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Izolace DNA z riiznych typt biologickych vzorki pro genetické analyzy huculskych koni

Souhrn

Ziskani kvalitni DNA v dostatecném mnozstvi a Cistot¢ je klicové pro provadéni
veskerych molekularné-genetickych studii a analyz. Mezi dulezité faktory procesu ziskavani
DNA patii volba izola¢ni metody a pouzity biologicky material. S ohledem na welfare koni je
vhodné pro genetické studie vyuzivat neinvazivné odebirané materialy, u jejichz odbéru

nedochazi k nadmérnému stresu zvifat.

V teoretické Casti této bakalaiské prace byly shromazdény poznatky o plemeni huculsky
kiifi a o aktudlni situaci jeho populace v Ceské republice. Dale byly prezentovany a porovnany
teoretické informace o rtiznych typech biologického materidlu a o metodach vyuZzivanych

k izolaci konské DNA.

V experimentalni ¢asti  prace bylo ukolem izolovat DNA od vybranych
20 genotypti huculskych koni. Izolace DNA od vsech jedinct probéhla uspésné. Od kazdého
jedince byly ziskany tfi typy neinvazivné odebiranych materidli — Zin€ s chlupovymi
cibulkami, stéry bukalni sliznice a exkrementy. I1zolace DNA prob¢hla pomoci komeréniho
kitu NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel, Némécko) pro zin& a stéry bukalni sliznice

a kitu QIAamp® DNA Stool Mini Kit® (Qiagen, Nizozemsko) pro exkrementy.

U vSech vzorkid byla spektrofotometricky zmétfena koncentrace a Cistota DNA
bezprostiedné po izolaci a nasledné po piil roce uchovavani vzorki pii teploté¢ —20 °C. Vysledky
spektrofotometrického meétfeni byly ovéfeny pomoci agarézové gelové elektroforézy
a po statistickém vyhodnoceni byly predmétem diskuze. Jako nejvhodnéjsi material pro izolaci
DNA od koni byly stanoveny zin¢€ s chlupovymi cibulkami, ze kterych bylo ziskano vyrazné

vétsi mnoZstvi DNA neZ z ostatnich typt vzorku.

Klicova slova: huculsky kan, DNA, metody izolace, zin¢, statistické¢ vyhodnoceni



DNA isolation from various types of biological material for genetic analyses of hucul

horses

Summary

The gain of high-quality DNA in a sufficient amount and purity is key
for the implementation of all studies and analyses in molecular genetics. Among the important
factors for the process of obtainment of quality DNA are the biological material and the choice
of the correct isolation method. With regard to equine welfare, it is appropriate to use
non-invasively obtained materials for genetic studies, which do not cause excessive stress

to the animals.

In the theoretical part of this bachelor thesis, knowledge about the hucul breed
and its current population status in the Czech Republic have been gathered. Further
on in the thesis, the theoretical information about different types of biological material

and the methods used to isolate horse DNA have been compared and presented.

In the experimental part of the thesis, the aim was to isolate DNA from 20 chosen
genotypes of hucul horses. The isolation of the DNA was successful in all 20 cases. Every
subject had 3 types of non-invasive samples taken — horsehair with the hair bulb, swabs
of the buccal mucosa and excrements. For the isolation of the horsehair and swabs
the NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel, Germany) kit was used, for the excrements

the QIAamp® DNA Stool Mini Kit® (Qiagen, The Nertherlands) kit was used.

The concentration and purity of the DNA samples were spectrophotometrically
measured right after DNA isolation and then half a year later, during which they were stored
at a temperature of —20 °C. The results were then further verified using agarose gel
electrophoresis and after a statistical evaluation, they were the subject of discussion.
The horsehair with the hair bulb was determined as the most appropriate material for DNA

isolation from horses, because of the greatest DNA yield.

Keywords: hucul horse, DNA, methods of isolation, horsehair, statistical evaluation
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1. Uvod

Huculsky kun je skromné a drsné plemeno, které je cenéno predevSim pro svou
houzevnatost a odolnost vii€i nepiiznivym podminkam. Pro tyto vlastnosti byl huculsky kan
v roce 1993 zatazen do genovych zdrojit CR (Asociace chovateltl huculského kong 2009).

Aby bylo mozné provadét genetické analyzy a dal hloubéji poznéavat nejen toto plemeno,
je tieba ziskat od jedincti biologicky material, ze kterého lze izolovat DNA. Diky neustalému
pokroku a vyvoji v oblasti molekuldrni genetiky je mozné vyuzivat pro izolaci DNA materidly
odebirané neinvazivnimi metodami a ziskdvat znich dostatené mnozstvi kvalitni DNA
(Beja-Pereira et al. 2009). Neinvazivni metody odbéru vzorki jsou vyhovujici i pro chovatele,
jelikoZ ti mohou provadét odbér sami bez pfitomnosti veterinarniho 1ékafte.

