniho orientilniho jedince (Cc®) sjeho siamskym rodicem (c°c®).
Vysledkem tohoto pareni jsou obé rodi¢ovské formy v generaci B1 — totiz orientalni i siamska
kotata (Rihova, 1999).

Pravidlo volné kombinovatelnosti vloh. Lisi-li se rodi¢e od sebe dvéma nebo vice
pary vloh, dédi se pfi kiizeni tyto jednotlivé pary vloh zcela nezavisle na sobé&, tzn., ze alely
gend od otce a matky se volné kombinuji. Toto pravidlo doplnil Morgan v tom smyslu, Ze
plati jen tehdy, kdyz je kazdy pér vloh na jiném chromozému. Tim je vysvétlena moznost
vzniku velkého mnozstvi kombinaci u potomstva. U kocek je z genetického hlediska
nejzajimave)si predevsim typ, délka a barva srsti, ktera je podminéna geny velkého ucinku,
jejichz projevy se tidi Mendelovymi pravidly (Vatejcko, 1984). Toto pravidlo miizeme dobie
ukézat na pafeni dvou cernych orientdlnich kocek, které jsou heterozygotni jednak pro
barevné fedéni (d), jednak pro siamské zbarveni (c°). Rodice se tedy 1isi ve dvou parech vloh
(Cc°Dd) — jedna se zde o bifaktorialni dédi¢nost. Vysledkem paieni téchto zvifat je staly,

neménny S$tépny pomeér potomkd (ktery se vSak projevi jen pii dostatecném poctu
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odchovanych zvifat): 9 €ernych orientdlnich potomki, 3 modfi orientdlni potomci, 3 Cerni

siam§ti potomci a jeden modry siamsky potomek (Rihova, 1999).

3.5.2 Znamé lokusy Fidici barvu srsti a lokalizované na autozomech

Lokus A

Oznaceni aguti je obecné oznaceni pro barvu ptivodnich nebo divokych typli mnoha
zvitecich druht. Gen, ktery je zodpovédny za regulaci distribuce tmavého pigmentu
(eumelaninu) se nazyva ASIP (agouti signaling protein). Aguti alela je oznacovana A, tato
alela je dominantni. Aguti zbarveni se projevuje stfiddnim tmavych a svétlych pruhli u

jednotlivych chlupt — ticking. Genotypy AA nebo Aa umoziuji projev kresby na srsti kocky.

Dominantni alela A podmifiuje nestejnomérnou pigmentaci chlupt — ticking, takze se
na nich tvofi v pribéhu délky useky svétlejsi a tmavsi. V nékterych piipadech jsou tmavé jen

$picky chlupi. Je v interakci s alelami genu T2, T°, T a t® (Vaiejcko, 1984).

Recesivni alela a podminiuje jednotné zbarveni srsti bez kresby nebo tickingu. Tento
gen je recesivné epistaticky vii¢i alelam gentt T, T°, T" a t° (Vatejcko, 1984). Diky absenci
zbarveni aguti se kresba srsti ztrati a cela kocka ma jednobarevné, neboli plné zbarveni, které
se také oznacuje jako self nebo solid colour. U plemen kocek se plné zbarveni vyskytuje
velmi Casto, u nékterych plemen je také jedinym uznanym (ruskda modra a podobné). Podle
pfitomnosti dalSich genii pro zbarveni muze jit o variety Cernou, cokoladovou, modrou,

skoticovou a dalsi (Rihova, 1999).

Lokus T

Za pripadnou piftomnost kresby zodpovida T lokus (alelicka série T® >T° >T™ > t°)
(Eizirik et al., 2003). Na obrazku 1, ktery je pfevzaty z prace Lyons et al. (2006), jsou

uvedeny typické fenotypy kocek s riiznymi alelickymi kombinacemi lokusu T.
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Obréazek 1: Razné typy tabby kresby (a - habe$ska, b — tygrovand, ¢ — mramorovana) —
upraveno podle Lyons et al. (2006)

Se zbarvenim aguti se setkdvame u fady plemen, at’ jiz v kombinaci s nékterou
z kreseb, nebo jako se samostatnou barevnou varietou jako u mainské myvali ko¢ky, norské
lesni kocky, turecké angory a sibifské ko¢ky (Rihova, 1999). Problematiku vyskytu
jednotlivych typtt kreseb odpovidajici aguti zbarveni u populacich kocky divoké
pochazejicich z Evropy a Sardinie studovali Ragni a Possenti (1996). Ve svych
experimentech se zaméfili zejména na hodnoceni variability zbarveni srsti na hlave, v oblasti
lopatek, hibetu, boki a ocasu. Zjistili, ze existuje variabilita v typu aguti kresby nejen mezi
domestikovanymi kockami, ale rovnéz i v populaci divokych kocek. Molekuldrni podstata

vzniku aguti zbarveni byla popséna v piedchazejici kapitole 3.4.2.
Kresby srsti — tabby variety

Pod ndzvem tabby se rozuméji obecné rizné typy kresby srsti u koc¢ek. Slovo pochazi
od bagdadské ctvrti Al Attabiya, kde se vyrdbély zvlastni, ménivé latky, které ziejmée
piedpokladaji, e dominantni alela T? je zodpovédna za vytvaieni tmavych pruht na hlave,
konéetinach, ocasu, ale nikoliv na trupu. Dominantni alela T" je zodpovédna za pruhované
zbarveni hlavy, koncetin, trupu i ocasu. Recesivni alela t* ¥di vznik pruht na hlave,
koncetinach a ocasu a soucasné se podili na vytvafeni tmavé kruhovité kresby na trupu
(Lyons et al., 2006). Podminkou vzniku kreseb srsti je pfitomnost alely A- a zaroven vlohy

pro nékterou z kreseb. V soucasné dobé se rozlisuji Ctyii typy kreseb:

HabeSska kresba (ticked tabby) je typicka vyraznym tickingem, dobfe viditelnym na
celé srsti. Na téle tuto kresbu tvoii pravé pouze ticking, zadné obrazce netvofi. Na

koncetinach a ocase vSak najdeme pruhovani, na bfiSe tecky. Po hibeté probiha tmavy pruh az
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ke $piéce ocasu ((thofi pruh). Tuto kresbu zpiisobuje alela T%, kter4 je dominantni nad vSemi
ostatnimi typy kreseb u kocek. Lyons et al. (2006) piedpokladaji, Ze homozygoti T* T% maji
vyrazné intenzivnéjsi pruhovani koncetin a mohou byt tudiz odliSeni od heterozygotii. Lyons
et al. (2006) vyslovili hypotézu, Zze mezi alelou T* a T™ a alelou T? a t” mize existovat vztah
kodominance. Autofi piedpokladaji, Zze heterozygotni genotypy je mozné rozlisit na zdkladé
zbarveni koncetin. Soucasné vSak uvadéji, Ze exprese téchto alel u heterozygotl je znacné
variabilni a rozliSeni téchto alelickych variaci je velmi obtizné. Tuto kresbu najdeme jen u
nékolika plemen kocek, uznana je u orientalnich kocek, habesskych a somalskych kocek, kde
je jedinou uznanou kresbou. U téchto dvou plemen byla kresba selekci proslechténa tak, ze

kromé tickingu a uhotiho pruhu nemaji absolutn¢ Zadnou jinou kresbu ani pruhy.

Tygrovana kresba (mackerel tabby) je podminéna piitomnosti alely T™ (Lyons et al.,
2006). Je to puvodni, nejstarsi typ kresby, z niz se mutacemi vyvinuly kresby ostatni. Shodny
typ kresby ma kocka divoka (Felis silvestris Schreber, 1777). Tento typ aguti kresby Ragni a
Possenti (1996) identifikovali jako nejcastéjsi v populaci evropskych divokych kocek. Pro
tygrovanou kresbu jsou charakteristické vertikalné probihajici pruhy smérem od patete
k bfichu. Na hlavé je jemna kresba ve tvaru scarabea, na koncetinach a ocase jsou rovnéz
pruhy. Vloha T™ je dominantni nad vlohou t” pro mramorované zbarveni. Lyons et al. (2006)
zjistli, ze heterozygoti T™ t° se odlisuji od homozygotd T™ T™ typem tygrované kresby. U
heterozygoti je tygrovani Casto pferuSeno nebo tvofeno oddélenymi skvrnami. Tygrovand
kresba je u plemen kocek i kocek domacich velmi Castym zbarvenim (dobie znama pod

lidovym nazvem ,,mourek®).

Mramorovana Kkresba (blotched tabby, classic tabby) je tvofena ovalnymi skvrnami
po obou stranach téla a ,,motylovitym* obrazcem na lopatkach. Kresbu na lopatkach povazuji
za vyznamny znak variability ve zbarveni domacich i1 divokych kocek rovnéz Ragni a
Possenti (1996). Ve svych analyzach zjistili, Ze tato motylovita kresba je charakteristicka
pouze pro domestikované domaci kocky. Typickd mramorovand kresba nebyla vyse
citovanymi autory zjiSténa u zadné divoké kocky evropského ani sardinského plvodu. Na
konCetinach a ocase jsou pruhy, ale §irSi nez u piedeslé kresby. Mramorovani podminuje
recesivni vloha t°, tato kresba se tudiz miize projevit u recesivnich homozygoti (Lyons et al.,

2006). Mramorovanou kresbu nalezneme u vétSiny chovanych plemen.

Teckovana kresba (spotted tabby) je typickd piitomnosti kulatych nebo ovélnych
teCek na téle. Na koncetinach byvaji nékdy také tecky, ale spiSe se setkavame s pruhy,

pruhovany je také ocas. Na dédi¢nost tohoto typu kresby se nazory genetikli rlizni. Jedna
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teorie pravi, ze ji podminuje nezavisly gen pro teckovani a zptisobuje rozpad tygrované nebo
mramorované kresby, jina hovofi o dalSich genech na jinych lokusech, které maji tuto kresbu
zpusobovat, dalsi o tom, Ze se jednd o heterozygotni stav alel A- a T. Naptiklad Eizirik et al.
(2010) uvadgji, Ze tetkovana kresba je fizend alelou T°, ktera se nachazi jako druha
nejdominantngj$i alela alelické série lokusu T. Eizirik et al. (2010) se domnivaji, Ze se zfejmée
nejedna o alelickou variantu vykazujici jednoduchou mendelistickou dédi¢nost. Navzdory
neobjasnéné dédicné podstaté to je nejoblibenéjsi typ kresby, v niz se chova velmi mnoho

plemen, pro néktera je to dokonce jedind barevna varieta (egypstska mau, ocicat) (Rihova,
1999).

Lokus B

Lokus B ovliviluje c¢erné zbarveni a zbarveni od cerné barvy odvozena. Na tomto
lokusu byly popsany alely pro Sernou (B), okoladovou (b) a skoficovou barvu (b'). Za
hnédé zbarveni srsti odpovidaji varianty v TYRP1 genu (tyrosinase-related protein 1) (Lyons
et al., 2005). Alela B je pivodni (wild type) a podminiuje tmavé zbarveni. Alely genu B jsou
sestupné dominantni: tedy B je dominantni nad geny b a b, b je dominantni nad b Jinymi
slovy, abychom ziskali ko¢ku s ¢okolddovym zbarvenim, musime spolu pafit rodice, ktefi oba
nesou alespon jednu alelu b — vysledny jedinec pak muze mit genotyp bb a je ¢okoladovy
(Schmidt-Kiintzel et al., 2005).

Zbarveni ¢erné, ¢okoladové a skoricové

Podstatou odlisnych barev srsti kocek je rizné mnozstvi, tvar a také rizné rozmisténi
pigmentovych zrnek v jednotlivych chlupech. Cast gent, které podminuji zbarveni srsti, leZi

na lokusu B, a to geny pro zbarveni ¢erné, cokoladové a skoficové.

Cerné zbarveni je jedno z nejfrekventovangjsich zbarveni, se kterym se u plemen
kocek setkdvame. Recesivni, mutovany gen b pak zpiisobuje zbarveni ¢okolddové (hnédé,
brown). Stimto zbarvenim se setkavame podstatné méné casto. Nejpravdépodobnéjsim
puvodem tohoto mutovaného genu jsou kocky, dovezené v minulém stoleti z Dalného
vychodu (siamky a barmské kocky) a diky mnoha kiizenim se tento gen dostal zdmérné¢ do
genotypti mnoha plemen dalSich. Protoze se nevyskytoval v pfirozenych populacich naptiklad

plemene evropského, sibifského ¢i mainského myvaliho, tato plemena se v ném chovat

vvvvv
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Dalsim recesivnim genem tohoto lokusu je gen b, pro skoticové, neboli svétle hnédé
zbarveni (brown light). Obcas se v literatuie setkavame také s ndzvem sorrel nebo Cervena
nezavisla na pohlavi (non sex linked red). Gen b’ je recesivni jak vici genu B, tak vici genu
b. Vyskytuje se u né¢kolika plemen, jako jsou habesské a somalské kocky, orientdlni kocky a
rexové. Ze viech gendl této skupiny je nejméné frekventovany (Rihova, 1999). Vysledné

zbarveni srsti zpisobené jednotlivymi alelami genu B je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4:  Vliv alel genu B na zbarveni srsti

Alela Zbarveni

B ¢erné zbarveni

b hnédé (¢okoladové) u siamskych koéek hnéda nebo ¢okoladova barva odznaku
bl svétle hnédé, skoficové zbarveni

Lokus C

Alely lokusu C patif do tzv. albinotické série: C (full color) > c” (burmese) =
c’(siamese) > ¢ (complete albido). Gen TYR koéduje enzym tyrosindzu, ktery je nezbytny pro
produkci melaninu. V tomto genu byly identifikovany mutace zodpovédné za produkci
pigmentt vytvaiejici zbarveni typické pro siamské a barmské kocky (Schmidt-Kiintzel et al.,
2005).

Barmské zesvétleni

Vloha pro toto zbarveni (cb) zplisobuje nejmensi Ubytek pigmentu ze vSech alel této
skupiny. Plsobi jednak celkové zesvétleni srsti, jednak piitomnost nepiili§ kontrastnich
odznakt (maska, usi, koncetiny a ocas jsou jen o malo tmavsi nez télo). Vlivem této vlohy je
barva oci téchto kocek jantarova az Zlutd. Toto zbarveni je typické pro barmské kocky, které
se mohou vyskytovat nejen ve variet¢ hnédé (ta je ovSem geneticky Cernd), ale i v fadé
zbarveni dalSich, které zpiisobuje pfitomnost jiZ vySe jmenovanych genl pro rizna zbarveni.
Alela ¢ je recesivni vii¢i alele C, ale netplné dominantni viiéi alele ¢® pro siamské zbarventi,
coZ predstavuje typ intermedidlni dédi¢nosti. Kromé barmskych kocek se barmské zesvétleni
vyskytuje pouze u kodek bengalskych ve varieté sépiové a u kocek plemene rex (Rihova,
1999).
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Siamské zesvétleni

Toto zbarveni je charakterizovano modrou barvou o€i a znacnym kontrastem mezi
barvou odznakt a té¢la. Také tato alela zpisobuje 1 celkové zesvétleni srsti véetné zesvétleni
barvy odznaki, a tak kocka s Cernymi odznaky neexistuje — jeji odznaky jsou tmave hnédé.
Alela c® byla ¢asto chovateli zdmérn& vnasena do genotypu mnoha plemen, aby se tak
roz§itila paleta barevnych variet. Dnes se s ni setkdme kromé siamek i1 u kocek perskych a
exotickych, britskych, birem, ragdolii, a vSech typu rex, a dokonce i u bengalskych kocek.
Typickou vlastnosti srsti s akromelanickymi odznaky je jeji reakce na chlad. Kocky
s odznaky, chované v chladném prostfedi, vyrazné ztmavnou. Po pfemisténi do teplejsi oblasti

a samoziejmé po pielinani opét zesvétli (Rihova, 1999).
Tonkinské zesvétleni

Toto zesvétleni je charakteristické tim, Ze je pfesné uprostied mezi siamskymi a
barmskymi odznaky. Podileji se na ném jak gen c pro barmské zesvétleni, tak gen c® pro

® nad genem c°.

siamské zesvétleni, mezi nimiZ panuje vztah nelplné dominance genu c
V disledku toho se oba geny projevi stejnou meérou. Zbarveni oci je tyrkysové barvy.

Plemeno tonkinskych ko&ek nelze chovat ¢istokrevné (Rihova, 1999).
Kompletni albinismus

Je podminén alelou c¢?. Tyto kotky maji vodové modré o¢i, jsou sporadické a uznavaji
je pouze v ojedinélych chovatelskych klubech v USA, a to v orientalnim typu. O existenci
gervenookych albind (gen c¢) mezi ko¢kami neexistuji dolozené materialy (Rihova, 1999).

Vysledné zbarveni srsti fizené alelami genu C je uvedeno v tabulce 5.

Tabulka 5:  Vliv alel genu C na zbarveni srsti

Alela Zbarveni
C plné zbarveni (bez masky)
o barmska depigmentace, podmiiiuje zbarveni barmskych kocek, které maji hlavu, koncetiny

a ocas nepatrné tmavsi nez télo

c siamska depigmentace, podminuje akromelanické zbarveni terminalnich, pfesné
vymezenych oblasti téla, typické pro siamské kocky

o modrooky albinismus

c kompletni albinismus, podmiiiuje bilé zbarveni a je tfeba jej odliSovat od genu W,

podmifiujiciho dominantni bilou barvu. Uplni albini maji nejen bilou srst, ale také

¢ervenou barvu o¢i
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Lokus D

Gen zodpovédny za tzv. fedéni barvy (dilution) se nazyva MLPH (Melanophilin). U
kocek se ziedénym zbarvenim byla prokazana delece 1 bp v genu MLPH (Ishida et al. 2006).
Cerna barva je fedéna na $edivou (mezi chovateli je ustalen termin - modra barva). Néktera
plemena jsou chovana pouze v této barve, napi. kartouzska, ruska modré, korat, Chartreux.
Tyto kocky nesou d/d genotyp lokusu D (Dilution). Fenotypovy projev fedéni barvy je dédén
autozomaln¢ recesivné; fedéni barvy se projevi pouze u jedinct s genotypem d/d. Pivodni
wild type D-alela (non-dilution allele) je alela bez dele¢ni mutace; vyskytuje napf. u plemen
egyptské mau, kocCky britské modré, kartouzské a ruské modré (Ishida et al., 2006). Se
zfedénymi barvami se setkdvame u plemen kocek velmi Casto. Nejcastéjsi je zbarveni modreé,
nejvzacnéjsi pak je zbarveni plavé, které mizeme vidét napiiklad u habeSskych, somalskych

nebo orientalnich ko¢ek (Rihova, 1999).

Gen d v konfiguraci dd ptsobi na ostatni geny, urCujici zbarveni srsti. V tabulce 6 je

uvedeno, jaké je plisobeni genotypu dd na zékladni barvu srsti.

Tabulka 6:  Pusobeni genotypu dd na zakladni barvu srsti

zakladni barva redéna barva

¢ernd (BBDD) modra (aadd)

¢okoladova (bbDD) lilova (bbdd)

skoficova (b' b'DD) plava (b' b'dd)

gervena (O*DD) krémova (0*dd)

Lokus |

Gen | — inhibitor, ma dominantni charakter, vyznacuje se vSak netiplnou penetraci, coz
znamend, ze se neprojevi u vSech jeho nositeld tak, jak se normalné¢ dominantni geny
projevuji. Tato vlastnost genu inhibitoru zpusobuje chovatelim casto problémy, nebot
sttibfitost neni vZdy dokonale vyjadiena a barva byva n¢kdy ponékud nazloutla. V disledku
toho se tato cast chlupu jevi jako zariva, stribfité bila. Vzdy se jedna o tu ¢ast chlupu, ktera je

nejblize klizi. Vliv alel genu I na zbarveni srsti ko¢ek znazoriuje tabulka 7.
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Tabulka 7:  Vliv genotypu I, li a ii na zbarveni srsti

Genotyp | Zbarveni

1 inhibice tvorby pigmentu v ¢asti chlupu, ,,stiibtité* zbarveni srsti

li inhibice tvorby pigmentu v ¢asti chlupu ,,zlaté“zbarveni srsti

ii pigmentace po celé délce chlupu

Kouiové ko¢ky jsou ve své podstaté plnobarevné koc¢ky (non aguti — aa), kde gen
inhibitor zptusobuje stiibfité zbarveni asi 1/3 chlupu od jeho nasazeni. Zbyla ¢ast chlupu je
pak ¢ernd, nebo jinak zbarvend, podle pfitomnosti vloh pro riizna zbarveni a pfipadné i fedici

viohy.

Stribiité kocky s kresbou (silver tabby) maji kresbu srsti umisténou na stiibfité bilé

zékladni barve, ktera vznikla pisobenim genu | na oblast aguti.

Kocky s tipingem — ¢indily a sti'ibrité stinované ko¢ky — tyto variety vznikly selekci
z kocek silver tabby, kde bylo docileno takového podilu stiibfité barvy, ze kresba prestala byt
patrna a zistaly z ni jen zbarvené konecky chlupt. U kocek typu ¢inéila je zbarvena jen 1/8
délky chlupu, u ko¢ek typu shaded (stinovanych) je zbarvena asi jen 1/3 délky chlupu. Pokud
je gen | ptitomen u kocek Cervené barvy, nazyvaji se tyto variety kameo (zavojové kameo a

stinované kameo).

Gen inhibitor vSak miize byt vnesen do kteréhokoli zbarveni a tak se mizeme setkat
napiiklad s modrymi €in¢ilami, cokoladoveé koufovymi koc¢kami, nebo dokonce s ko¢kami se
sttibfitymi odznaky — silver point a mnoha dal§imi. Ve sttibfitych zbarvenich se chova mnoho

v

plemen, nejznamé;jsi jsou vSak u perskych kocek.

Stiibfita zvitata nemusi byt vZdy homozygotni pro gen inhibitor (II), ale mohou byt
heterozygotni pro tuto vlohu (Ii). Tato zvifata se oznacuji jako zlaté ¢incily a zlaté stinované.
Zlaté kocky se chovaji predevsim v perském plemeni, vzacnéji 1 u exotickych, piipadné

britskych koc¢ek (Rihova, 1999).

Problematice genetiky sttibfitého zbarveni srsti kocky domaci se vénovali na tirovni
molekularni genetiky Menotti-Raymond et al. (2009). Ve své praci tento gen oznacili jako
gen SILVER, ptedpokladaji, Ze se rovnéz jedna o supresor potlacujici tvorbu melaninu.

Typické oranzovozluté pruhovani chlupt u divoké kocky je v piipad€ nositeld genu SILVER
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vyrazné potlacené, tyto ¢asti chlupi jsou pak témét bilé respektive bezbarvé. Eumelanické
zbarveni se nachazi pouze v koncové ¢asti kazdého chlupu. Na obrazku 2 je zndzornén
typicky rozdil mezi kockou divokou a stfibfité zbarvenou kockou doméci. Rozdily mezi
zbarvenim jednotlivych chlupti u kocky domaci se stiibfitym a koufovym zbarvenim a divoce
zbarvené aguti kocky je zndzornéno na obrazku 3. Oba obrazky jsou upraveny podle prace

Menotti-Raymond et al. (2009).

Obrazek 2:  Stiibfité zbarveni plemene ocicat (A) a divoké zbarveni kocky divoké (Felis

silvestris lybica) (B) — upraveno podle Menotti-Raymond et al. (2009)

Obrazek 3:  detail chlupti ko¢ky s stiibfitym (A), koufovym (B) a aguti zbarvenim (C) —
upraveno podle Menotti-Raymond et al. (2009)
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Zhou et al. (1994) identifikovali u mysi protein, ktery byl zodpovédny za tvorbu
melanosomu v ranych fazich vyvoje chlupu. Gen kédujici tento protein byl oznafen jako
PMELL17. Menotti-Raymond et al. (2009) piedpokladaji, Ze rovnéz u ko¢ky domaci je mutace
tohoto genu zodpovédna za vznik stiibfitého respektive koutového zbarveni srsti. Tito autofi
identifikovali pozici tohoto genu na chromozéomu D2. Potvrdili rovnéz typickou autozomalni

dédi¢nost dominantni mutace tohoto genu vedouci ke stfibfitému zbarveni.

Lokus S

Bilou skvrnitost zpisobuje gen S, u kterého se setkdvdme s neplnou dominanci.
Vzajemny pomér bilé a nebilé barvy srsti se vzhledem k celkovému povrchu téla miiZze zna¢né
lisit. Velikost téchto ploch je fizena jinymi geny. U usSlechtilych plemen kocek podmiiiuje
tento gen bilé¢ zbarveni u dvojbarevnych kocek (bikolor) a u kocek Zelvovinovych s bilou

(trojbarevnych) (Varejcko, 1984).

Chovatelé rozeznavaji tii typy bilé skvrnitosti. Jejich charakteristika je uvedena

v tabulce 8.

Tabulka 8:  Charakteristika riiznych typt bilé skvrnitosti srsti u ko¢ek

Typ Charakteristika
. Bila jedna tfetina az polovina téla, zbytek je zbarven nékterou
IKOlIor
Z jinych moznych barev.
harlekyn Bila barva zaujima dvé tfetiny az tfi Ctvrtiny plochy srsti.
Bila je v naprosté pfevaze a jsou zachovany jen ostrivky barvy.
van Barva musi byt na hlavé a zbarveny je také cely ocas. Toleruji se
jen tfi dal$i malé skvrny na téle.

v

Nejprecizngjsi je standard u birem, kde se pozaduje zcela piesné rozmisténi bilych
skvrn na nohdach, coz z tohoto plemene déla chovatelsky ofisek. Dalsi plemeno s relativné
tvrdym standardem pro toto zbarveni je ragdol. Nejvolngjsi standard pro bile skvrnité kocky
maji takzvana ptirodni plemena kocek — mainské myvali, norské lesni, turecké angory a

sibitské kocky. U nich je povolen jakykoli podil bilé barvy (Rihova, 1999).
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Lokus W

Bile zbarvené kocky se vyskytuji u mnoha plemen. Nejedna se o albiny, jak by se na
prvni pohled mohlo zdat. Jejich bilé zbarveni zptsobuje dominatni alela W, kterd ptlisobi
epistaticky na geny pro vSechna ostatni zbarveni. Bil¢ koc¢ky mohou mit modré nebo oranzové
o¢i, vzacné 1 zelené oci. Bilé zejména modrooké kocky jsou znadmy tim, Ze se u nich
vyskytuje hluchota. ProtoZze se jedna o dédi€nou poruchu, tyto kocky nelze pouzivat

k dalsimu chovu (Rihova, 1999).

3.5.3 Znamé lokusy Fidici barvu srsti a lokalizované na gonozomu X

Lokus O

Gen O — pro oranzové (Cervené) zbarveni je lokalizovan na pohlavnim chromozomu
X, a proto je toto zbarveni vdzano na pohlavi (Varejcko, 1984). Dalsi jeho vlastnosti je, ze
pusobi epistaticky na ostatni geny pro zbarveni (krom¢ bilého), to znamend na geny jiného

lokusu a ,,maskuje* jejich pfitomnost.

Li3i se také funkce genu O u rizného pohlavi. U kocourl s genotypem XY staci jedna
dominatni alela genu O pro Cervené zbarveni a kocour ma cervenou srst (XOY). U kocek
s genotypem XX viak pritomnost pouze jedné dominantni alely genu O tedy X°X zpiisobuje
zbarveni Zelvovinové, které sestava z nepravidelné se stiidajicich ¢ervenych a ¢ernych skvrn.
Aby kocka byla ¢ervena, je nutna piitomnost dvou dominantnich alel genu O, tedy na obou X

chromozomech X°X°.

Z toho plyne nékolik zdvaznych faktli pro chovatele. Zelvovinovi kocoufi by tedy
prakticky neméli existovat. Obcas se vSak né&jaky takovy kocour narodi. Byva slabsi
konstituce (ma koci¢i vyraz) a je neplodny — jedna se u n¢j o chromozomovy defekt — kocour
ma jeden X chromozoém navic a jeho genotyp je XOXY. Ale protoZe v piirodé nic neplati
absolutné, vzacné se vyskytne 1 plodny Zelvovinovy kocour normalni konstituce. Tyto ptipady
jsou vsak tak vzacné, Ze nemame velkou Sanci se s takovym kocourem setkat. Genotyp a
podstata téchto plodnych Zelvovinovych kocourti doposud nebyla zcela objasnéna (Rihova,

1999).

Cervené zbarveni je zajimavé, ale také chovatelsky obtizné jesté z dalsich daivodii. Ne
vSechny kocky maji stejné syty odstin barvy. Zname kocky svétle Cervené i mahagonove

¢ervené a mnoho dalSich odstint, které¢ lezi mezi témito extrémy. Odstin Cervené barvy
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ovlada skupina polygent — genl modifikatort, které 1ze ovlivnit pouze omezené, a to pomoci
selekce. Tento jev, provazejici Cervenou barvu, se nazyva rufismus. V piipad¢ Cervené barvy
se dale nedostatecné uplatiuje vliv homozygotni konfigurace genu pro nonaguti (aa), ktera
zpusobuje jednobarevnost srsti. V dusledku toho maji vSechna Cervena a krémova zvirata
men$i nebo veétsi naznaky kresby v srsti (stinovana kresba — ghostmarking). Dokonale
stejnomémé &ervené zvite muzeme tedy klidné zatadit mezi nedostizné idealy. Redénou
formou barvy Cervené je krémova, pro niz plati vSechny informace, uvedené u ¢ervené barvy.

Je zptisobena ptitomnosti alelického paru dd v genotypu &erveného zvitete (Rihova, 1999).

Problematice heterozygotni kombinace alel v lokusu O (Oo) se u kocek vénovali
rovnéZ Schmidt-Kiintzel (2009). Tito autofi u heterozygoti rozliSuji dvé odliSné zbarveni.
Prvnim zbarvenim je oznaceno jako Zelvovinové, které je charakteristické drobnou ¢ervenou
skvrnitosti. Druhy typ zbarveni heterozygoti tito autoii oznacuji jako calico, pro které je
charakteristickd mozaikova skvrnitost tvofend velkymi skvrnami cervené barvy. Na
nasledujicim obrazku, ktery je ptfevzaty z prace Schmidt-Kiintzel (2009), je patrny vliv
piitomnosti dominantni alely lokusu A (aguti) na vysledné zbarveni heterozygotnich jedinct

Oo.

Obrazek 4:  Vliv aguti a plného ¢erného zbarveni na projev heterozygotni kombinace alel
Oo — a) ¢ervené zbarveni, b) aguti Zelvovinové zbarveni, ¢) ¢erné Zelvovinové

zbarveni — upraveno podle Schmidt-Kiintzel et al. (2009)

3%} b

1

i ‘\ 3
0/0, a/a O/o, A/A O/o, a/a
0/Y, a/a O/o, A/a

3.5.4 Interakce mezi geny Fidici zbarveni srsti

Bakalafska prace je zaméfena na hodnoceni aguti zbarveni, plného zbarveni,
cerveného zbarveni a zelvovinového zbarveni. Z tohoto divodu se v této kapitole zaméfim

pouze na popis interakci mezi lokusem A (aguti) a lokusem O. Problematiku této interakce
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objasnili na molekularni Grovni Schmidl-Kiintzel et al. (2009). Tito autofi prokazali, ze
existuje dominantn¢ epistaticky vztah mezi dominantni alelou O a dominantni alelou A. Tento

epistaticky efekt je charakterizovan v nasledujici tabulce.

Tabulka 9:  Interakce mezi lokusy A a O u kocky domaci

Pohlavi |Gen O |Gen A | Zbarveni
00 AA cervené
6]0) Aa cervené
00 aa cervené
Oo AA aguti zelvovinova (calico)
kocka |Oo Aa aguti zelvovinova (calico)
Oo aa ¢ern¢ zelvovinova (calico)
00 AA aguti - tabby (habesska, tygrovana, mramorovana, teckovana)
00 Aa aguti - tabby (habesska, tygrovana, mramorovana, teckovana)
00 aa ¢erné plné zbarveni
O- AA cervené
O- Aa cervené
O- aa cervené
kocour
0- AA aguti - tabby (habesska, tygrovana, mramorovana, teckovana)
o- Aa aguti - tabby (habesska, tygrovana, mramorovana, teckovana)
0- aa cerné plné zbarveni

3.6 Molekularni markery pouzitelné pro studium polymorfismu

geni zodpovédnych za zbarveni srsti

3.6.1 lzolace DNA

Pro uspé$nou aplikaci molekularnich markert je nezbytné ziskat vysokomolekularni
genomickou DNA s pozadovanou cistotou. Cilem bakalaiské prace nebyla optimalizace
1zola¢nich postupti, piesto se V této kapitole strucné¢ zminim o metodach izolace DNA vyse
citovanych autord, ktefi se rovnéz vénovali vyzkumu molekuldrni podstaty zbarveni srsti u
kocek. Pro izolaci DNA Menotti-Raymond et al. (2009) pouzili vzorky krve a pokoZzky, které
byly odebrany pii biopsii. Nékteré vzorky hodnocené vySe uvedenymi autory byly ziskany ze
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stérd bukalnich sliznic. Pro izolaci pouzili QIAamp DNA Blood Midi a Mini Kit (Qiagen).

Mnozstvi DNA tito autofi stanovovali fluorometricky.

Schmidt-Kiintzel et al. (2009) pouzili pro izolaci DNA kit DNeasy Blood and Tissue
Kit (Qiagen). Jako vychozi materidl pro své analyzy pouzili vzorky krve, které byly ziskany
na zdkladé spoluprace s veterinarnimi ordinacemi a chovateli kocek. Vzorky zvirat
pochazejici z Brazilie ptfedstavovaly stéry bukalnich sliznic, které byly izolovany vySe

uvedenym kitem.

Eizirik et al. (2010) pouzil jako vychozi material vzorky krve a vzorky fibroblasti.
Genomickda DNA hodnocenych zvitat byla izolovana rovnéz kitem QIAamp DNA Blood
Midi Kit (Qiagen).

3.6.2 Metoda PCR

PCR (polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce) je metoda pouzivana
k mnozeni (amplifikaci) urcité sekvence DNA Vv in vitro podminkach (Innis a Gelfand, 1990).
Pomoci této techniky mize byt rychle a selektivn¢ namnoZena konkrétni nukleotidova
sekvence obsazena v jakékoliv DNA. Polymerazova fetézova reakce je v dnesSni dob¢ Siroce
pouzivana, napiiklad v diagnostice pii analyze genetickych chorob nebo pro namnozeni
jakéhokoliv genu z malého vzorku DNA (Alberts et al., 1998). Objevitelem PCR byl
americky biochemik Kary Mullis, ktery za tento objev ziskal v roce 1993 Nobelovu cenu
(Griffin a Griffin, 1994).

Zakladni jednotkou PCR je jeden cyklus skladajici se ze tii casti: denaturace
templatové DNA, nasedani primert tzv. ,,annealing® a prodluzovani nové vznikajiciho fetézce

»elongace®. Tento cyklus mé obvykle 25 az 35 opakovani (Snustad a Simmons, 2009).
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Obrazek 5:  Amplifikace templatové DNA: 1 — denaturace, 2 — annealing 3 — elongace —
upraveno podle Vierstraete (2001)
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Jednotlivé faze PCR:

1. Denaturaéni faze

Principem denaturacni faze je zahtati roztoku DNA na teplotu pfiblizn¢ 94 — 95 °C a
¢imz dojde krozstépeni vodikovych mistkii a vzniku jednofetézcovych molekul DNA
(Watson et al., 1988). Substratem pro enzym DNA-polymerazu jsou jednofetézcové molekuly
DNA (Sambrook et al., 1989). Nejcastéji se pouziva denaturacni teplota 95 °C po dobu 30
sekund, avSak prvni denaturace v rdmci celého procesu PCR se doporuCuje prodlouzit na
dobu 2 — 5 minut pro zajiSténi uplné separace DNA. V piipadé Ze by doslo jen k ¢aste¢nému
oddéleni fetézctl, molekula DNA by se znovu reasociovala a tim by nemohlo dojit k navazani

primerd (Innis a Gelfand, 1990).

2. Annelaéni faze

Po denaturaci je reak¢ni roztok ochlazen na teplotu 55 — 70 °C a nasleduje pfipojeni
primerd na vlakno DNA na principu komplementarity dusikatych bazi. V reakéni smési je

dalezity nadbytek primerii, coz jsou kratké fragmenty jednofetézcové DNA, které maji
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priblizné 8 — 30 bazi s volnou hydroxylovou skupinou na 3' konci (Sambrook et al., 1989;
Innis a Gelfand, 1990).

3. Prodluzovaci faze

Zahtati templatové DNA s navazanymi primery na teplotu optimalni pro zahajeni
enzymatické reakce termostabilni DNA-polymerazy (obvykle 72 °C) umozni navazani
volnych nukleotidtrifosfati na zdkladé komplementarity s templatovou matrici do nové

vznikajiciho fetézce DNA (Sambrook et al., 1989, Innis a Gelfand, 1990).

V nasledujicim cyklu se produkty prvniho cyklu replikace denaturuji a po ptipojeni
primertt replikuji DNA-polymerazou, tento proces se mnohokrat opakuje, dokud neni

dosazeno pozadovaného stupné amplifikace (Snustad a Simmons, 2009).

3.6.3 Restrikéni Stépeni

Restrikéni endonukledzy byly objeveny pii vlozeni cizorodé DNA do bakterii.
Nejzajimavéjsi vlastnosti téchto nukleaz bylo, ze §tépily DNA jen v urcitych nukleotidovych
sekvencich. Vlastni DNA si bakterie pfed rozs§tépenim chranily chemickou modifikaci téchto
rozpoznavanych sekvenci. Restrikéni endonukledzy pouzivané v molekularni genetice
pochazeji prevazné z bakterii, a protoze jsou jimi rozpoznavand mista na DNA kratka
(obvykle 4-8 nukleotidovych pard), je vysoka pravdépodobnost, ze se tato mista vyskytnou
v kazdé delsi molekule DNA. Proto mohou byt tyto enzymy vyuzity pro analyzu DNA
z jakéhokoliv zdroje (Alberts, 1998). Enzymatické $t€peni DNA v jisté vzdalenosti od cilové
sekvence, kterd je rozezndvana enzymem, je charakteristické pro restrikéni endonukleazy I. a
1. typu. Oproti tomu restrikéni endonukledzy II. typu S$t€pi molekuly DNA uvnitf cilové
sekvence, takze jejich Stépici GcCinek je sekvencné specificky. V roce 1978 ziskali Arber,
Nathans a Smith za sviij vyzkum restrikénich endonukledz Nobelovu cenu za fyziologii a
medicinu. Do dnes$ni doby bylo purifikovano a charakterizovano ptes 400 raznych

restrikénich enzymt (Snustad a Simmons, 2009).