Pro samotnou izolaci DNA a nésledné analyzy je nutné, aby odebrany biologicky
material obsahoval dostate¢né mnozstvi DNA v uspokojivé Cistoté. Ziskana koncentrace DNA
je zavisla na zvolené metod¢ izolace DNA a na konkrétnim typu materialu.

V soucasnosti je k dispozici velké mnoZstvi metod slouZicich k izolaci DNA. Mezi
faktory ovliviiujici volbu metody je mozné fadit Casovou a finanéni narocnost postupu,
laboratorni vybaveni jednotlivych pracovist’ a také potfebné mnozstvi DNA k dal§im analyzam.
Nejcastéji vyuzivané metody izolace DNA jsou napt. fenol-chloroformova extrakce, izolace
pomoci Chelexu, izolace pomoci magnetickych ¢astic a metoda adsorpce na silikat, na které je
zaloZena vétSina komercné dostupnych kitli. Pfed zahdjenim experimentu je vZdy tfeba peclivé
zvazit vybér vyhovujici metody pro izolaci DNA.

S ohledem na welfare koni je vhodné pro ziskdni DNA vyuzivat neinvazivni metody
odbéru vzorkl. Mezi nejcastéji pouzivané materidly pro izolaci konské DNA, ziskavané
neinvazivnim zplsobem, patfi Ziné¢ schlupovymi cibulkami, stéry bukélni sliznice
a exkrementy. Volba materidlu zavisi na manudlni a casové narocnosti odbéru, podminkach
uchovani vzorkli, moznostech prepravy a zejména na mnozstvi a kvalité vyizolované DNA.

Pro ziskani co nejlepSich vysledki je tfeba zvolit vhodnou kombinaci metod izolace
DNA a uzitého materidlu. V této praci byla provedena izolace DNA pomoci komer¢nich kitl
ze tii typt vzorkl a statistickym porovnanim vysledkii byl stanoven nejvhodnéjsi material pro

izolaci konské DNA.



2. Védecké hypotézy a cil prace

2.1 Védecké hypotézy

Na zacatku feSeni bakalaiské prace byly vytyCeny nasledujici hypotézy:

1. Dlouhodobym uchovdvanim vzorki DNA pfi teplot¢ —20 °C nedochézi k jejich
degradaci a k fragmentaci DNA.

2. Dlouhodobym uchovavanim vzorkt exkrementt pti teploté —20 °C se méni koncentrace

izolované DNA.

3. Mnozstvi vyizolované DNA pomoci komercnich kitd nezavisi na jednotlivém zvifeti

ani na typu odebraného materialu.

2.2 Cil prace

Literarni reSerSe méla za cil pfinést soucasné literarné prezentované poznatky o plemeni
huculsky kan, shromézdit teoretické informace o metodach vyuZzivanych k izolaci DNA
a o metodach analyzy DNA. Zaroven bylo cilem ziskat a porovnat teoretické informace

o ruznych typech biologickych materialii vhodnych pro izolaci koniské DNA.

V experimentalni Casti prace bylo cilem izolovat DNA ze tfech typii neinvazivné
odebiranych biologickych materialti od vybranych 20 genotypi huculskych koni. Na zakladé
naméfenych vysledkii bylo tkolem statisticky vyhodnotit kvalitu a kvantitu ziskané DNA
a zjistit, zda mnozstvi vyizolované DNA zavisi na typu materidlu a na konkrétnim zvifeti. Pro
vyuzitelnost vysledkl v praxi bylo cilem prace experimentalné ovéfit, zda se u jednotlivych

typt vzorki méni koncentrace DNA pfi jejim dlouhodobém skladovani pii teploté —20 °C.



3. Literarni reSerse

3.1 Huculsky kun

3.1.1 Historie plemene

Huculsky kti je horské plemeno, pochazejici z oblasti Karpatského oblouku (Asociace
chovatelil huculského koné 2009). Tézké horské podminky mély vliv na jeho vysku a primitivni
vzhled (Komosa & Purzyc 2009). Jedna se pravdépodobné o nejpiiméjsiho potomka divokého
kon¢ evropského — tarpana. Diky tomu, Ze mista obyvana huculy nelezela na hlavnich trasach
asijskych najezdti do Evropy, zistala dlouho krev huculi téméf nedotCena kiizenim (Leisky
1999).

Hucul$ti koné se piivodné chovali v drsnych a skromnych podminkéch Karpat bez
velkych zasaht ¢loveéka. V roce 1856 byl ziizen prvni huculsky hieb¢in Lucina, ktery mél
za cil zlepSovat vlastnosti tohoto horského plemene (Hucko 1996).