3.6.4 Mikrosatelitni markery

Mikrosatelitni DNA neboli mikrosatelity, pro které se nejcastéji pouzivaji zkratky SSR
(Simple Sequences Repeats) nebo STR (Short Tandem Repeats), jsou polymofni tandemové
repetice sekvenci dlouhych 1-6 part nukleotidi napt. (GA),, (GATA), (Snustad a Simmons,
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2009). Jejich polymorfismus je dan predevsim rozdilem v poctu opakovani zakladniho motivu
(Tautz, 1989). Mikrosatelity se vyskytuji nejvice v nekodujicich oblastech (Metzgar et al.,
2000) vSech eukaryotnich i1 prokaryotnich genomi (Field et Wills, 1998, Téth et al., 2000).
Dinukleotidové repetice nalézdme cCasto v intronech, zatimco trinukleotidové a

hexanukleotidové se vyskytuji i v exonech (Toth et al., 2000).
Mikrosatelity 1ze rozdé€lit podle opakujicich se sekvenci na n¢kolik typi:

e Uplné (dokonalé) mikrosatelity obsahuji jeden stale se opakujici nepieruseny motiv

(napi. CACACA),

e Neuplné (nedokonalé), kde je repetice preruSena jednou jinou bazi (napfi.

CTCTCTGTCTCT),

e Slozen¢ mikrosatelity ze dvou a vice pfiléhajicich mikrosateliti s odliSnym typem

repetice (napt. CACACATGTGTQG),

e Prerusované mikrosatelity obsahuji inzerce malého poctu bazi, které nenasleduji

strukturu repetice (napt. CACACATGCGCACACA) (Goldstein et Schlotterer, 1999).

3.6.5 Elektroforeticka separace DNA fragmentii

Gelova elektroforéza

Vykonnym nastrojem pro rozdélovani makromolekul s riznou velikosti a nabojem je
gelova elektroforéza. Molekuly DNA maji v podstaté stejny naboj na jednotku hmotnosti,
takZe se déli v agardzovych nebo polyakrylamidovych gelech témét vyhradné na zakladé své
velikosti nebo konformace (Snustad a Simmons, 2009). Po naneseni smési fragmenti DNA
do zldbku na jednom konci agardézového nebo polyakrylamidového gelu a po umisténi do
elektrického pole se DNA diky svému negativnimu naboji za¢ne pohybovat smérem ke
kladné elektrod¢ (Alberts, 1998). Agardézové a polyakrylamidové gely putsobi jako
molekularni sita, ktera zpomaluji prichod velkych molekul vice nez malych. Agarézové gely
jsou vhodnéjsi pro velké molekuly (nad nékolik set nukleotidl), zatimco polyakrylamidové
gely jsou lepsi pro rozdélovani malych molekul DNA (Snustad a Simmons, 2009). DNA vsak
neni mozno v agarosovém ani polyakrylamidovém gelu vidét. Je proto nutné ji néjakym
zpusobem obarvit nebo oznacit. Jednou z citlivych metod detekce je smichani DNA s latkou,

Ktera po navazani na DNA fluoreskuje v ultrafialovém svétle (Alberts, 1998).
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Kapilarni elektroforéza

Vysokouéinnou kapilarni elekroforézou (High-Performance Capillary Electrophoresis,
HPCE) rozumime celou fadu elektormigraénich separa¢nich metod realizovanych
V kapildrnim instrumentdlnim formatu (Lemos et al., 2001). Tyto metody vychazi
z elekroforetické pohyblivosti ¢astic, které jsou uréeny rychlosti pohybu nabitych castic
V kapalném prostfedi ve stejnosmérném elekrickém poli o jednotkové intenzit¢ (KasSicka,

1997).

Nejjednodussi elektromigracni metodou je zénova elekroféza, kde se jednotlivé ionty
odd¢luji ve stejnorodém prostiedi zakladniho nosného elekrolytu (vodniho roztoku), kterym
je naplnéna kiemenna kapilara a oba jeji konce jsou ponotfeny do elektrodovych nadobek
s timto roztokem. Kiemenna kapildra ma vnitini primér vétSinou 50 nebo 75 pm a délku 30
az 80 cm. Diky a¢innému odvodu tepla a miniaturizaci separacniho prostoru ma tato metoda
vysokou citlivost pfi vyborné G¢innosti i rychlosti separace. Po zavedeni vzorku do kapilary je
konec kapilary se vzorkem opét ponofen do elektrodové nddobky a k systému se pfipoji
stejnosmérné elektrické pole. Slozky vzorku se odd€luji na principu svych raznych
elekroforetickych pohyblivosti a odliSnou rychlosti migruji v kapilaie smérem k detektoru. Pti
zvolené vinové délce je v uréitém misté kapilary méfena absorpce zafeni pohybujiciho se
nosného elekrolytu a zén vzorkd urcenych k analyze (Kasicka, 1997). U fluorescencné
znacenych vzorkli po nasviceni laserem dojde k exicitaci fluoroforti a vysledny signal je
zaznamenavan fotodetektory (Ugaz a Christensen, 2007). Z elekroforegramu je ziskana
kvalitativni informace, ktera je dana ¢asem jeho ,,peaku®, a kvantitativni informace, ktera je
pfimo umérna vysce, respektive plose ,peaku”. Ob¢ informace jsou matematicky

porovnavany softwarem vzhledem ke hmotnostnimu standardu (Kasic¢ka, 1997).

U Kkapilarni gelové elekroforézy separace probihd v kapilafe naplnéné roztoky
polymert, které plisobi jako molekuldrni sito, kde se analyzované ¢astice rozdéli podle svych
riznych elektroforetickych pohyblivosti. Tato metoda ma velké spektrum vyuziti, mize
slouzit pro oddéleni biologickych makromolekul, jako jsou bilkoviny a fragmenty DNA, na
zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti. Dalsi moznosti, kde mizZzeme tuto metodu vyuzit je
napiiklad stanoveni sacharidi, vitaminu a barviv (Lemos et al., 2001; Ugaz a Christensen,
2007).
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3.6.6 Sekvenace DNA

Nase dnesni schopnost sekvenovat v podstaté jakoukoliv molekulu DNA je vysledkem
velky pokrok ptedstavovalo zdokonaleni metody gelové elektroforézy az do té miry, Ze
mohou byt rozdéleny fragmenty DNA lisici se o délku jednoho nukleotidu. Stejné tak dalezité
byly metody klonovani gent a kone¢né, vé€dci vynalezli dva rizné postupy, kterymi mohou

byt stanoveny nukleotidové sekvence DNA (Snustad a Simmons, 2009).

Prvni metoda, nazvana Maxamova-Gilbertova se jiz dlouho nepouziva. Druha metoda,
vyvinuta Frederickem Sangerem a kolegy, vyuziva in vitro syntézy DNA v pfitomnosti
radioaktivnich nukleotidii a specifickych termindtori fetézcli a vytvaii C¢tyfi soubory
radioaktivné znacenych fragmentt, z nichz kazdy je zakoncen A, G, C, respektive T (Snustad

a Simmons, 2009).

Sangerova metoda sekvenovani DNA je zavisla na vytvofeni souboru fragmentl
DNA, z nichz vSechny maji jediny spolecny zacatek (5'-konec sekvenacniho primeru). 3'-
konec primeru obsahuje volnou -OH skupinu, ktera je mistem prodluzovani fetézce DNA-
polymerazou. Jestlize je ke konci fetézce ptipojen 2°,3"-dideoxynukleotid, bude blokovano
nasledné prodluzovani tohoto fetézce, protoze 2°,3’-dideoxynukleotid nema 3°-OH skupinu.
Pti pouziti 27,3 -dideoxythymidintrifosfatu (ddTTP), 27,3 -dideoxycytidintrifosfatu (ddCTP),
2’,3’-dideoxyadenozintrifosfatu (ddATP) a 2’,3’-dideoxyguanozintrifosfatu (ddGTP) jako
terminatord ve Ctyfech oddé€lenych sekvenacnich reakcich budou vytvofeny Ctyfi soubory
fragmentti, kde kazdy soubor bude obsahovat fetézce, které jsou vzdy zakonceny stejnou bazi.
Tyto fragmenty se separuji polyakrylamidovou gelovou elektroforézou a jejich pozice se
Vv gelu deteku;ji autoradiografii. Nejkratsi fragment urazi nejvétsi vzdalenost a da vznik pruhu,
ktery lezi nejblize k anod¢. Kazdy nésledujici pruh obsahuje fetézce, které jsou o jeden
nukleotid del$i nez predchazejici. Kompletni nukleotidovd sekvence fetézce DNA se pak
stanovuje postupnym ¢tenim pruhil na gelu dle jejich pozice od anody (Snustad a Simmons,

2009).

V soucasnosti jsou vSechny vétsi sekvenace DNA provadény na automatickych
sekvenacnich pristrojich (sekvenatorech), které pouzivaji modifikovanou
dideoxyterminatorovou metodu popsanou vySe. Hlavnim rozdilem mezi metodou
sekvenovani na gelech umisténych mezi sklenénymi deskami a automatickym sekvenovanim

DNA je pouziti fluorescen¢nich barviv misto radioaktivnich izotopti pro detekci fetézci
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DNA. Dalsim rozdilem je -elektroforetickd separace produkti vSech ¢&tyf dideoxy-
terminatorovych reakci spole¢né v jedné draze gelu nebo kapilare. Tretim rozdilem je pouziti
fotobuniky k detekci fluorescence barviv pii jejich prichodu gelem nebo kapilarou a posledni
odlisnosti je piimy pfenos vystupu fotobuiikky do pocitace, ktery automaticky analyzuje,
zaznamenava a tiskne vysledky. Pfistroje pro automatické sekvenovani DNA mohou provadét
elektroforézu soucasné az v 96 kapilarach a nandseni vzorku, elektroforéza, sbér dat a jejich

analyza je pln¢€ automaticka (Snustad a Simmons, 2009).
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4. Metodika

4.1 Vybér hodnocenych zvirat

Pro vlastni experimenty byla vybrana kolekce zvifat s variabilnim zbarvenim srsti. Pro
analyzy bylo pouZito celkem 75 jedinct. Plemeno Britska koc¢ka (3 kocouti), kfiZzenci Britska
x Evropska kratkosrsta (1 kocour a 2 kocky), Evropska kratkosrsta (18 kocourt a 32 kocek),
Evropska kratkosrstd x Perskd (1 kocour a 1 kocka), Kartouzska (2 kocouti), Perska (8

kocourti a 5 kocek), Ragdoll (1 kocka) a Siamska (1 kocka).

Zvitata zatazena do plemene Evropska kratkosrsta predstavovala jedince bez prikazu
puvodu, kterd svym exteriérem odpovidala tomuto plemeni. Jednalo se o jedince vzniklych
Vv podstaté na zakladé nekontrolovaného chovu. Cistokrevna plemena odpovidala v naprosté
vétsSiné jedincim S pritkazem puvodu. Detailni piehled hodnocenych zvifat je uveden

v tabulce 21, ktera je soucasti vysledkové casti bakalaiské prace.

4.2 Hodnoceni zbarveni srsti

U vsech jedincti uvedenych v ptedchozi kapitole byl proveden popis zbarveni srsti
podle klasifikace FIFe (Fédération Internationale Féline, 2012). U zvitat s prikazem ptvodu
byly pouzity charakteristiky zbarveni z pritkazu ptivodu. Hodnocené barvy jednotlivych zvirat

jsou uvedeny v tabulce 21.

4.3 lzolace DNA

Vzorky DNA byly odebrany zbukalni sliznice kocek sterilnim cytologickym
kartaCkem firmy Lotus Global Co., Ltd., London. Aby nedoslo ke kontaminaci vzorku, musi
mit odbératel peclivé omyté ruce a zaroven kocka nesmi minimalné dveé hodiny pted odbérem
zrat. Po otevieni tlamicky kocky byl kartaek vsunut mezi jeji tvaf a ddsen a jemnymi
krouzivymi pohyby byla odebrana epitelialni vrstva bun€k. Po oschnuti karta¢ku na suchém
Cistém papite, byl kartd¢ek vlozen do oznafené obalky a nasledovalo uchovéani vzorku
zmrazenim pii -20 °C. Po celou dobu odbéru bylo s kartackem zachazeno asepticky. Postup
vlastni izolace byl provadén podle pokynil vyrobce kitu NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-

Nagel). Na obrazku 6 je znazornén postup odbéru bukalnich sliznic.
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Obrazek 6:  Odbér bukalnich sliznic pomoci cytologického kartacku u ko¢ky domaci

4.4 Stanoveni kvality a kvantity izolované DNA

Izolovana genomickda DNA byla zhlediska vysokomolekularity elektroforeticky
testovana v elektroforetické cele SubCell (BioRad). Pro tento test byl pouzit 1 % agardzovy
gel v 1x TBE pufru. SloZeni pufru je uvedeno v ptiloze bakalafské prace. Separace probihala
pii konstantnim napéti 120 V po dobu 60 minut pfi laboratorni teploté. Molekuly DNA byly
vizualizovany pomoci ethidiumbromidu. Elekroforeogramy byly archivovany pomoci

systému GelDoc (BioRad) s programem QuantityOne (BioRad).

Kvantita izolované DNA byla stanovena UV-spektrofotometricky s vyuzitim pfistroje
NanoPhotometer (Implen). Soucasn¢ bylo provedeno hodnoceni parametri A260/A280 a
A260/A230, podle kterych lze odhalit pfipadné kontaminace izolované¢ DNA rliznymi
organickymi latkami.

Izolovana genomickd DNA byla u vSech vzorkli nafedéna 1x TE pufrem na
koncentraci 7 ng . pl™. SloZeni pouzitych pufrii a roztoki je uvedeno v piiloze bakalarské

prace.
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4.5 PCR-RFLP marker genu ASIP

4.5.1 Navrzeni PCR-RFLP markeru genu ASIP

Pro navrzeni specifického kodominantniho PCR-RFLP markeru byly pouZity
informace z publikace Eizirik et al. (2003). Tito autofi pfedpokladaji, ze melanismus u
domaci kocky je zptisoben dinukleotidovou deleci v exonu 2 genu ASIP. Pro vétsi ndzornost

na nasledujicim obrazku uvadim pozici této mutace.

Obrazek 7: Pozice dinukleotidové delece v genu ASIP koc¢ky domaci — upraveno podle
Eizirik et al. (2003)

. ca. 138 kb .
ASIP coding exons 15.5 kb
l
1.65 kb 23 kb FCA708  FCA719  FCA7I8
M ... . AN ¥ . ¥
Exon 2: 170 bp —D\ - —
M N I L R L 1 L A L C L G [
Cat~-WrT GCCTTCRAGG ATG AAT ATC CTC CGC CTA CT CTG GCC ACC CTG CTG GTC TGC CIG TGC
Cat-Black .
‘ < [2
I T A | - E [ 1 [3
Cat-WT CTC CTC ACT GCC TAC AGT CAC CTG GCACCT GAG GAA ARA CCC AGA GAT GAC AGG RAA(
Cat-Black

Cat-WT TG AGG AGC A
Cat-Black

Pro vyhledani sekvence tohoto genu byla pouZita mezinarodni databaze sekvenci na
NCBI (National Center for Biotechnology Information). Databaze je volné pfistupna na
adrese http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Sekvence genu ASIP, kterou publikovali Eizirik et al.
(2003), ma oznaceni AY237394.1. Na nasledujicim obrazku je znazornéna cast genu ASIP

S vyznac¢enym mistem dinukleotidové delece typické pro melanistické domaci kocky.
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Obrazek 8:  Cast sekvence AY237394.1 ASIP genu kodky doméaci — upraveno podle NCBI

Felis catus agouti signaling protein (ASIP) gene, complete cds
GenBank: AY2373594 .1
LOCUS A¥237394 4399 bp DNA linear MAM 17-MAR-Z2003

DEFINITION Felis catus agouti sighaling protein (ASIP) gene, complete cds.
ACCESSION AY¥237394

VERSION AY¥237394.1 GI:29027413
KEYWORDS
SOURCE Felis catus (domestic cat)

ORGANISHM Felis catus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Maranalia; Eutheria; Laurasiatheria; Carnivora; Feliformia; Felidae:;
Felinae; Felis.
REFERENCE 1 (bases 1 to 4399)
AUTHORS Eizirik,E., Yuhki,N., Johnson,W.E., Menotti-Raymond,M., Hannah,3.5.
and O'Brien,5.J.
TITLE Molecular genetics and evolution of melanism in the cat family
JOURNAL Curr. Biol. 13 (5), 448-453 (2003)
PUBMED 12620197
REFERENCE 2 (bases 1 to 4399)
AUTHORS Eizirik,E., Yuhki,N., Johnson,W.E., Menotti-Raymond,M., Hannah,3.5.
and O'Brien,5.J.
TITLE Direct Suwmission
JOURNAL Submitted (14-FEB-2003) Laboratory of Genomic Diversity, National
Cancer Institute, Frederick, MD 21702, US4
FEATURES Location/Qualifiers
source 1. ../4399
/organism="Felis catus"
/mol_type="genomic DNA"
/isolate="Fca273"
/db_xref="taxon:3635"
/chromosome="43"

gene <13..>4399
/gene="ASIP"
mRNa join(<13..172,1824..1885,4214. .>4399)

/gene="ASIP"
/product="agouti signaling protein"

CD3 join(13..172,1824..1885,4214..4399)

""""""""" /gene="ASIP"
/oodon_start=1
/product="agouti signaling protein®
/protein_id="ﬁk062411.1"
/db_xref="GI:29027414"
/translation="MNILRLLLATLLVCLCLLTAYSHLAPEEKPRDDRNLRSNSSMNN
LDLSSVSIVALNKKSKKISRKE AEKKRSSKKKAS MKWV AQPRRPRPPPPAPCVATRDS
CKPPAPACCDPCASCQCRFFRSSCSCRVLNPTC"

exon <13..172 eXon  1524..1885 EX0N 4214, .>4399
/gene="ASIP" /gene="ASIP" /gene="ASIP"
/nuber=2 /nurdber=3 /nurdber=4
ORIGIN

1 aggcottoaa ggatgaatat cotocgocta ctoctggoca cootgotggt ctgoctgtgo
61 ctoccoctoacty cotacagtca cCotggraccot gaggasasac coagagatga caggaacctdg
121 aggagcaact cctdCatgaa catgttggat ctotocttotg totctattgt aggtaagtag
181 ccocagottga cocctggbot ctggactocy gtocatgaga aggggotgoa agatgtoaas
241 cgtgotococe gagotgatac caggattcac tgacataggt cagagotott togtgtaatco

V sekvenci AY237394.1 byla vybrana oblast exonu 2, ktera byla pouzita pro navrzeni
dvojice specifickych primerti ohraniCujicich ptedpokladanou kauzalni mutaci. Pro navrzeni

primert byl pouzit program Primer3 Input v.0.4.0 (Rozen a Skaletsky, 2000). Tento program
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je voln¢ k dispozici na internetové adrese http://frodo.wi.mit.edu/primer3/. Sekvence a

parametry navrzené dvojce primert jsou uvedeny na obrazku 9.

Obrazek 9:  Vystup programu Primer3 Input v.0.4.0 (Rozen a Skaletsky, 2000) pfi
navrhovani PCR-RFLP markerti genu ASIP

Primer3 Output

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start len tr g any 3' seq
LEFT PRIMER 4 21 59.58 52.38 4.00 1.00 aatatcctcocgoctactoctog
RIGHT PRIMER 153 23 57.26 43.48 4.00 0.00 agagacagaagagagatcoaaca

SEQUENCE SIZE: 159
INCLUDED REGION SIZE: 159

PRODUCT SIZE: 150, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: Z.00

1 Atgaatatcotocgoctactoctggocacooctgotggtotgoectgtgoctoctoactgoo
0 S S e S e S S 0

61 tacagtcacctggeacctgaggasaaaccocagagatgacaggaacctyaggageaactoo
121 tccatgaacatgttggatctotocttotgtoctotattgta
LLLLLLL L LK
KEYS (in order of precedence):

>>>>>> left primer
<<<<<< right primer

Mutovand a nemutovana alela se lisi deleci pouhych 2 bp, a proto neni mozné tuto
deleci identifikovat pomoci gelové agarézové elektroforézy. Z téchto divodd byl navrzen
PCR-RFLP marker zalozeny na specifickém restrikénim stépeni PCR produkt uvedeného na
obrazku 9. Vyhledani specifické restrikéni endonukleazy, ktera umozni jednoznacné odlisit
mutovanou a nemutovanou alelu PCR produktu ASIP genu bylo provedeno pomoci programu
Webcutter2.0 (Heimanem, 1997), ktery je volné¢ k dispozici na internetové adrese
http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/. Na obrazku 10 je uveden vystup programu Webcutter2.0
s enzymem Xcml, ktery stépi 150 bp PCR produkt nemutované alely na 2 fragmenty o
velikosti 126 bp a 24 bp. PCR produkt mutované alely o velikosti 148 bp neni timto enzymem

Stépen.
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Obrazek 10: Vystup programu Webcutter2.0 pii navrhovani PCR-RFLP markeru ASIP genu

ASIP-RFLP

150 base pairs

Graphic map | Table by enzyme nawe

aatatcctocgoctactoectggocaccotgotggtotgoctgtgectoctocactgectacagteacctggeacet base pairs
ttataggaggoggatgaggaccggtgggacgaccagacggacacggaggagtgacggatgteagtggacegtgga 1 to 75

XemI

gaggaaaaacccagagatgacaggaacctgagygageaactecfecatgaacatgitggatctotettetgtectet base pairs
ctoctttttgggictotactgtocttggactectogt tgaggaggtacttgtacaacctagagagaagacagaga 76 to 150

base pairs

151 to 150
Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites sequence
HerI 1 126 cocannnnn/ nnnntgg More info

Every enzyme analyzed cuts this sequence.
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4.5.2 Vlastni optimalizovany metodicky postup detekce kauzalni mutace

ASIP genu pomoci PCR-RFLP

Primery (ASIP-CAT-CZU-F: AATATCCTCCGCCTACTCCTG a ASIP-CAT-CZU-
R: AGAGACAGAAGAGAGATCCAACA) jejichz navhovani bylo popsano v piedchozi

kapitole, byly pouzity pro PCR amplifikaci, jejiz slozeni je uvedeno v nasledujici tabulce.

Tabulka 10: SloZeni PCR reakce pro amplifikaci ¢asti exonu 2 ASIP genu u ko¢ky domaci

Slozka Koncentrace
DNA 21ng.12,5 pl™
Tris-HCI 10 mM

MgCl, 2mM

KCI 50 mM
ASIP-CAT-CZU-F 0,4 uM
ASIP-CAT-CZU-R 0,4 uM
dNTP 200 uM

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

Taqg polymeraza (Fermentas) 0,7U.12,5ul™
Objem 12,5 ul

pH 8,3

Pro amplifikaci byl pouzit termocykler DNAEngine® Peltier Thermal Cycler

(BioRad). Profil amplifikace je uveden v nasledujici tabulce.

Tabulka 11:  Teplotni a ¢asovy profil amplifikace PCR-RFLP markeru ASIP genu

Pocate¢ni denaturace 95°C | 180 sekund |1 cyklus
Denaturace 95°C| 30 sekund
Annealing 64 °C| 30sekund |35 cykla
Prodluzovani 72 °C| 60 sekund
Zavéreéné prodluzovani |72 °C| 300 sekund |1 cyklus
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Podminky restrikéniho Stépeni enzymem Xcml jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 12: Podminky restrik¢niho $tépeni PCR-RFLP markeru genu ASIP

Slozka MnozZstvi
PCR produkt 5,15 ul
Pufr 11 1,2 ul
Xeml 0,3 ul
ddH,O 5,35 ul

Restrikéni §tépeni probihalo v termocykleru DNAEngine® Peltier Thermal Cycler
(BioRad) pti 37 °C po dobu 16 hodin. Produkty restrikéniho $tépeni byly nasledné separovany
v elektroforetické cele SubCell (BioRad) — obrazek 11.

Obrazek 11: Agarozova elektroforéza Sub Cell (Bio Rad, USA)

phpojeni cely moznost soubéiného
ke zdroji zapojeni dal3i cely

nosié s agardzovym gelem

elektroforeticka vana s pufrem anoda
katoda
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Separace probihala v 5 % agar6zovém gelu v 1x TBE pufru pii konstantnim napéti
120 V po dobu 40 minut. Slozeni pufru je uvedeno v piiloze bakalaiské prace. Molekuly
DNA byly vizualizovany pomoci ethidiumbromidu. Elekroforeogramy byly archivovany

pomoci systému GelDoc (BioRad) s programem QuantityOne (BioRad).

4.5.3 Sekvenacni analyza PCR amplikonu ASIP genu ko¢ky domaci

Purifikace PCR produkti ASIP genu separovanych v agar6zovém gelu

Po amplifikaci se v produktu nachazeji volné nukleotidy popftipadé teoreticky
vznikajici dimery primerd. Tyto komponenty reakce mohou negativné ovlivnit sekvenacni
reakci. Nespecifické dimery primert a volné nukleotidy byly odstranény na zaklad¢ gelové
purifikace. Pro tento ucel byla pfipravena PCR reakce podle podminek uvedenych v kapitole
4.5.2 o celkovém objemu 50 pl u kazdého sekvenovaného vzorku. PCR produkty byly
separovany V 1% agar6zovém gelu v prostiedi 1x TBE pufru. Separace probihala pii
laboratorni teplot¢ a pfi konstantnim napéti 120 V po dobu 45 minut. PCR fragment o
velikosti 150 bp respektive 148 bp byl pomoci sterilniho skalpelu vyfiznut a pfenesen do
polypropylenové zkumavky. Pro izolaci PCR amplikonu byl pouzit MiniElute PCR
Purification Kit (Qiagen). 1zolace DNA z vytiznutého blocku gelu byla provedena piesné
podle doporuceného postupu vyrobce kitu. Pro eluci purifikovaného fragmentu byla pouzita
ddH,0. Bylo ziskano 20 pl roztoku amplifikovaného fragmentu. Kvantifikace mnozstvi DNA
byla provedena podle shodné metody jako kvantifikace izolované genomické DNA.
Purifikované PCR produkty byly nésledné nafedény ddH,O na konstantni koncentraci 5 ng
DNA . ul™,

Sekvenacni reakce a jeji priprava

Sekvenace amplikonu ASIP genu byla provedena pomoci BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). V tabulce 13 jsou uvedeny komponenty

sekvenacni reakce vCetné jejich koncentraci.
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Tabulka 13:  Slozeni sekvenacni reakce pro identifikaci dinukleotidové delece ASIP genu

kocky domaci

Slozka Objem | Koncentrace

PCR produkt (5 ng . pl™) 3 pul 15 ng. 20 ul™*

5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems) 4 ul 1x

Primer F resp. R (1 pikomol . ul™) 32ul |32 pikomoli. 20 pl™
Terminator Ready Reaktion Mix (Applied Biosystems) 2 ul 2 ul. 20 ul™t

Postup pii vyc¢isténi produkti sekvenacni reakce

Prvnim krokem c¢iSténi bylo vysrdzeni produktti sekvenacni reakce. Toho bylo
dosazeno piidanim 2 pl roztoku glykogenu (koncentrace 20ng . pl™), 2 pl 3M octanu sodného
a 50 pl 96% cistého etanolu k 20 pl amplifika¢ni reakce. Smés byla dikladné promichéna a
ponechana inkubovat 15 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné€ byly vzorky odstiedény pfi
13200 otacek . min™ po dobu 30 minut ve stolni centrifuze Centrifuge 5415D (Eppendorf).
Supernatant byl odsat pipetou a pelet usazeny na dn¢ zkumavky byl proplachnut 250 ul 70%
Gistého etanolu. Nasledovala centrifugace pii 13200 otagek . min™ po dobu 15 minut.
Supernatant byl rovnéZ odsat. Proces oplachovani 70% etanolem byl jesté jednou zopakovan.
Ziskany pelet byl po odsati etanolu diikkladné vysusen ve vyhiivaném bloku Bio TDB-120
(Biosan). VysousSeni probihalo pfi 50 °C po dobu 45 minut. VysuSeny sediment, ktery
obsahoval fragmenty DNA urcené k sekvenaci, byl nasledné rozpustén v 15 pl Hi-Di
formamidu. RozpusSténé vzorky byly pfeneseny do polypropylénovych stripli, ve kterych
probéhla nejprve jejich denaturace pii teploté 95 °C po dobu 5 minut. Stripy s vzorky byly pii
denaturaci zakryty PCR folii. Denaturace probihala v termocykleru C1000™ Thermal Cycler
(BioRad). Takto ptipravené vzorky byly pieneseny do podavace kapilarni elektroforézy. Na

obrazku 12 je znazornén pouzity typ termocykleru.
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Obréazek 12:  Termocykleru C1000™ Thermal Cycler (BioRad)

Obrazek 13: Geneticky analyzator ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems)
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Pouziti kapilarni elektroforézy pro sekvenaci PCR produkti

Sekvenace PCR produkti byla provedena pomoci genetického analyzatoru ABI

PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) — obrazek 13.

V tabulce 14 jsou popsany podminky sekvenace vcetné pouzitétho modulu a

separac¢niho polymeru.

Tabulka 14: Podminky sekvenace PCR produkti ASIP genu ko¢ky domaci

Parametry separace Parametry
Délka kapilary (cm) 50

Modul SeqPOP6(1ml)E
Polymer POP 6
Virtualni filtr E

Doba nasttiku (s) 30

napéti pri nastiiku (kV) |25

teplota pii separaci (°C) |50

Napéti pri separaci (kV) |11,3

Doba separace (minuty) | 120

Vystupem sekvenacni reakce byly chromatogramy, které byly utvoieny programem
DNA Sequencing Analysis Software ver. 5.1 (Applied Biosystems). Pomoci tohoto programu

byly rovnéz ziskdny sekvence analyzovanych fragmentt.

4.5.4 Statistické a bioinformatické vyhodnoceni polymorfismi ASIP genu

Ziskané sekvence vybranych jedincii, u kterych byly na zdkladé metody PCR-RFLP
identifikovany rtizné alely genu ASIP, byly vzajemné porovnany pomoci bioinformatického

programu CLC Main Workbench 6.0.1. Ziskané sekvence byly rovnéz porovnany
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s mezinarodni databazi nukleotidovych sekvenci pomoci volné ptistupného bioinformatického
nastroje BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool). BLAST je voln& pfistupny na adrese
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

Vzhledem k tomu, ze PCR-RFLP marker vykazuje kodominantni charakter, byla na
modelovém souboru hodnocenych zvitat provedena jednoduchéd popula¢ni studie, jejiz cilem
bylo vyhodnotit pozorovanou heterozygotnost (Hp) a ptedpokladanou heterozygotnost pfi
platnosti Hardy-Weinbergova zakona (Hg). Pro tyto analyzy byl pouzit program Cervus
Version 3.0.3 (Kalinowski et al, 2007).

4.6 Multiplex-SSR analyza markeri asociovanych s genem O pro

Cervené zbarveni srsti

4.6.1 Vybér SSR lokusii s lokalizaci na gonozému X s predpokladanou

vazbou ke genu O

Pro feSeni prace byly vybrany tii mikrosatelitni lokusy (FCA1494, FCA1496,
FCA1498), které charakterizovali Schmidt-Kiitzel (2009), a u kterych predpokladali tésnou
vazbu s genem O. Byly vybrany takové mikrosatelitni lokusy, které u dvou potomstev
zamérnych kiizeni provedenych Schmidt-Kiitzel (2009) nevykazovaly rekombinace
Z hlediska zbarveni srsti. V tabulce 15 jsou uvedeny sekvence primert a jejich fluorescenéni

znaceni.

Tabulka 15:  Sekvence primeri pro multiplex-SSR analyzy

Primery Barva Sekvence

FCA1494-F 6-FAM GGGCAAGGAGCCTCTTTAAT
FCA1494-R CCAAGCCCTGCATACTCCTA
FCA1496-F VIC TCTTCCCAACCTTTGCCTAA
FCA1496-R CAGGCAGTAAACATATCCATCG
FCA1498-F NED TTTTTCCCCAGGCTGAGATA
FCA1498-R GAAATGCCTATTTCGCTTCA
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4.6.2 Optimalizace sloZeni a teplotniho a casového profilu amplifikace

multiplex-SSR markeru

Pro spravné pouziti multiplex-SSR markert je nezbytna specifickd amplifikace alel
jednotlivych lokusii a souCasné absence teoreticky moznych nespecifickych amplifikaci.

Z téchto diivodl bylo provedeno nékolik optimaliza¢nich experimentt s cilem stanovit:

e Koncentraci templatové DNA v PCR reakci.

e Zvolit vhodny typ termostabilni polymerazy. Testovany byly polymerdzy dodavané
firmami Fermentas, Top Bio a Roche.

e Zvolit vhodnou koncentraci MgCl; v reakéni smési.

e Vybrat vhodny typ pomocnych latek zvysujicich specificnost reakce — Enhancer (Top
Bio) a BSA.

Optimalizované sloZeni multiplex-SSR reakéni smési je uvedeno v nésledujici tabulce.

Tabulka 16:  Slozeni jednotlivych komponent multiplex-SSR reakéni smési.
Slozka Koncentrace
DNA 14ng.12,5 pl™
Tris-HCI 10 mM
MgCl, 1,5mM
KCI 50 mM
FCA1494-F 0,16 uyM
FCA1494-R 0,16 uM
FCA1496-F 0,24 uM
FCA1496-R 0,24 uM
FCA1498-F 0,24 uM
FCA1498-R 0,24 uM
dNTP 200 uM
BSA 5ng.12,5 pl™
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) |2 mM
Taq polymeriza (Roche) 05U.12,5ul™
Objem 12,5 ul
pH 8,3
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4.6.3 Optimalizace teplotniho a ¢asového profilu multiplex-SSR markeri

Pro zajisténi specifické amplifikace pozadovanych alel byla pomoci gradientového
termocykleru C1000™ Thermal Cycler (BioRad) zvolena optimalni anneladni teplota.

Vytvoreny teplotni a ¢asovy profil je uveden v tabulce 17.

Tabulka 17:  Teplotni a casovy profil amplifikace multiplex-SSR markert

Uvodni denaturace 95 °C | 900 sekund |1 cyklus
Denaturace 94 °C| 30 sekund
Annealing 55°C| 60sekund |35 cykla
ProdluZovani 72°C| 30 sekund
Zavéreéné prodluzovani | 72 °C | 3600 sekund | 1 cyklus

4.6.4 Priprava vzorki amplifikovanych multiplex-SSR markeri pro

fragmentacni analyzu

Pted fragmentacni analyzou byly vzorky natedény apyrogenni ddH,O. Ke vzorkiim
byl nasledn¢ piidan Hi-Di formamid (Applied Biosystems). Pro stanoveni velikosti
amplifikovanych fragmentti byl pouzit velikostni standard GeneScan'“-600 LIZ® Size
Standard (Applied Biosystems). Denaturace PCR produkti byla provedena v termocykleru
C1000™ Thermal Cycler (BioRad), ve kterém rovn&Z prob&hlo nasledné ochlazeni na teplotu
4 °C. Denaturace probihala v stripech urcenych pro kapilarni elektroforézu zakrytych

specialni folii. Podminky ptipravy vzorki jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach.

Tabulka 18: Redé&ni multiplex-SSR PCR produkti

Redéni PCR Vzorek pro fragmentaéni analyzu
PCR produkt | H,O | Redény PCR produkt | LI1Z 600 | Hi-DI formamid
(nD (D) (D (nD (nD
1 9 1 0,2 12
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Tabulka 19: Denaturace SSR-multiplex markert

Denaturace 95 °C 600 sekund
Ochlazeni 4°C 600 sekund

Nafedéné vzorky byly vloZeny do podavace ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

4.6.5 Podminky fragmentacni analyzy multiplex-SSR markeri

Pro fragmentacni analyzu byla pouzita kapilarni elektroforéza ABI PRISM 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Podminky separace jsou uvedeny v nasledujici

tabulce.

Tabulka 20:  Podminky fragmenta¢ni analyzy multiplex-SSR markerd

Parametry separace Multiplex

Délka kapilary (cm) 36

Modul GS STR POP4 (1ml) G5
Polymer POP4
Virtualni filtr G5

Doba nastiiku (s) 5

napéti pri nastriku (kV) 15

teplota pri separaci (°C) 60

Napéti pri separaci (kV) 15

Doba separace (minuty) 25

4.6.6 Vyhodnoceni polymorfismi multiplex SSR markeri a jejich

bioinformatické zpracovani

Pomoci programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems) byly vyhodnoceny ziskané
chromatogramy fragmentacni analyzy. Pomoci tohoto programu byly rovnéZ identifikovany

velikosti alel tii pouzitych mikrosatelitnich lokust.
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Vzhledem ktomu, ze gen O je lokalizovan na gonozomu X, bylo mozné ziskat
kodominantni markery pouze u samicCich jedinct. Proto pro nasledujici odhad alelického
slozeni markert v populaci byly pouZity pouze kocky-samice. Vlastni bioinformatické
zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu Cervus Version 3.0.3 (Kalinowski et al,
2007). Pomoci tohoto programu bylo provedeno hodnoceni frekvenci alel v jednotlivych
lokusech, pozorovand heterozygotnost (Hop), predpoklddand heterozygotnost pii platnosti

Hardy-Weinbergova zakona (Hg) a hodnota polymorfniho informaéniho obsahu (PIC).
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5. Vysledky

5.1 Spravna identifikace barev srsti hodnocenych zvirat

Spravny popis barvy srsti hodnocenych kocek byl nutnym ptedpokladem pro vybér
modelovych jedinct pouzitych pro optimalizaci molekularnich markerd. Pfi popisu zbarveni
bylo postupovano podle mezinarodnich standardi FIFe. U zvifat s prikazem pavodu byly
pouzity udaje uvedené v tomto dokumentu. Spravna identifikace zbarveni srsti necinila zadny

problém. Identifikované barvy a typy kreseb jsou uvedeny v tabulce 21.

5.2 Hodnoceni kvality a kvantity izolované DNA

Na obrazku 14 je uveden elektroforeogram testovani vysokomolekularity DNA.
Z tohoto obrazku vyplyva, ze pouzitym kitem byla vzdy ziskana vysokomolekularni DNA. Na
tomto obrazku je patrny jeden fragment. Elektroforetickym testem bylo potvrzeno, Ze pouzity

kit spolehlivé odstranil molekuly RNA.

Obrazek 14: Elektroforeogram testovani vysokomolekularity genomické DNA kocky

domaci

Mnozstvi extrahované DNA z jednoho cytologického kartaCku bylo zcela dostatecné a
odpovidalo zkuSenostem Skoliciho pracovisté s pouzitim tohoto kitu i u jinych Zivocichu.
Primérné mnozstvi DNA ziskané z jednoho cytologického stéru bylo 3200 ng. Variabilita
vytéznosti DNA vyjadfend variacnim koeficientem odpovidala 14,5 %. Pficemz nizsi
vytéznosti DNA byla ziskana u kotat a u mélo socializovanych dospélych jedincti. Pomér
absorbanci A260/A280 dosahl pruimérmné hodnoty 1,95 a jeho variabilita vyjadiena variacnim
koeficientem ¢inila 1,3 %. Pomér absorbaci A260/A230 mél primérnou hodnotu 2,13, jeho
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variabilita vyjadfena variacnim koeficientem byla 2,4 %. Oba poméry absorbanci odpovidaly
velmi ¢isté genomické DNA. Cilem bakalaiské prace nebyla analyza parametri kvantity a

kvality izolované DNA, proto ziskana data nebyla podrobné;i statisticky zpracovana.

5.3 Specificnost PCR-RFLP markeri genu ASIP

5.3.1 Amplifikace PCR-RFLP markeru genu ASIP

O navrzenych primerech (ASIP-CAT-CZU-F a ASIP-CAT-CZU-R) se piedpoklada, ze
jsou vysoce specifické, a ze na templatové DNA koc¢ky domaci nasedaji pouze v oblastech
ASIP genu. Na obrazku 15 jsou zndzornény elektroforeogramy pii pouziti teplotniho
gradientu, ktery vedl k nalezeni optimalni annela¢ni teploty. Z toho obrazku vyplyva, ze pfi
pouziti annelacni teploty v intervalu od 60 °C do 66 °C vznika skutecné jeden specificky
produkt. Na tomto obrazku jsou patrné vysledky amplifikace u aguti a ¢erné zbarvené kocky.
Z kapitoly 4.5.1 je patrné, Ze ocekavana velikost u aguti zbarvené kocky je 150 bp a u Cerné
zbarvené kocky 148 bp. Vysledek amplifikace po porovnani s velikostnim standardem tomuto
predpokladu skute¢né¢ odpovida. Dinukleotidova delece, ktera zptisobuje rozdil mezi alelami

ASIP genu vsak pomoci agardzové elektroforézy neni detekovatelna.

Obrazek 15: Teplotni gradient pouzity pii optimalizaci PCR-RFLP markeru genu ASIP

TI T2 T3 T4 TS T6e T7 T8 S T1 T2 T3 T4 T5 Té T7 T8 S

A tygrovana aguti kresba B melanistické ¢erné zbarveni

SER
‘TER

-
-
-
.

e e GBS OO 9 > -~ = . Gl G D W . . e

150 bp 148 bp

S - O'GeneRuler ™ 100 bp Plus (Fermentas)

T1=56°C, T2 =56,7°C, T3 =58°C, T4 = 60°C, T5 = 62,4°C, T6 = 64,3°C, T7 = 65,5°C, T8 = 66°C
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5.3.2 Detekce alel ASIP genu pomoci restrikéniho $tépeni

V kapitole 4.5.1 bylo popséano specifické restrikéni misto enzymu Xcml, které se lisi u
nemutované a mutované alely. Obrazek 16 podava dikaz, ze zvoleny restrikéni enzym §tépi
amplikon o velikosti 150 bp na o¢ekavané fragmenty o velikosti 126 bp a 24 bp. Z obrazku je
rovnéZ patrny kodominantni charakter navrZzeného markeru, ktery umoziuje spolehlivé odlisit

homozygotni a heterozygotni jedince.

Obrazek 16: Elektroforeogram PCR-RFPL markeru ASIP genu u ko¢ky domaci po

rozstépeni enzymem Xcml

Aa AA Aa Aa aa Az Aa aa aa aa aa S

148 bp\\
126 bp/

S - O'GeneRuler ™ 50 bp DNA Ladder (Fermentas)

5.4 Detekované alely genu ASIP u hodnocenych zvirat a jejich

vztah k aguti zbarveni

Pomoci optimalizovaného markeru ASIP genu bylo hodnoceno vSech 75 jedinct.
Genotypy stanovené na zakladé¢ dokumentovanych elektroforeogrami byly zpracovany
v tabulkové formé. Vzhledem ktomu, ze mutaci (dinukleotidovou deleci) vznika alela
S recesivnim zplisobem dédi¢nosti, je tato mutovand alela oznaCena pismenem malé a.
Pivodni nemutovana alela vykazuje vi¢i mutované alele uplnou dominanci a je tudiz

v tabulce 21 oznacena pismenem velké A.
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Tabulka 21:

Charakteristika hodnocenych zvitat a detekované alely genu ASIP a mikrosatelitnich lokusti — 1. ¢ast

Cislo PISITETE Rchiay Zidatnilans Izegg)z; tabb-)ll-)((presby pizlr:g?lltl:ce slwl:ri]liiost AC?SeIrIID M;lgzjaztgelltni lochl:llsA\yl;g;arke ::y(goe\;]:gg
1 britska kocour Cerna (n) ano tygrovana (23) ne ne Aa 234 217 233
2 britska kocour cernd (n) ano tygrovana (23) ne ne Aa 234 217 233
3 britska kocour modra (a) ne ne ne ne aa 234 217 231
4 britski x evropska kratkosrsta kocour ¢okoladova (b) ne ne ne bikolor (03) aa 234 217 233
5 britska x evropska kratkosrsta | kocka &erna (n) ne ne ne bikolor (03) aa 230/234 2171225 233/239
6 britska x evropska kratkosrsta | kocka modra (a) ne ne ne ne Aa 230/240 2271237 233/235
7 evropska kratkosrsta kocour Cerna (n) ne ne ne bikolor (03) aa 230 227 239
8 evropska kratkosrsta kocour Cerna (n) ne ne ne ne aa 230 237 237
9 evropska kratkosrsta kocour Cerna (n) ne ne ne ne aa 238 231 235
10 | evropska kratkosrsta kocour Cerna (n) ne ne ne ne aa 240 239 233
11 | evropska kratkosrsta kocour Cerna (n) ne ne ne ne AA 240 241 239
12 | evropska kritkosrsta kocour ¢erna (n) ne ne ne harlekyn (02) aa 238 233 231
13 | evropska kratkosrsta kocour ¢erna (n) ne ne ne bikolor (03) Aa 238 231 235
14 | evropska kratkosrsta kocour &erna (n) ne ne ne van (01) aa 240 241 235
15 | evropska kratkosrsta kocour ¢erna (n) ne ne ne ne aa 230 225 239
16 | evropska kratkosrsta kocour éerna (n) ano tygrovana (23) ne bikolor (03) Aa 238 233 237
17 | evropska kratkosrsta kocour éerna (n) ano tygrovana (23) ne bikolor (03) aa 230 225 241
18 | evropska kratkosrsta kocour Cerna (n) ano tygrovana (23) ne ne Aa 230 227 235
19 | evropska kratkosrsta kocour Cerna (n) ano tygrovana (23) ne ne Aa 230 227 235
20 | evropska kratkosrsta kocour Cervena (d) ano tygrovana (23) ne ne aa 244 237 233
21 | evropska kratkosrsta kocour Cervena (d) ano tygrovana (23) ne ne Aa 244 237 233
22 | evropska kratkosrsta kocour modra (a) ano tygrovana (23) ne bikolor (03) Aa 230 217 233
23 | evropska kritkosrsta kocour zlata (ny) ano tygrovana (23) ne ne Aa 240 239 237
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Tabulka 21:

Charakteristika hodnocenych zvitat a detekované alely genu ASIP a mikrosatelitnich lokusti — 2. ¢ast

Cislo PISITETE Rchiay Zidatnilans Izegg)z; tabb-)ll-)((presby pizlrgggtl:ce slwl:ri]liiost AC?SeIrIID Mllzl::rzslztgelltni IOchl;J,So\yl;,g;arke ::ycfgzgg
24 evropska kratkosrsta kocour zlata (ny) ano tygrovana (23) ne ne AA 238 231 235
25 | evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ne ne ne ne aa 240/240 237/239 235/239
26 | evropska kratkosrsta kocka cerna (n) ne ne ne ne aa 240/242 227/237 233/235
27 | evropska kratkosrsta kocka &erna (n) ano tygrovana (23) ne ne Aa 238/240 233/237 231/233
28 | evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ne ne ne ne aa 230/230 227/241 237/241
29 | evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ne ne ne bikolor (03) aa 230/238 233/237 235/237
30 | evropska kratkosrsta kocka Cerna (n) ne ne ne bikolor (03) aa 242/242 231/231 235/235
31 | evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ne ne ne ne aa 234/238 217/231 235/235
32 | evropska kratkosrsta kocka cerna (n) ne ne ne ne aa 234/238 217231 235/237
33 | evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ne ne ne ne aa 230/238 227/231 231/233
34 | evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ne ne ne ne aa 238/238 231/237 235/235
35 | evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ano tygrovana (23) ne ne Aa 238/238 2271227 233/235
36 | evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ne ne ne harlekyn (02) aa 238/240 233/239 233/235
37 | evropska kratkosrsta kocka &erna (n) ne ne ne harlekyn (02) aa 240/240 237/237 233/239
38 | evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ano teckovana (24) ne ne Aa 240/240 237/237 233/239
39 | evropska kratkosrsta kocka &erna (n) ne ne ne ne aa 230/240 225/237 239/245
40 | evropska kratkosrsta kocka &erna (n) ne ne ne ne aa 238/240 233/233 235/245
41 evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ano tygrovana (23) ne ne Aa 234/240 217/237 233/235
42 | evropska kratkosrsta kocka Cerna (n) ano tygrovana (23) ne ne Aa 230/240 235/235 233/233
43 | evropska kratkosrsta kocka ¢erna (n) ano tygrovana (23) ne ne Aa 238/238 231/233 229/239
44 | evropska kratkosrsta koc¢ka | Cerné zelvovinova (f) | ano mramorovana (22) ne bikolor (03) Aa 240/244 239/239 233/237
45 | evropska kratkosrsta kocka | Cerné Zelvovinova (f) ano mramorovana (22) ne bikolor (03) Aa 240/244 237/241 233/241
46 | evropska kratkosrstd koc¢ka | Cerné zelvovinova (f) ne ne ne bikolor (03) aa 242/244 229/241 233/235
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Tabulka 21:

Charakteristika hodnocenych zvitat a detekované alely genu ASIP a mikrosatelitnich lokusti — 3. Cast

Cislo PISITETE Rchiay Zidatnilans Izegg)z; tabb-)ll-)((presby pizlr:g?lltl:ce slwl:ri]liiost AC?SeIrIID M;lgzjaztgelltni IOF%Z;g:aarke ::y(goe\;]:gg
47 | evropska kratkosrsta kocka | cerné zelvovinova (f) ano mramorovana (22) ne bikolor (03) Aa 242/244 231/237 233/235
48 | evropska kratkosrsta koc¢ka | Cerné zelvovinova (f) ne ne ne bikolor (03) aa 238/244 233/237 233/235
49 | evropska kratkosrsta koc¢ka | Cerné zelvovinova (f) ne ne ne bikolor (03) aa 238/244 231/237 229/233
50 |evropska kratkosrsta koc¢ka | Cerné zelvovinova (f) ne ne ne ne aa 240/244 237/239 233/235
51 | evropska kratkosrsta koc¢ka | Cerné zelvovinova (f) ne ne ne ne aa 240/244 233/237 233/233
52 | evropska kratkosrsta kocka Cervena (d) ano tygrovana (23) ne bikolor (03) aa 244244 237/237 233/239
53 | evropska kratkosrsta kocka Cervena (d) ano tygrovana (23) ne ne Aa 244244 233/237 233/233
54 | evropska kratkosrsta kocka modra (a) ano tygrovana (23) ne bikolor (03) Aa 230/238 223/233 235/237
55 | evropska kratkosrsta kocka modra (a) ano tygrovana (23) ne ne Aa 234/240 217/237 233/235
56 | evropska kratkosrsta kocka stibrita (ns) ano tygrovana (23) ne ne AA 234/238 217/231 233/237
57 | evropska kratkosrsti x perska kocour Cerna (n) ano tygrovana (23) ne ne Aa 234 217 233
58 | evropska kratkosrsta x perska kocka zlata (ny) ano tygrovana (23) ne ne Aa 240/240 235/239 233/233
59 | kartouzska kocour modra (a) ne ne ne ne aa 238 231 237
60 | kartouzska kocour modra (a) ne ne ne ne aa 238 231 237
61 |perska kocour ¢erna (n) ne ne ne ne aa 234 217 233
62 | perska kocour &erna (n) ne ne ne ne aa 234 217 233
63 | perska kocour koufova (ns) ne ne ne ne aa 240 237 237
64 | perska kocour stiibrita (ns) ano mramorovana (22) ne ne Aa 240 235 237
65 | perska kocour zlata (y) ano mramorovana (22) ne ne Aa 238 229 231
66 |perska kocka ¢erna (n) ano tygrovana (23) ne ne AA 230/238 225/229 231/239
67 |perska koc¢ka modra (a) ne ne ne ne aa 238/238 237/237 233/233
68 | perska kocka Stifbtita (ns) ano mramorovana (22) ne ne Aa 230/240 225/235 237/239
69 | perska kocka Stifbtita (ns) ano mramorovana (22) ne ne Aa 230/240 225/235 237/239
70 | perska kocka Stiibrita (ns) ne ne ne ne aa 240/244 235/237 233/235
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Tabulka 21:  Charakteristika hodnocenych zvifat a detekované alely genu ASIP a mikrosatelitnich lokust — 4. ¢ast
Cislo I Pohlavi Zakladni barva :fezg)all tabb-)ll-)llgesby pizlrlrgzltl:ce skvl:rl;liiost A(\;Selrl]D Mli:kcrg\slztgeztni Iopl((l;%égn;arke Lycgjz;l:g(;
71 | perska kocour Stiibrita (ns) ano mramorovana (22) ne ne Aa 234 217 233
72 | perska kocour bila (w) ne ne ne ne AA 240 237 237
73 | perska kocour Cerna (n) ano tygrovana (23) ne ne AA 240 237 237
74 | ragdoll kocka dernd (n) ne ne barmské (31) | mitted (04) aa 240/240 217/225 237/239
75 | siamska kocka &erna (n) ne ne siamska (33) ne aa 240/240 235/237 233/235
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Z tabulky 21 jasné vyplyva, ze vSechny melanistické kocky tj. koCky se zakladni
¢ernou barvou bez piitomnosti tabby kresby jsou z hlediska genu ASIP vzdy recesivni
homozygoti aa, a to bez ohledu na to zda tito jedinci byli celoplastoveé ¢erni nebo zda byli bile
skvrniti. Recesivni homozygotni sestava aa byla rovnéz zjisténa u vSech kocek bez tabby
kresby se zfedénou zdkladni barvou (modra, cokolddova, stiibfita, koufova). Vyskyt
recesivnich homozygotii aa byl prokazan rovnéz u kocek se siamskymi a barmskymi znaky.
V kolekei hodnocenych kocek se nachézeli jedinci, ktefi byli Cervené a zelvovinové zbarveni.
U téchto zvitat se nachazely jak recesivni tak dominantni alely genu ASIP. Vzhledem k tomu,
ze se predpoklada, ze gen O je epistaticky nad genem A, mlze byt kombinace alel genu A

libovolna, zbarveni je vzdy ¢ervené nebo zelvovinové.

5.5 Vyhodnoceni frekvenci alel genu ASIP z hlediska populacni
genetiky

Pomoci programu Cervus Version 3.0.3 (Kalinowski et al, 2007) byly stanoveny
charakteristiky modelové populace kocek z hlediska variability alel genu ASIP. Ziskané tidaje

jsou uvedeny Vv nasledujici tabulce.

Tabulka 22:  Frekvence alel genu ASIP v modelové populaci kocek

Alela | Pocet alel | Vyskyt u heterozygoti Vyskyt u homozygoti Frekvence [%0]
A 41 29 6 27,33
a 109 29 40 72,67

Program Cervus Version 3.0.3 (Kalinowski et al, 2007) byl pouzit rovnéz pro
vyhodnoceni pozorované heterozygotnosti — Hp=0,387 a ocekdvané heterozygotnosti
He=0,400. Timto programem bylo rovné€z potvrzeno, ze rozdily mezi Hp @ He jsou minimalni
a rozdéleni genotypt a alel v této modelové populaci mizeme povazovat za odpovidajici

podminkdm Hardy-Weinbergova zakona.
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5.6 Sekvenac¢ni analyza genu ASIP

5.6.1 Zjisténé sekvence markeru genu ASIP

Sekvenacni analyza byla provedena u jedincd, u kterych na zdkladé PCR-RFLP
markeru byla predpokladana homozygotni sestava nemutovanych alel AA (jedinci ¢islo 11,
24, 56), jedinci shomozygotni sestavou recesivnich alel (jedinci Cislo 4, 8, 12) a u
heterozygotnich jedinci Aa (jedinci Cislo 1, 19, 41). Zbarveni srsti sekvenovanych jedinct je
uvedeno v tabulce 21. Sekvenace byla provedena od F i od R primeru a pomoci programu
CLC Main Workbench 6.0.1. byla stanovena konsensus sekvence. Z tohoto hodnoceni vsak
jednoznaéné vyplynulo, ze vSichni jedinci, ktefi maji z hlediska genu ASIP shodny genotyp
stanoveny na zaklad¢ PCR-RFLP markeru, vykazovali rovnéz zcela identické sekvence.

Vysledky sekvenace jsou zndzornény v nasledujici tabulce.

Tabulka 23:  Sekvence PCR-RFLP markeru genu ASIP u koc¢ky domaci s genotypem AA, aa
a Aa

genotyp: AA

AATATCCTCCGCCTACTCCTGGCCACCCTGCTGGTCTGCCTGTGCCTCCTCACTGC
CTACAGTCACCTGGCACCTGAGGAAAAACCCAGAGATGACAGGAACCTGAGGAG
CAACTCCTCCATGAACATGTTGGATCTCTCTTCTGTCTCT

genotyp aa

AATATCCTCCGCCTACTCCTGGCCACCCTGCTGGTCTGCCTGTGCCTCCTCACTGC
CTACAGTCACCTGGCACCTGAGGAAAAACCCAGAGATGACAGGAACCTGAGGAG
CAACTCCTC--TGAACATGTTGGATCTCTCTTCTGTCTCT

genotyp Aa

AATATCCTCCGCCTACTCCTGGCCACCCTGCTGGTCTGCCTGTGCCTCCTCACTGC
CTACAGTCACCTGGCACCTGAGGAAAAACCCAGAGATGACAGGAACCTGAGGAG
CAACTCCTCYRWRMAYRTKKKRKMTCTCTYYTSTSTCTCT

Ze sekvence heterozygotniho genotypu je patrny piekryv bazi od mista delece, ktery je
zpiisobeny tim, ze byly soucasné sekvenovany ob¢ alely — nemutovana alela o délce 150 bp a

mutovana alela o délce 148 bp. Pro oznaceni prekryvajicich se bazi byl pouzit systém dle
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IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry, 2012). Na obrazcich 17 a 18

jsou uvedeny vyiezy chromatogramii u homozygotni mutované kocky a u heterozygotni

kocky.

Obrazek 17: Vyfez sekvence mutované alely markeru genu ASIP — vystup programu DNA
Sequencing Analysis Software ver. 5.1 (Applied Biosystems), misto, kde doslo

k deleci CA je oznaéeno hvézdickou

- 1104 1107 1110 1113 1116 1119 11z2 1128 1128 1131 1134 1137 1140 1143 1146 1143 1152 1158 1158 116l 1164 1167 1170 1173 1176
c T )! T G A
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Obrazek 18:

Vyiez sekvence heterozygota markeru genu ASIP — vystup programu DNA
Sequencing Analysis Software ver. 5.1 (Applied Biosystems), misto, kde doslo

k deleci CA u mutované alely je oznaceno hvézdi¢kou
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Porovnani sekvenci dominantni a recesivni alely je uvedeno na obrazku 19, ktery byl
ziskan jako vystup programu CLC Main Workbench 6.0.1. Z tohoto obrazku je patrné, Ze i u

jedinc hodnocenych v bakalaiské praci byl potvrzen rozdil mezi alelami genu ASIP

spocivajici v dinukleotidové deleci CA.
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Obrazek 19: Porovnani ziskanych sekvenci mutované a nemutované alely genu ASIP pomoci programu CLC Main Workbench 6.0.1.
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ASIP mutovana alela glfg@l8ocd EEEEcHocle HEAEEEEEE- -FoAEEEEcE FooMtEIEEE FEETcTEEEE 148
ASIP nemutovana alela glflgdBlood EEEEcEocle BESETEECEE HfcHEEAEcE HooHtEtEIE TEEtotEEEE 150
Consensus GATGACAGGA ACCTGAGGAG CAACTCCTCC ATGAACATGT TGGATCTCTC TTCTGTCTCT
100%

Conservation [—1 |—]

0%

71




5.6.2 Porovnani ziskanych sekvenci alel genu ASIP S mezinarodni

nukleotidovou databazi NCBI

Pomoci bioinformatického nastroje BLAST byly sekvence PCR-RFLP markeru
nemutované i mutované alely porovnany s databazi sekvenci jinych organismil nez je clovék
(Homo sapiens). Na nasledujicich obrazcich 21 a 22 jsou uvedeny sekven¢ni podobnosti
navrzeného PCR markeru s ostatnimi organismy. Z obrazku 20 vyplyva, ze v nukleotidové
databdzi je ulozena sekvence nemutované alely genu ASIP. S touto sekvenci ndmi pouzivany
PCR-RFLP marker vykazoval 100% sekvencni shodu. Sekvence mutované recesivni alely
vykazovala s vyse uvedenou sekvenci shodu pouze na urovni 99%. Tento rozdil byl zptisoben
jiz vySe zminovanou dinukleotidovou deleci. Tento vysledek je dokumentovan rovnéz

obrazky 21 a 22.

Obrazek 20: Porovnani sekvence alel markeru se sekvenci NCBI AY237394.1

A nemutovana alela

i[]uhl&YZSTSQQ.lI [3 Felis catus agouti signaling protein (A5IP) gene, couplete cds
ength=4393

GENE ID: 492297 A5TIP | agouti signaling protein [Felis catus]
{10 or fewer PubMed links)

Score = 278 bits (150), Expect = 9e-72
Identities = 150/150 (100%), Gaps = 0/150 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 AATATCCTCCGCCTACTCCTGGCCACCCTGCTGGTCTGCCTGTGCCTCCTCACTGCCTAC 60

PEERLLLEL L e e e e e e e et e nnd
Sbjct 16  AATATCCTCCGCCTACTCCTGGCCACCCTGCTGGTCTGCCTGTGCCTCCTCACTGCCTAC 75

Query 61  AGTCACCTGGCACCTGAGGAAAAACCCAGAGATGACAGGAACCTGAGGAGCAACTCCTCC 120
PEEERELELEEE et e e e et e bbb v e e e b bbbt
Sbjct 76  AGTCACCTGGCACCTGAGGAAAAACCCAGAGATGACAGGAACCTGAGGAGCAACTCCTCC 135

Query 121 ATGAACATGTTGGATCTCTCTTCTGTCTCT 150

PLERLLEEL Rl
Sbjct 136 ATGAACATGTTGGATCTCTCTICTGTCTCT 165

B mutovana alela

>[]uhlAY 7394.1| Eﬂ Felis catus agouti signaling protein (A5IP) gene, complete cds

Length=

GENE ID: 492297 ASIP | agouti signaling protein [Felis catus]
{10 or fewer PubMed links)

Score = 265 bits (143), Expect = 7e-68
Identities = 148/150 (99%), Gaps = 2/150 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 AATATCCTCCGCCTACTCCTGGCCACCCTGCTGGTCTGCCTGTGCCTCCTCACTGCCTAC 60

PLELLLLELEEL e e e e e e e el
Shict 16  AATATCCTCCGCCTACTCCTGGCCACCCTGCTGGTCTGCCTGTGCCTCCTCACTGCCTAC 75

Query 61  AGTCACCTGGCACCTGAGGAAAAACCCAGAGATGACAGGAACCTGAGGAGCAACTCCTC- 119
FLELERLELEE e e b e e e e e e e e e e e e e bbb e rer el
Shict 76  AGTCACCTGGCACCTGAGGAAAAACCCAGAGATGACAGGAACCTGAGGAGCAACTCCTCC 135

Query 120 -TGAACATGTTGGATCTCTCTTCTGTCTCT 148
PLEEETEEE el
Shjct 136 ATGAACATGTTGGATCTCTCTTCTGTCTCT 165
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Obrazek 21: Porovnani nemutované alely markeru genu ASIP s databazi NCBI

Sequences producing significant alignments:
Accession | Description |  Maxscore | Totalscore |  Querycoverage |_. Evalue | Maxident |

WM _001009190.1 Felis catus agouti signaling protein (ASIP), mRNA 278 278 100% 9e-72 100%
AY237394.1 Felis catus agouti signaling protein {(ASIP) gene, complete cds 278 278 100% 9e-72 100%
MM 001007263.1 Canis lupus familiaris agouti signaling protein (ASIP), mRNA >gh|AY714374.1| Canis fa 174 174 100% le-40 88%
D0288670.1 Canis lupus agouti signal peptide (ASIP) gene, exon 2 and partial cds 174 174 100% le-40 88%
DQ288669.1 Canis familiaris agouti signal peptide (ASIP) gene, exon 2 and partial cds 174 174 100% le-40 88%
Y09877.2 Yulpes vulpes mRNA for agouti protein 174 174 100% le-40 88%
NM 001164331.1 Papio anubis agouti signaling protein {(ASIP), mRNA 152 152 94% 6e-34 86%
MM _001135627.1 Pan troglodytes agouti signaling protein (ASIP), mRNA 152 152 94% 6e-34 86%
AR299220.1 Macaca sylvanus ASIP gene for agouti signaling protein, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
EF094492.1 Trachypithecus obscurus ASIP {ASIP) gene, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
EF094491.1 Trachypithecus francoisi ASIP (ASIP) gene, complete cds iS5z 152 94% 6e-34 86%
EF094490.1 Trachypithecus cristatus ASIP (ASIP) gene, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
EF094489.1 Trachypithecus auratus ASIP (ASIP) gene, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
EF094485.1 Semnopithecus entellus ASIP (ASIP) gene, complete cds 152 152 94% be-34 86%
EF0944587.1 Papio anubis ASIP (ASIP) gene, complete cds 15z 152 94% 6e-34 86%
EF094483.1 Macaca sylvanus ASIP (ASIP) gene, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
EF094481.1 Pan troglodytes ASIP {ASIP) gene, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
AB236881.1 Colobus polykomos gene for agouti signaling protein, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
AB236880.1 Trachypithecus cristatus gene for agouti signaling protein, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
AB236879.1 Trachypithecus obscurus gene for agouti signaling protein, complete cds 152 152 94% 6e-34 56%
AB236878.1 Semnopithecus entellus gene for agouti signaling protein, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
AB236877.1 Cercopithecus mitis gene for agouti signaling protein, complete cds 152 152 94% 6e-34 56%
AB236871.1 Gorilla gorilla gene for agouti signaling protein, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
AB236870.1 Pan paniscus gene for agouti signaling protein, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
AB236869.1 Pan troglodytes gene for agouti signaling protein, complete cds 152 152 94% 6e-34 86%
HM071838.1 Macaca nemestrina isolate 1215 agouti signaling protein (ASIP) gene, partial cds 150 150 94% 2e-33 86%
HMO71836.1 Macaca nemestrina isolate 664 agouti signaling protein {(ASIP) gene, partial cds 150 150 94% 2e-33 86%
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Obrazek 22: Porovnani mutované alely markeru genu ASIP s databazi NCBI

Sequences producing significant alig ts:
Accession | Description [ Maxscore | Totalscore |  Query coverage |__ Evalue | Maxident

NM _001009190.1 Felis catus agouti signaling protein (ASIP), mRNA 265 265 100% 7e-68 99%
AY237394.1 Felis catus agouti signaling protein (ASIP) gene, complete cds 265 265 100% 7e-68 99%
MM 001007263.1 Canis lupus familiaris agouti signaling protein (ASIP), mRNA >gb|AY714374.1| Canis fa 172 172 100% 4e-40 88%
DQ288670.1 Canis lupus agouti signal peptide {(45IP) gene, exon 2 and partial cds 172 172 100% 4e-40 88%
DQ288669.1 Canis familiaris agouti signal peptide (ASIP) gene, exon 2 and partial cds 172 172 100% 4e-40 88%
Y09877.2 Yulpes vulpes mRNA for agouti protein 172 172 100% 4e-40 88%
NM 001164331.1 Papio anubis agouti signaling protein {(4SIP), mRNA is0 150 94% 2e-33 86%
MM 0011356271 Pan troglodytes agouti signaling protein (ASIP), mRNA 150 150 94% 2e-33 86%
AB299220.1 Macaca sylvanus ASIP gene for agouti signaling protein, complete cds 1s0 150 94% 2e-33 86%
EF094492.1 Trachypithecus obscurus ASIP (ASIP) gene, complete cds 150 150 94% 2e-33 86%
EF094491.1 Trachypithecus francoisi ASIP (ASIP) gene, complete cds 150 150 94% 2e-33 86%
EF094490.1 Trachypithecus cristatus ASIP (ASIP) gene, complete cds is0 150 94% 2e-33 86%
EF094489.1 Trachypithecus auratus ASIP (ASIP) gene, complete cds is0 150 94% 2e-33 86%
EF094483.1 Semnopithecus entellus ASIP {4SIP) gene, complete cds iso 150 94% 2e-33 86%
EF094487.1 Papio anubis ASIP (ASIP) gene, complete cds 150 150 94% 2e-33 86%
EF094483.1 Macaca sylvanus ASIP (ASIP) gene, complete cds 150 150 94% 2e-33 86%
EF094481.1 Pan troglodytes ASIP (ASIP) gene, complete cds is0 150 94% 2e-33 86%
AB236881.1 Colobus polykomos gene for agouti signaling protein, complete cds is0 150 94% 2e-33 86%
AB236880.1 Trachypithecus cristatus gene for agouti signaling protein, complete cds 150 150 94% 2e-33 86%
AB236879.1 Trachypithecus obscurus gene for agouti signaling protein, complete cds iso 150 94% 2e-33 86%
AB236878.1 Semnopithecus entellus gene for agouti signaling protein, complete cds is0 150 94% 2e-33 86%
AB236877.1 Cercopithecus mitis gene for agouti signaling protein, complete cds is0 150 94% 2e-33 86%
AB236871.1 Gorilla gorilla gene for agouti signaling protein, complete cds 150 150 94% 2e-33 86%
AB236870.1 Pan paniscus gene for agouti signaling protein, complete cds is0 150 94% 2e-33 86%
AB236869.1 Pan troglodytes gene for agouti signaling protein, complete cds 150 150 94% 2e-33 86%
HMO71838.1 Macaca nemestrina isolate 1215 agouti signaling protein {(ASIP) gene, partial cds 148 148 93% 7e-33 86%
HMO71836.1 Macaca nemestrina isolate 664 agouti signaling protein (ASIP) gene, partial cds 148 148 93% 7e-33 86%
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Z obrazkl 21 a 22 vyplyva, Ze sekvence nemutované i mutované alely genu ASIP
vykazovala pomérné vysoky stupenn homologie se sekvencemi genu ASIP u dalSich savcu.
Homologie byla zjisténa se sekvencemi genu ASIP psa domaciho (Canis lupus familiaris
Linnaeus, 1758), vlka obecného (Canis lupus Linnaeus, 1758), lisky obecné (Vulpes vulpes
Linnaeus, 1758), paviana anubi (Papio anubis Lesson, 1827), Simpanze ucenlivého (Pan
troglodytes Blumenbach, 1775), makaka magota (Macaca sylvanus Linnaeus, 1758), makaka
vepiiho (Macaca nemestrina Linnaeus, 1766), hulmana tmavého (Trachypithecus obscurus
Reid, 1837), hulmana uzdi¢kového (Trachypithecus francoisi Pousargues, 1898), hulmana
stiibrného (Trachypithecus cristatus Raffles, 1821), hulmana javského (Trachypithecus
auratus E. Geoffroy, 1812), hulmana posvatného (Semnopithecus entellus Dufresne, 1797),

guerézy béloramenné (Colobus polykomos Zimmermann, 1780).

Tyto vysledky sv&d¢i o znaéné homologii genu ASIP napfi¢ riznymi druhy savct. Je
obecné znamo, Ze mutace tohoto genu vedou ke zméné zbarveni srsti. Nelze vSak obecné
konstatovat, Ze identicka dinukleotidova delece, ktera byla popsana u koc¢ky domaci, bude
kauzalni mutaci vedouci k melanismu i u jinych savct. Této problematice se budu vénovat

v kapitole 6. Diskuze.

5.7 Detekované alely SSR markeru cerveného zbarveni srsti a

jejich vztah ke skute¢nému fenotypu

5.7.1 Polymorfismy mikrosatelitnich markera amplifikovanych v multiplex

systému

Pro markerovani alely genu O zodpovédné za Cervené zbarveni srsti byly pii feSeni
bakalatské prace vybrany tii mikrosatelitni lokusy (FCA1494, FCA1496, FCA1498), u
kterych je predpokladana vazba na gen O (Schmidt-Kiitzel et al, 2009). Tento autorsky
kolektiv se vénoval zejména mapovani genu O na gonozomu X. Neuvadi vSak ani podminky
amplifikace vySe uvedenych mikrosatelitnich lokust, ani velikosti alel, které jsou vazany na
gen O. Optimalizovany metodicky postup multiplex-SSR markeru uvedeny v kapitole 4.6.3 je
mozné povazovat rovnéz za vysledek bakalarské prace. Na obrazcich 23 a 24 jsou uvedeny

vzorové chromatogramy multiplex-SSR markeru.
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Obrazek 23: Detekce alel mikrosatelitnich lokust FCA1494, FCA1496 a FCA1498 u

kocoura

g

3000

2000

1000

FCA1494 - modra barva
FCA1496 - zelena barva
FCA1498 - ¢erna barva

217 bp

Obrazek 24: Detekce alel mikrosatelitnich lokusit FCA1494, FCA1496 a FCA1498 u kocky

— samice

600

400

FCA1494 - modra barva
FCA1496 - zelena barva
FCA1498 - ¢erna barva 237 bp

235 bp
233 bp

V tabulce 21 jsou uvedeny detekované alelické kombinace hodnocenych mikrosatelitnich

lokusti. Z této tabulky i1 z pfedchozich obrazkl jasné vyplyva, Zze u vSech kocour byla u

kazdého lokusu detekovéana vzdy jedna alela. Tato situace odpovida lokalizaci markerii na
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nehomologni ¢asti gonozému X. Proto jsou kocoufi z tohoto pohledu hemizygotni. Naopak

kocky — samice vykazovaly standardni podvojné zalozeni dédi¢nosti.
5.7.2 Variabilita alel hodnocenych mikrosatelitnich lokust

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny pocty alel a jejich frekvence, které byly zjistény u
modelové populace kocky domadci. Tyto tabulky jsou zpracovany oddélené pro kocky,

kocoury a obé pohlavi dohromady.

Tabulka 24: Pocty a frekvence alel mikrosatelitnich lokust zjisténych u samic

Mikrosatelitni lokusy | Alela| Pocet | Frekvence [%0]
FCA 1494 230 | 12 14,29
234 6 7,14
238 | 21 25,00
240 | 28 33,33
242 | 4 4,76
244 | 13 15,48
FCA 1496 217 | 7 8,33
223 1 1,19
225 | 6 7,14
227 6 7,14
229 | 2 2,38
231 | 10 11,90
233 | 10 11,90
235 | 7 8,33
237 | 26 30,95
239 | 6 7,14
241 | 3 3,57
FCA 1498 229 2 2,38
231 | 3 3,57
233 | 32 38,10
235 | 23 27,38
237 | 9 10,71
239 | 11 13,10
241 | 2 2,38
245 | 2 2,38
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Tabulka 25:  Pocty a frekvence alel mikrosatelitnich lokust zjisténych u samct

Mikrosatelitni lokusy | Alela | Pocet | Frekvence [%0]
FCA 1494 230 7 21,21
234 8 24,24
238 8 24,24
240 8 24,24
244 2 6,06
FCA 1496 217 9 27,27
225 2 6,06
227 3 9,09
229 1 3,03
231 5 15,15
233 2 6,06
235 1 3,03
237 6 18,18
239 2 6,06
241 2 6,06
FCA 1498 231 3 9,09
233 11 33,33
235 6 18,18
237 9 27,27
239 3 9,09
241 1 3,03

Tabulka 26:  Frekvence alel mikrosatelitnich lokust zjisténych u obou pohlavi - 1. ¢ast

Mikrosatelitni lokusy | Alela|Pocet| Frekvence [%0]

FCA 1494 230 19 16,24
234 | 14 11,97
238 | 29 24,79
240 | 36 30,77
242 4 3,42
244 | 15 12,82

FCA 1496 217 | 16 13,68
223 1 0,85
225 8 6,84
227 9 7,69
229 3 2,56
231 | 15 12,82
233 | 12 10,26
235 8 6,84
237 | 32 27,35
239 8 6,84
241 5 4,27
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Tabulka 26:

Mikrosatelitni lokusy | Alela|Podet| Frekvence [%0]
FCA 1498 229 2 1,71
231 6 5,13
233 | 43 36,75
235 | 29 24,79
237 | 18 15,38
239 | 14 11,97
241 3 2,56
245 2 1,71
5.7.3 Popula¢né genetickd charakteristika alelickych kombinacich

mikrosatelitnich lokusii FCA1494, FCA1496 a FCA1498

Frekvence alel mikrosatelitnich lokust zjisténych u obou pohlavi - 2. ¢ast

Vzhledem k tomu, Ze vSichni kocoufi — samci jsou hlediska vySe uvedenych lokust
hemizygoti, neni mozné se na soubor vsech jedinct divat z hlediska moznosti programového
vyhodnoceni jako na populaci podvojné zaloZzenych genotypti. Proto pro popula¢ni hodnoceni
byli pouziti pouze samiéi jedinci, pro které plati podvojné zaloZeni dédi¢nosti. Vystupem
programu Cervus Version 3.0.3 (Kalinowski et al, 2007) bylo hodnoceni pozorované
heterozygotnosti, o¢ekavané heterozygotnosti a parametru PIC. Tyto vysledky jsou uvedeny

v nasledujici tabulce 27. U hemizygotnich kocourd byl stanoven pouze pocet alel

Vv jednotlivych lokusech — tabulka 28.

Tabulka 27:  Populac¢ni hodnoceni alel mikrosatelitnich lokusti u jedinct samiciho pohlavi

Mikrosatelitni lokusy | Pocet alel I'-|ete rozye otnovst T PIC
pozorovana (Ho) Ocekavana (Hg)

FCA1494 6 0,667 0,789 0,747

FCA1496 11 0,786 0,855 0,830

FCA1498 8 0,810 0,757 0,810

Tabulka 28:  Pocty alel mikrosatelitnich lokust u jedincti sam¢iho pohlavi

Mikrosatelitni lokusy | Pocet alel

FCA1494 5

FCA1496 10

FCA1498 6
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Programem Cervus Version 3.0.3 (Kalinowski et al, 2007) bylo potvrzeno, Ze
frekvence Hp a He Vv souboru hodnocenych samic byly podobné a jejich distribuci Ize chapat
za odpovidajici rovnovaze podle Hardy-Weinbergova zdkona. Z hodnot PIC vyplyva, ze
nejvyssi polymorfni informacni obsah byl u lokusu FCA1496, ktery je soucasné
charakterizovan nejvétsim poctem detekovanych alel. Z porovnani poctu alel u kocek a
kocourt (tabulky 27 a 28) vyplyva, Ze u vSech mikrosatelitnich lokust byl zjistén vyssi pocet
alel u samic. Pfi¢inu tohoto vysledku lze nalézt v tom, Ze kocoufi maji oproti koc¢kam pouze

jeden gonozom X, kde jsou tyto alely lokalizovany.

5.7.4 Identifikace alel mikrosatelitnich lokusi vazanych na gen O a

vyhodnoceni frekvenci rekombinaci

Jiz v literarni reSersi bylo uvedeno, ze Schmidt-Kiitzel et al (2009) nespecifikovali
které konkrétni alely mikrosatelitnich lokust jsou vazany na dominatni alelu genu O. Pfi
feSeni bakalaiské prace jsem vySla z hypotézy, ze pro identifikaci téchto alel budou
nejvhodnéjsi hemizygotni Cervené zbarveni kocoufi — tabulka 21. Z této tabulky Ize vyvodit

zavér, ze s Cervenou barvou respektive genem O budou ziejmé ve vazbé nasledujici alely

FCA1494 — 244 bp, FCA1496 — 237 bp, FCA1498 — 233 bp.

Pouzité mikrosatelitni markery predstavuji vazebny typ markeru. Cim bliZe je tento
marker vici genu O, tim budou vznikat rekombinovani jedinci s mensi frekvenci. Jako
rekombinovany jedinec je minéno zviie, které nese markerujici alelu a nemé pfi tom cCervené
respektive Zelvovinové zbarveni nebo se naopak jedna o jedice s ¢ervenou nebo zelvovinovou

barvou srsti, ktery nenese predpokladanou markerujici alelu.

Pro studium rekombinaci bylo stanoveno, jakd cast homozygoti a hemizygotl
s markerujici alelou, heterozygotii s markerujici alelou, jedinc s obémi nemarkerujicimi
alelami soucasné vykazuje Cervené zbarveni, Zelvovinové zbarveni a jiny typ zbarveni.

Vysledky hodnoceni rekombinaci jsou zpracovany formou grafii 1, 2 a 3.
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Graf 1:Studium rekombinaci u lokusu FCA1494
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Graf 3: Studium rekombinaci u lokusu FCA1498
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Z vySe uvedenych grafl vyplyvd, Ze u lokusu FCA1494 nebyly zjiStény zadné
rekombinace mezi markerujici alelou 244 bp a o¢ekavanym fenotypovym projevem cCervené
respektive zelvovinové barvy. To znamena, ze vSichni kocouii s hemizygotni kombinaci 244/-
méli Cervené zbarveni srsti. Hemizygoti s jinou alelou nebyli nikdy zbarveny cervené.
Vsechny kocky s homozygotni kombinaci alel 244/244 byly rovnéz zbarveny cerveng.
Vsechny kocky s heterozygotnim genotypem, které nesly pravé jednu alelu 244 bp byly
zelvovinové. Kocky, které mély jiné nez Cervené nebo Zelvovinové zbarveni srsti, nikdy

nebyly nositelky alely 244 bp.

Z grafu 2, ktery se tyka lokusu FCA1496 vyplyva, ze u 12,9 % kocouri doslo
k rekombinaci mezi pfitomnosti markerujici alely a patficnym zbarvenim srsti. U kocek je
patrné, ze pouze 50 % homozygotnich samic 237/237 vykazovalo Cervené zbarveni srsti.
Rovnéz u zelvovinového zbarveni byly zjiStény rekombinace. Pouze 75 % kocek
S heterozygotnim genotypem nesouci pravé jednu alelu 237 bp mélo skute¢né zelvovinové

zbarventi srsti.

Na grafu 3 je znazornéna situace u lokusu FCA1498. Z tohoto grafu vyplyva, Ze u
kocourt doslo k rekombinaci mezi markerujici alelou 233 bp a odpovidajicim zbarvenim srsti
s cetnosti 29,03 %. U samic bylo zjisténé ¢ervené zbarveni srsti pouze u 50 % homozygotl
233/233. Rekombinace byly rovnéz zjistény u zelvovinového zbarveni, kdy toto zbarveni bylo

charakteristické pouze pro 87,5 % heterozygott pravé s jednou alelou 233 bp.
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6. Diskuze

6.1 Vybér hodnocenych zvirat a zajiSténi biologického materialu

6.1.1 Hodnocena zvirata a spravna identifikace jejich zbarveni

Jako modelové zvife pro studium barvy srsti byla vybrana kocka domaci a to hned
z n¢kolika diivodl. Jednim z diivodl je skutecnost, Ze mezi jedinci domestikované kocky se
nachazeji zastupci, ktefi maji zcela identické zbarveni srsti jako nedomestikovany predek —
kocka divoka. Dalsim z divoda byla ta skute¢nost, Zze napifi¢ plemeny kocky domaéci se
nachazi Sirokd variabilita ve zbarveni srsti. Neposlednim divodem byl fakt, Zze pocet
Cistokrevnych 1 necistokrevnych kocek je pomémé vysoky a zejména u majiteld
necistokrevnych zvitfat se dal ofekavat jejich souhlas s neinvazivnim odbérem biologického

materialu.

Z obdobnych piedpokladi vychazi i fada autord, kteti studovali geny zodpovédné za
zbarveni srsti. Naptiklad Menotti-Raymond et al. (2009) ziskali vzorky kocky domaci od
jednotlivych chovateli nebo z veterindrnich klinik. Eizirik et al. (2010) se ve svych
experimentech zaméfenych na molekularni studie typu kresby aguti koc¢ek vénovali zejména
necistokrevnym zvifatim bézné chovanych v domécnostech. Podobny pfistup k volbé
vychoziho biologického materidlu pouzili i Schmidt-Kiintzel et al. (2009). Pfi feSeni své
bakaléafské prace jsem se rovnéz obratila na fadu chovateli zvifat s prikazem plvodu i bez
prukazu pivodu. Za vyznamny zdroj vhodnych zvifat povazuju 1 tUtulky a depozity

opusténych kocek.

Spravna identifikace zbarveni byla klicova pro vybér jedinct pro nasledné molekularni
analyzy. U zvifat s prikazem pivodu nebyl problém provést spravnou charakterizaci jejich
zbarveni. Urcité problémy obvykle nastdvaly u necistokrevnych zvitat chovanych v béznych
domacnostech. Snad s vyjimkou melanistického — ¢erného zbarveni, bylo zbarveni zvifat
popsané chovatelem popsano mnohdy velice laickym zptisobem. Casto nejednoznaéné
zbarveni srsti se tykalo zejména riiznych typi tabby kresby (Eizirik et al., 2010) nebo rzného
typu fedéni zakladni barvy srsti (Menotti-Raymond et al., 2009). U kocek s variabilni tabby
Kresbou bylo typické oznaceni chovatelem, ze se jedna o hnédého, Sedého nebo Sedohnédého
mourka. Na zaklad¢ velice dobré komunikaci s majiteli se podatilo ziskat fotodokumentaci
zvifat a z ni spravné urcit jejich zbarveni. Zna¢né polymorfismy ve zbarveni tabby kreshy

zminuji napiiklad Lyons et al. (2006) nebo Ragni a Possenti (1996). Na nasledujicim obrazku
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je uveden ptiklad zvifete, jehoZz zbarveni bylo chovatelem laicky oznaceno jako hnédy
mourek. Na zéklad¢ fotodokumentace a dle standardii Fédération Internationale Féline (2012)

vSak byl jedinec spravné oznacen jako Cernd (n) mramorovana (22).

Obrazek 25: Cerna mramorovana kocka

6.1.2 Pouzity postup izolace DNA

Pii feSeni bakaladfské prace byla pouZita neinvazivni metoda odbéru biologického
materialu — stéry z bukdlnich sliznic. Ve védeckych publikacich pouzitych pro sestaveni
literarni reSerSe vétSinou pracuje s biologickym materidlem, ktery byl odebran na riznych
veterinarnich klinikach v souvislosti s klinickym vySetienim zvifat nebo s jejich operacemi.
Napiiklad Menotti-Raymond et al. (2009) extrahovali DNA ze vzorkd odebrané krve a tkani
odebranych pii biopsiich. Postup izolace DNA z krevnich derivati a fibroblasti uvadéji
napiiklad Schmidt-Kiintzel et al. (2009) a Eizirik et al., (2010). Pfi feSeni bakalaiské prace
nebyla jako vychozi material pouzita krev z nékolika divodi. Odbér krve je zplsobily
povadét pouze veterinarni 1ékat a preventivni vySetieni bézné chovanych kocek na zakladé
odebranych vzorki krve neni v Ceské republice bézné. Dalsim z diivodi je, ze odbér krve by

byl zbyte¢né stresujici pro jinak zdrava zvitata.

Neinvazivni zpisob odbéru bukalnich sliznic 1ze rovnéz povazovat za vhodny zplisob

zajisténi vychoziho biologického materialu. Jeho velkou vyhodou je zejména to, Ze odbér
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zvladne provést kazdy chovatel a ze vysuSené cytologické kartacky vlozené do Cistych
papirovych obalek je mozné zasilat do laboratotfe b&znou postou. Tuto strategii odbéru vzorka
pouzili naptiklad Schmidt-Kiintzel et al. (2009), ktefi se zabyvali molekularnimi analyzami

kocek pochézejicich naptiklad az z Brazilie.

S odbérem bukalnich sliznic ma Skolici pracovisté velice dobré zkuSenosti u psu.
Kocka domaci je vSak casto vyrazné méné socializovand a komunikace mezi zvifetem a
chovatelem nebo osobou provadé¢jici odbér je mnohdy nesnadni. Pro psy ucaStnici se
naptiklad vystav je naprosto bézna kontrola chrupu spojena s otevienim tlamy. Setieni
bukalnich bunék necini obvykle zadny problém. Pro koc¢ku je vsunuti odbérové casti kartacku
o délce 2 cm do tlami¢ky mnohdy zcela neznamou zaleZitosti. A reakce zejména odchycenych

zvitat umisténych v depozitech odpovidala situaci na obrazku 26.

Obrazek 26: Podrazdéna reakce kocky pfi odbéru bunék bukalnich skliznic

Ze studia védecké literatury déale vyplyva, Zze vSichni autofi zabyvajici se
molekuldrnimi analyzami genti zodpovédnych za zbarveni srsti vyuzivali pro izolaci DNA
komer¢n€ vyrabéné kity. Naptiklad Menotti-Raymond et al. (2009) pouzili kity QIAamp
DNA Blood Midi a Mini Kit (Qiagen). Shodny typ kitu pouzili rovnéz Eizirik et al. (2010).
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Schmidt-Kiintzel et al. (2009) pouzili obdobé fungujici DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen).

Pti feSeni své bakalaiské prace jsem s uspéchem pouzila univerzalni kit NucleoSpin®
Tissue XS (Macherey-Nagel). Lze ptedpokladat, ze principy vétSiny dodavanych kit jsou
velice obdobné. Odebrané buiiky jsou lyzovany proteiny a membrany jsou enzymaticky
degradovany a extrahovand DNA je po precipitaci zachycena na filtr separacni kolonky. Po
nasledném proplachovani je eluovana genomickd DNA, ktera mé& podle vyrobce kitu
odpovidat vysoce Cisté DNA. Univerzalni pouziti tohoto kitu bylo potvrzeno rovnéz pii mych
experimentech s bukalnimi bunkami kocky domaci. U vSech vzorkd bylo ziskano zcela
dostateéné mnozsti DNA pro provadéni velkého mnozstvi analyz na principu PCR. Kvalita
DNA vyjadiena pomérem A260/A280 se vzdy pohybovala v intervalu 1,9 — 2,0. Pomér
absorbanci A260/A230 se vZdy nachazel v rozpéti 2,0 — 2,2. Tyto vysledky svédc¢i o tom, ze
byla ziskéna skute¢né vysoce Cistda DNA. Rovnéz vysledky testovaci elektroforézy prokazaly,

ze béhem izolace z bukalnich bunék kocky domaci nedochazi k fragmentaci DNA.

6.2 Polymorfismus markeru ASIP genu a jeho vztah

k melanistickému zbarveni srsti

6.2.1 Detekce polymorfismi metodou PCR-RFLP

Experimenty zabyvajici se genem ASIP, které jsem provadéla pfi feSeni bakalaiské
prace, vychdzely z publikace autorského kolektivu Eizirik et al. (2003). Tito autoii se
vénovali hledani kauzédlnich mutaci genu ASIP nejenom u kocky domadci, ale i u fady
koc€kovitych Selem, které jsou charakteristické melanistickym zbarvenim srsti. Mimo jiné se
vénovali melanismu u jaguara amerického, levharta skvrnitého a jaguarundi. Dinukleotidova
delece vexonu 2 genu ASIP, kterou vyse uvedeni autofi povazuji za kauzalni pro vznik
melanismu kocky domaci, jsem pouzila jako vychozi bod pro navrzeni diagnostick¢ho PCR-

RFLP markeru.

Eizirik et al. (2003) provedli detekci této mutace na urovni sekvenace genu ASIP.
Domnivam se, Zze molekularni diagnosticka metoda zaloZena na piimé sekvenaci je sice velice
presna, ale soucasné pracovné i finanéné naro¢na pro rutinni aplikaci. Z téchto diivodl jsem
se zaméfila na navrzeni PCR-RFLP diagnostického markeru. Experimenty, jejichz vysledky

jsou prezentovany v bakaldiské praci, jsem potvrdila hypotézu Eizirik et al. (2003), Ze
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dinukleotidova delece je zodpovédna za melanismus kocky domaci. Aplikace navrzeného
PCR-RFLP markeru byla vzdy spolehliva. Marker prokazoval kodominantni charakter a
umozioval odlisit jedince s homozygotnimi a heterozygotnimi kombinacemi genu ASIP.
Specifi¢nost navrzeného PCR-RFLP markeru byla potrzena rovnéz na zédkladé sekvenacnich

analyz.

6.2.2 Fenotypovy projev kofek s mutovanou a nemutovanou alelou genu
ASIP

Eizirik et al. (2003) ptedpoklada, ze homozygotni jedinci, ktefi maji obé zmutované
alely (aa) se vyznacuji melanismem. Tento vysledek jsem potvrdila i pii feseni své bakalaiské
prace. VSechny melanisticky zbarvené kocky mély genotyp aa. Tento vysledek odpovida i
praktickym zkuSenostem chovatelll (Vatejcko, 1984), ktefi jsou si védomi recesivni
dédicnosti C¢erného zbarveni koCky domaci. To znamena, ze dvéma rodicim s ¢ernym
zbarvenim se nikdy nemohou narodit mlad’ata s aguti zbarvenim. V bakalaiské praci jsem
rovnéz zjistila, ze recesivné homozygotni genotyp (aa) je charakteristicky rovnéz pro kocky se
zfedénym pigmentem. Jedna se o jedince zbarvené modie a Cokoladové. Tento vysledek je

V plném souladu se zavéry molekularnich analyz provedenych Ishida et al. (2006).

Dale bylo potvrzeno, Ze recesivni homozygoti v genu ASIP (aa) mohou mit rovnéz i
cervené nebo Zelvovinové zbarveni. Tento vysledek je rovnéz v souladu se zavéry Schmidt-
Kiintzel et al. (2009), ktefi popsali epistaticky ucinek genu O pro cCervené zbarveni srsti.

Problematice interakci mezi genem ASIP a O se budu dale vénovat v samostatné kapitole.

Vysledky ziskané pti feSeni bakalarské prace bych rada diskutovala se zavéry Ragni a
Possenti (1996), ktetfi se zabyvaji variabilitou tabby kresby u aguti zbarvenych divokych a
domacich kocek. Tito autofi se vénuji variabilité¢ zbarveni divokych kocek kontinentalniho a
ostrovniho piivodu. Ve svych zavérech predpoklédaji existenci variability rtiznych typa tabby
kresby, ale soucasné ptedpokladaji, ze kocka divokd se nikdy nemuze vyznaCovat
melanismem. Vyskyt melanismu v populacich kocky divoké muze s velkou pravdépodobnosti
svédcit o tom, Ze dochazi ke kiizeni populace kocky divoké s feralnimi populacemi kocky
domaci. Vzhledem k tomu, ze melanismus odpovida recesivni mutaci genu ASIP, je tudiz
mozné, Ze i u takovych to hybridnich populaci se mohou vyskytovat pfenaseci této recesivni
alely (Aa). Proto se domnivam, ze navrZzeny diagnosticky marker by bylo mozné pouzit 1 pro

ekologické studie zamétené na potencialné mozné kiizeni kocky divoké s ko¢kou domaci.
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6.2.3 Sekvenacni analyzy PCR-RFLP markeru genu ASIP

Sekvenac¢ni analyzy genu ASIP byly pii feSeni bakalatské prace pouZzity jako ndstroj
pro posouzeni spolehlivosti navrzeného PCR-RFLP markeru. Z této analyzy vyplyva, Ze byl
potvrzen predpoklad FEizirik et al. (2003) o vyznamu dinukleotidové delece exonu 2 genu
ASIP pro vznik melanismu kocky domaci. Sekvenac¢ni analyzou bylo potrvzeno, Ze vSechny

cerné zbarvené kocky skuteéné nesou vySe zminovanou deleci.

Pro sekvenac¢ni analyzy byli pouziti rovnéZ jedinci s Cernou barvou a riznym typem a
rozsahem bilé skvrnitosti. Rovnéz u nich byla potvrzena dinukleotidova delece genu ASIP
(Eizirik et al, 2003). Lze se tudiz ptiklonit k zavérum, ze bila skvrnitost srsti je fizena

samostatné fungujicim lokusem S (Vatejcko, 1984, Rihova, 1999).

Pro sekvenovani byli pouziti jedinci, kteti jsou z hlediska mutace genu ASIP
heterozygotni. Protoze kauzalni mutace je zplisobena deleci, jsou u heterozygota soucasné
sekvenovany dva fragmenty o velikosti 150 bp a 148 bp. Bylo pfedpokladano, Ze od mista
delece dojde v disledku dinukleotidového posunu k vyskytu piekryvajicich se pikt. Tento
vysledek byl skuteéné potvrzen a je dokumentovan obrazkem 24. Na zaklad¢ porovnani
sekvence nemutované a mutované alely s vyuzitim symboli bazi podle International Union of
Pure and Applied Chemistry (2012), bylo rozsifrovano, ze sekvence heterozygota uvedena
v tabulce 23 skute¢né odpovida piekryti 148bp a 150 bp fragmentd.

Z vysledkl porovnani ziskanych sekvenci mutované a nemutované alely ASIP genu
s mezinarodni nukleotidovou databazi na NCBI vyplynulo, Ze ndmi navrZzeny marker
vykazoval homologii s ASIP geny dalSich savci. Pivodni aguti zbarveni rtiznych saveu lze
povazovat za jeden z univerzalnich mechanismi vedouci k takovému zbarveni srsti, které
volné Zzijicim savcim poskytuje u¢inné mimikry. Skiidani tmavé a svétle zbarvenych zén
chlupi vede ke vzniku barvy, kterd mnohdy dobtfe splyva s okolnim prostfedim. Vyznam
genu ASIP a s tim spojeny biosynteticky aparat signalnich proteint popsali naptiklad Jackson
(1994), Robinson (1976). Z obrazku 21 a 22 rovnéz vyplyva, Ze mutace genu ASIP jsou Siroce
zkoumany u riznych savcl ve spojitosti se zménami jejich zbarveni. Piesto, ze sekvence genu
ASIP vykazuji ur¢ité homologie mezi riznymi druhy, nejsou tyto geny zcela identické. Tento
vysledek deklaruji i hodnoty vzajemnych sekvenénich identit pouzitého PCR-RFLP markeru,

které jsou uvedeny v obrazcich 21 a 22.

Dinukleotidovou mutaci v exonu 2 genu ASIP, kterou jsem studovala v bakalatské

praci, neni mozné povazovat za vSeobecné pfiinnou pro vznik melanismi u vSech
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kockovitych Selem. Tento vysledek je diikkazem toho, Ze shodny fenotypovy projev — Cerné
zbarveni srsti muze byt i u taxonomicky piibuznych zivocichu (kockovitych selem) zptisoben
mutacemi odlisnych gend. Naptiklad Eizirik et al. (2003) se pokusili identifikovat mnou
studovanou dinukleotidovou deleci u jaguari americkych. Piesto, ze fenotypovy projev
melanistickych jagudrG a melanistické kocky domaéci je naprosto identicky, nelze navrzeny

metodicky postup PCR-RFLP markeru aplikovat u této velké kockovité Selmy.

6.3 Mikrosatelitni lokusy vazané na gen O pro Cervené zbarveni

kocéek

6.3.1 Metody detekce polymorfismi mikrosatelitnich lokusu

Pii feSeni bakalafské prace jsem vychdzela z informaci, které publikovali Schmidt-
Kiintzel (2009). Jejich zavéry povazuji za velmi cenné, protoze jako jedini autofi navrhli
mikrosatelitni lokusy o kteych pifedpokladaji nulové rekombinace s genem O zodpovédné za
cervené zbarveni srsti koCky domadci. Tyto experimenty jsou zejména zaméeieny na sestaveni
zahu$téné mapy gonozomu X, ve které je lokalizovana pozice genu O. Po prostudovani této

cvwr

detekce polymorfisml mikrosatelitnich lokusii.

Predpokladam, ze Schmidt-Kiintzel (2009) rovnéz pouzili fluorescencné znacené
primery a PCR amlikony nasledn¢ separovali pomoci kapilarni elektroforézy. V roce 2009
byla kapilarni elektroforéza zcela jist¢ povazovdna za nezbytné vybaveni pro fragmentacni
analyzu spojenou se studiem mikrosatelitnich markert. Ve své bakalarské praci jsem navrhla
systétm multiplex SSR, ktery umozioval v jedné amplifika¢ni reakci soucasné hodnotit
polymorfismy tifi lokusi FCA1494, FCA1496, FCAI1498. Tento postup poskytoval
jednoznaéné detekovatelné polymorfismy, které byly vzajemné odliSeny pii pouziti tfi rizné
fluorescencné znacenych F primert. Systémy multliplex SSR markera jsou bézné pouzivany
pfi ruznych typech forenznich analyz, jako je naptiklad ureni paternity. Tato problematika
ziejm¢ nebude u kocek tak Casto vyuzivana jako je tomu napiiklad u pst, kde Asch el al.

(2007) publikovali metodicky postup aplikace multiplex SSR markerti pro ur€eni paternity.
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6.3.2 Rekombinace mezi markerujicimi alelami a fenotypovym projevem —

zbarvenim srsti

Jiz v ptedchozi kapitole jsem se zmiiila, ze experimentalni ¢ast bakalaiské prace
vychazi z vazbové mapy gonozomu X, kterou sestavili Schmidt-Kiintzel et al. (2009). V této
map¢ je poloha genu O lokalizovana Vv oblasti 6 mikrosatelitnich lokust, které podle vyse
zminénych autorti nevykazovaly rekombinace s fenotypovym projevem cCervené barvy. Na
zakladé hodnoty LOD skore jsem si vybrala pro feSeni bakalarské prace lokusy FCA1494,
FCA1496, FCA1498.

V ramci diskuze povazuji za vhodné se zminit, ze sestavend vazbova mapa (Schmidt-
Kiintzel el al., 2009) vznikla na zakladé dvou rodin vzniklych zdmérmym ktiZzenim. Lze proto
predpokladat, Ze nulovy vyskyt rekombinaci zaznamenany vySe citovanymi autory nemusi
vSeobecné platit pro Sir§i populace koCky domaci. Piesné takovou Sirokou populaci kocky
domaéci velice rtiznorodého plivodu jsem pouzila pii feSeni bakalarské prace. Z vysledki
prezentovanych v grafech 1, 2 a 3 jasné vyplyva, ze nejtésnéji je s predpokladanym genem O
vazana alela o velikosti 244 bp v lokusu FCA1494. U tohoto lokusu a této alely nebyla
zjisténa zadna rekombinace s piedpokladanym zbarvenim srsti. Naopak u alely lokusu
FCA1496 o velikosti 237 bp a u alely o velikosti 233 bp lokusu FCA1498 byly zjistény
rekombinace, a to vzdy s mensi frekvenci u jedincti sam¢iho pohlavi. Pfitomnost rekombinaci
u téchto dvou mikrosatelitnich lokusti neodpovida zcela zavérim Schmidt-Kiintzel el al.,

(2009), kteti publikovali rovnéZ u lokusit FCA1496 a FCA1498 nulovy vysky rekombinaci.

Na zakladé studia populace kocek v bakalaiské praci lze tudiz vyslovit hypotézu, ze
alela o velikosti 244 bp lokusu FCA1494 muze byt tésnéji vazana na lokus genu O oproti
alelam zbyvajicich lokusi. Ziskané vysledky nelze vsak pouzit pro sestaveni vazbové mapy
(Schmidt-Kiintzel et al., 2009), protoze tento soubor hodnocenych jedincti neptedstavuje

sourozence odpovidajici konkrétnim rodinam.

6.4 Interakce mezi genem ASIP a genem O

Pro teSeni bakalafské prace jsem si vybrala dva major geny (ASIP a O), které
spolurozhoduji o vzniku nékterych typt zbarveni kocky doméci. Jiz na zédklad¢ chovatelské a
Slechtitelské praxe bylo zjiSténo, ze gen pro cervené zbarveni srsti je lokalizovan na

gonozoému X a je pro n&j charakteristickd dédiénost kifzem (Vaiej¢ko, 1984; Rihova, 1999).
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Chovatelskou praxi bylo rovnéz potvrzeno, ze zelvovinové nebo tfibarevné mohou byt
zbarveni pouze jedinci samiciho pohlavi s vyjimkou kocourd s trisomii XXY (Schmidt-
Kiintzel et al., 2009).

Jiz v kapitele 6.2.2 jsem se zminila o tom, Ze gen O bude vykazovat epistazi nad
projevem genu ASIP. Tuto teorii vyslovili mimo jiné Schmidt-Kiintzel et al., (2009). Platnost
této teorie jsem se pokusila dokézat 1 pfi feSeni bakalaiské prace. Je potieba si vSak uvédomit,
7e geny ASIP a O jsou markerovany dvéma typy rozdilnych markert. Mutace genu ASIP je
markerovana genovym markerem, ktery jednozna¢né detekuje konkrétni mutaci exonové casti
genu vedouci ke vzniku odlisného polypeptidového fetézce signalniho proteinu (Eizirik et al.,
2003). Pro markerovani genu O byly pouzity tfi vazbové mikrosatelitni markery. Princip
téchto vazbovych markerl je zaloZeny na detekci specifickych polymorfisma v nekodujicich
sekvencich gonozoému X, u kterych se piedpoklada tésna vazba k doposud neobjevenému
genu O. Existence rekombinaci, ktera byla diskutovana v kapitole 6.3.2 je tudiz dikazem
prob&hlych crossing overti mezi mikrosatelitnim lokusem a lokusem genu O. Proto jsem si
pro dikaz epistatického pusobeni genu O vybrala markerujici lokus FCA1494, ktery

vykazovat nulovou rekombinaci.

Ziskané vysledky jsou v plném souladu se zavéry Schmidt-Kiintzel et al., (2009) a
Eizirik et al., (2003). Z vysledkové tabulky 21 jasn¢ vyplyva, Ze jedinci nesouci markerujici
alelu o velikosti 244 bp lokusu FCA1494 nikdy neméli aguti zbarveni, i kdyz z hlediska
mutace genu ASIP byli homozygoti AA nebo heterozygoti Aa. Tento vysledek potvrzuje
hypotézu, Ze 1 pro populaci kocky domadci, kterou jsem pouzila pii feSeni bakalatrské prace,

plati dominantni epistaze genu O nad dominantni alelou (A) genu ASIP.

V bakalaiské praci jsem se rovnéz zaméfila na molekularni analyzu kocek
s zelvovinovym a tfibarevnym zbarvenim. Z hlediska klasické genetiky Vaiejcko (1984) a
Rihova (1999) uvad&ji, ze Zelvovinové zbarvené kocky vznikaji v disledku neuplné
dominance mezi dominantni a recesivni alelou genu O. Na molekularni urovni tuto teorii
potvrdili Schmidt-Kiintzel et al., (2009). Ke shodnému zavéru jsem se dopracovala i pfi feseni
bakalaiské prace. U lokusu FCA1494, ktery m¢l nulové rekombinace, bylo zjiSténo, ze
vSechny Zzelvovinové a tiibarevné kocCky nesly pravé jednu alelu 244 bp. Na zaklad¢
provedenych molekularnich analyz nebylo mozné pomoci polymorfismi genu ASIP a O
vzajemné odliSit zelvovinové a tfibarevné kocky. Tento vysledek je rovnéz v plném souladu
se zavéry Schmidt-Kiintzel et al. (2009), ktefi uvadéji, ze tfibarevna kocka je kocka

zelvovinovée zbarvena s bilymi skvrnami, které jsou fizeny nezavislym lokusem S.
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7. 7.aveér

V bakalatské praci jsou shrnuty vysledky pilotnich experimenti, které byly na Katedre
genetiky a $lechténi FAPPZ CZU v Praze provedeny u modelového organismu — kocky
domaéci. Bakalaiské prace je zaméfena na studium zbarveni srsti. Jednd se o znak, ktery je
velice dobfe charakterizovatelny na urovni fenotypu. Soucasné se piedpokladd, Ze varianty
zbarveni srsti kocky domaci jsou mnohdy disledkem jednoduchych bodovych mutaci major
genu. Ztohoto divodu povazuji feSenou problematiku za vhodny model pro aplikaci

molekularni genetiky ve Slechténi zvitat.
Vysledky ziskané pii feSeni bakalafské prace je mozné shrnout do nasledujicich bodii:

e Byla vybrana modelova populace kocek o celkovém rozsahu 75 jedinct s variabilnim
zbarvenim srsti. Varianty zbarveni srsti byly u vSech jedincl jednoznacné
identifikovany s vyuzitim mezinarodni nomenklatury FIFe.

e Stéry bunék bukalnich sliznic provedené pomoci cytologického kartacku se ukazaly
jako vhodna neinvazivni metoda pro odbér biologického materialu uréeného k izolaci
genomické DNA.

e Pouzity izola¢ni kit NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel) se ukazal jako vhodny
pro extrakci genomické DNA. Vytéznost DNA 1 parametry jeji kvality
(elektroforeticky test, poméry A260/A280 a A260/A230) prokazaly, Ze u vSech vzorka
byla ziskana vysoce Cistad vysokomolekularni DNA.

e Podafilo se navrhnout PCR-RFLP marker, kdy pomoci dvojice primert byla
amplifikovana sekvence exonu 2 v oblasti pfedpokladané kauzalni dinukleotidové
delece. Predpokladana velikost amplikonu byla u nemutovanych homozygot 150 bp,
u mutovanych homozygoti 148 bp. Rozdil dvou nukleotidii nebylo mozné ovéfit na
zaklad¢ gelové agardzové elektroforézy.

e Pfimou sekvenaci bylo potvrzeno, ze skute¢né Cerné zbarvené melanistické kocky jsou
charakteristické jiz vySe zminénou dinukleotidovou deleci. Sekvena¢ni analyzou bylo
potvrzeno, ze kocCky domadaci saguti zbarvenim jsou charakteristické puvodni
nemutovanou alelou, ktera je typicka rovnéz pro kocku divokou.

e Bioinformatickou analyzou sekvence PCR-RFLP markeru genu ASIP bylo potvrzeno,
ze tato sekvence je zcela identicka se sekvenci nemutované alely genu ASIP, ktera je
umisténa v mezinarodni nukleotidové databazi na NCBI. Sekvence mutované alely

byla rovnéz porovnéna s databazi na NCBI a bylo zjisténo, Ze takovd to mutovana
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alela ASIP genu nebyla doposud u kocky domaci do databaze na NCBI vlozena.
Dinukleotidova delece popsana v bakalaiské praci se plné shoduje s deleci popsanou
V literarnich zdrojich.

Z porovnani vysledkit hodnoceni modelové populace kocky domaci pomoci
navrzené¢ho PCR-RFLP markeru jednozna¢né vyplynulo, Ze vS§echny kocky s cernym
melanistickym zbarvenim nesly vzdy obé mutované alely. VSechny kocky s aguti
zbarvenim byly charakteristické piitomnosti alespon jedné nemutované alely, pfi¢emz
jedinct s heterozygotni kombinaci alel genu ASIP bylo vyrazné vice.

Z populacni studie alelickych frekvenci markeru genu ASIP bylo na zdklad€ porovnani
pozorované a ocekavané heterozygotnosti potvrzeno, ze tato nahodné vybrana a
znaén¢ variabilni populace odpovidd podle distribuce alel genu ASIP rovnovazné
populaci podle Hardy-Weinbergova zakona.

Podle literarnich zdroji byly vybrdny tii mikrosatelitni lokusy lokalizované na
gonozému X (FCA1494, FCA1496, FCA1498), u kterych by nemé¢lo dochazet
k rekombinacim s fenotypovym projevem c¢erveného zbarveni srsti. Tato hypotéza
byla potvrzena pouze u jednoho mikrosatelitniho lokusu FCA1494, u kterého alela o
velikosti 244 bp skutecné nerekombinovala a byla charakteristicka pouze pro jedince
s cervenym respektive zelvovinovym zbarvenim srsti. U mikrosatelitniho lokusu
FCA1496 byla identifikovana markerujici alela o velikosti 237 bp. U lokusu FCA1498
cervené zbarveni srsti markerovala alela o velikosti 233 bp. U obou vyse uvedenych
lokust vSak dochazelo k rekombinacim, jejiz frekvence se pohybovala od 12,9 % do
50 %.

Na zéklad¢ alelickych kombinaci mikrosatelitniho lokusu FCA1494 byla potvrzena
hypotéza, Ze zbarveni Zelvovinovych nebo tfibarevnych kocek odpovida heterozygotni
kombinaci Oo. Markerujici alela tohoto lokusu o velikosti 244 bp se u Zelvovinovych
a tiibarevnych kocek vyskytla vzdy pravé jeden krat a vzdy byla kombinovana
s mikrosatelitni alelou o jiné velikosti.

Vsechny tifi navrzené mikrosatelitni markery plné korespondovaly s jejich
predpokladanou lokalizaci na nehomologni ¢asti gonozému X. To znamend, Ze u
vSech kocourt byla zjisténa vzdy pouze jedind alela téchto marker. Naopak u kocek
se vyskytovaly alely dvé v pfipadé, Ze se jednalo o jedince heterozygotniho genotypu,
nebo jedna alela, které vSak odpovidala jedinci homozytnimu s dvémi identickymi

alelami.
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e Zporovnani zbarveni srsti a vysledkt genotypizace PCR-RFLP markerem genu ASIP
a markerem genu O pro Cervené zbarveni srsti (mikrosatelitni lokus FCA1494)
vyplyva, ze byla potvrzena hypotéza o epistatickém ucinku dominantni alely genu O
nad u¢inkem nemutované alely genu ASIP. Konkrétné to znamena, ze vSichni jedinci
saguti zbarvenim srsti nesli vZzdy alespon jednu nemutovanou alelu genu ASIP a
souCasn¢ u nich nebyla detekovdna ani jedna markerujici alela 244 bp lokusu

FCA1494 pro dominantni alelu O.

Z praktického hlediska bych rada v zadvéru shrnula, ze v pribéhu feseni bakalaiské prace
byly ziskany metodické postupy, které umoznily jednoznacné identifikovat
polymorfismus genu ASIP. Domnivam se, Ze ziskané vysledky je mozné vyuzit naptiklad
z praktického hlediska jako sevisni metodu pro chovatele, kterd jim umozni jednoznaéné
identifikovat genotyp zvifete a souc¢asn¢ napomuze k predikci zbarveni srsti o¢ekavanych
potomkil zamérnych kiiZeni. Dale se domnivam, Ze navrZeny postup identifikace recesivni
alely genu ASIP by mohl nalézt své praktické tplatnéni v riznych studiich volné Zijicich
populacich kocky divoké. Navrzend analyza umoziuje spolehlivé identifikovat, zda-li
hodnoceny jedinec, ktery vykazuje aguti zbarveni divoké kocky, je nebo neni nositelem

recesivni alely genu ASIP.
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9. Seznam pouzitych zkratek

A adenin

ASIP agouti signal peptid

bp pocet part bazi v molekule nukleové kyseliny

C cytosin

CAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CFA Asociace chovatel koc¢ek (Cat Fanciers Association)

ddATP dideoxyadenosin-5-trifosfat

ddCTP dideoxycytidin-5"-trifosfat

ddGTP dideoxyguanin-5’-trifosfat

ddTTP dideoxytymidin-5’-trifosfat

DHI 5,6-dihydroxyindol

DKK1 dickkopf 1

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxynukleotid-5"-trifosfat (obecné)

DOPA 3,4-dihydroxyfenilalanin

DQ dopachinon

EDTA disodna siil kyseliny etylendiamintetraoctové

EDTA disodna sil kyseliny etylendiamintetraoctové

EMS Easy Minde System

ER1 endothelin 1

F1 prvni filidlni generace

FlFe Mezinarodni organizace chovateli kocek (Fédération Internationale
Féline)

F-primer pfimy primer

G guanin
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GCCF
He
Ho

LOD skore

MC1R
MLPH
PCR
PKA

RFLP

R-primer

SSR

TBE
TE
TRIS
TYRP1
TYRP2

aMSH

Ridici vybor chovateli koéek (Governing Council of the Cat Fancy)
ocekavana heterozygotnost
pozorovand heterozygotnost

statistickd metoda vyjadfeni sily vazby zalozend na vypoctu
dekadického logaritmu relativné vyjadiené pravdépodobnosti vzniku

rekombinaci

melanocortin 1 receptor

melanophilin

polymerazova feté¢zova reakce (Polymerase Chain Reaction)
proteinkindza A

metoda vyuZivajici délkového polymorfismu restrikénich fragmenth

analyzované DNA (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
zpétny primer

repetice jednotlivych sekvenci (Simple Sequence Repeat)

thymin

tris-boratovy pufr (SAMBROOK et al., 1989)

tris-EDTA pufr (SAMBROOK et al., 1989)
tris[hydroxymetylJaminometan

tyrosinase-related protein 1

tyrosinase-related protein 2

melanocyty stimulujici hormon
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Prilohy

Priloha 1: Fotodokumentace zbarveni srsti ko¢ek

Perska ¢ervend, krémova harlekyn, ¢erné Zelvovinova harlekyn a modfe Zelvovinova bikor

=Rkremova harleky

Zdroj: http://www.monarcha.cz/

Britska ¢okoladova, ¢okoladoveé Zelvovinova, ¢erna stfibfit€ mramorovana a lilova

cokoladova ¢okoladové

zelvovinova

Zdroj: http://lwww.silkyangels.cz/, http://www.airforcecat.cz/
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Britské skotficova a plava

" skoficova

Zdroj: http://www.royalsapphire.cz/

Mainska myvali cernd mramorovana a modroZelvovinovd mramorovana

¢end mramorovana modiezelvovinova

mramorovana

Zdroj: http://lwww.amazing-tigers.cz/
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Siamska s modrymi a ¢ernohnédymi odznaky

cernohnedé odznaky

Zdroj: http://bedrunka-siamky.aspone.cz/

Evropska kratkosrsta
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Piiloha 2: SloZeni pufra pouzitelnych pro gelovou elektroforézu

Vzorkovy pufr (Sambrook et al., 1989)

- 0,25 % bromfenolové modii - sodna siil (Serva, SRN)
- 0,25 % xylencyanolové modii FF (Sigma, USA)

- 15,0 % ficolu (Sigma, USA)

- vSe rozpustit ve sterilni 2x deionizované H,O

- uchovavat 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 pii 4°C

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

- uchovavat pii 4°C

Zasobni roztok ethidium bromidu (Sambrook et al., 1989)

- 10 mg ethidium bromidu (Sigma, USA)
- 1 ml sterilni 2x deionizované H,O
- pii pfipravé a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

- uchovévat ve tmé pti teploté 4°C

Elektrodovy pufr

- 1500 ml 1xXTBE
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- 75 ul zésobniho roztoku ethidium bromidu
- pii pfipravé a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

- pufr je ur¢en pro okamzité pouziti.

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

pufr byl ptipravovan jako 10x koncentrovany zasobni roztok
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