Prvni polovina 20. stoleti je povazovana za zacatek systematického chovu huculd,
hlavné pro ucely armady. Huculové byli hojné vyuzivani v obou svétovych valkach, béhem
kterych utrpé&lo toto plemeno obrovské ztraty. Po druhé svétové valce hrozilo v Ceskoslovensku
dokonce vyhynuti huculského koné (Leisky 1999). Za uc¢elem zmohutnéni télesného ramce
koni dochazelo k ¢astému kiizeni s fjordskymi hiebci. S genovou eliminaci fjordské krve
se chovatelé potykaji dodnes (Radvan 2001). V roce 1979 byl huculsky kiin zapsan
do genofondu plvodnich a primitivnich plemen hospodatskych zvifat FAO a nasledné byl
v roce 1993 zatazen do genovych zdroji CR (Asociace chovatelti huculského kon& 2009).
V roce 1994 vznikla Mezindrodni organizace huculského koné HIF, jejiz cilem je vytvaret
chovatelské cile a podporovat a koordinovat ¢istokrevny chov tohoto plemene (Kusza et al.

2013).

3.1.2 Charakteristika plemene

Typicky huculsky kin je dlouhovéky, tvrdé konstituce, nesouci co nejuplnéjsi
genetickou informaci svého plemene. Dospivd v péti az Sesti letech a doziva se tficeti,
vyjimecné 1 vice let (Asociace chovateli huculského kon¢ 2009). Ve srovnani s plemenem
Konik maji huculsti koné silnéjsi kosti, kratsi trup a jsou praimérné vyssi (Komosa & Purzyc
2009).

Nejcastéjsim zbarvenim je mezi huculy hnéddk nebo plavak, typickym znakem je

vyrazny thoii pruh na hibeté (Asociace chovatelti huculského koné 2009). U tohoto plemene
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nejsou povoleny odznaky na hlavé ani na koncetinach. Zbarveni ryzak je povazovano za diikaz,
ze jde o jedince s piimési cizi krve (Radvan 2000). Typicky predstavitel plemene huculsky kun
je zobrazen na obrazku 1.

Mezi cenéné povahové vlastnosti huculti patii psychickd odolnost, vyrovnanost
a klidné¢j8i temperament. Hucul je plemeno skromné a nenaroc¢né, zaroven velmi vytrvalé

a vykonné pii praci hlavné v terénu nebo v tahu (Asociace chovatelii huculského koné 2009).

e S 3

Obrézek 1: klisna Nadia Goral 71/786 (Zpravodaj HUCUL 2019)

3.1.3 Souéasny stav populace v CR

Mezi cCistokrevné huculské koné lze dnes zaradit pouze klisny a hiebce, jejichz
rodokmen v matefské Casti sméfuje az k mezindrodné uznanym zakladatelkdm
plemene (Jelinek 2016). Populace huculskych koni zapsanych v plemenné knize Ceské
republiky se v soucasné dob¢ vratila na uroven roku 2003 a s poctem 422 klisen mé nadale
klesajici charakter (Zpravodaj HUCUL 2019). Mezi lety 1990-2013 byl primérny pocet
hiebcti a klisen ro¢né zapsanych do plemenné knihy 47, respektive 81. Nejvice hiebct (90)
a klisen (143) bylo registrovano v roce 1997 (Vostra Vydrova et al. 2015).

Vékova struktura zakladniho stdda klisen v roce 2018 byla 18,05 rokl. Neptiznivy obrat
stada a stale se zvySujici v€kovy prumér patii mezi vyznamné problémy soucasné populace

huculi chovanych v Ceské republice (Zpravodaj HUCUL 2019).
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Primérna hodnota stupné inbreedingu v populaci 501 huculskych koni narozenych
na uzemi CR mezi lety 1996-2010 byla Fx)= 5,35 %. U vice nez 28 % huculii byl koeficient
piibuznosti vyssi nez 6,25 % a u 4 % populace byl vyssi nez 12,5 % (Vostra Vydrova et al.
2015). Podrobné¢jsi hodnoceni koeficientu inbreedingu je zobrazeno v grafu 1. Graf zobrazuje
pramérné hodnoty inbreedingu u huculskych koni chovanych na naSem uzemi mezi lety
1903-2013. Na ose x jsou vyneseny roky narozeni koni, osa y zobrazuje hodnoty inbreedingu.
Nejveétsi pokles byl zaznamenan v roce 1925, kdy dosSlo ke snizeni primérné hodnoty
koeficientu inbreedingu v diisledku nizkého poctu registrovanych koni. Od roku 1988 je mozné
pozorovat trvaly nartst primérné hodnoty koeficientu inbreedingu, v roce 1998 byla

ptekrocena hranice 6,25 %.

Graf 1: Primérné hodnoty koeficientu inbreedingu podle roku narozeni koni
(Vostrad Vydrova et al. 2015)
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Vysoké hodnoty inbreedingu znaci ztratu genetické variability, coz vede k negativnimu
ovlivnéni kondi¢nich vlastnosti a zvySenému vyskytu fenotypovych vad (Vostra Vydrova et al.
2015). Primérny koeficient ptibuznosti klisen zapsanych v plemenné knize v roce 2018 ¢inil
Fx) =2,878 %. Ze zcela neptibuzné plemenitby pochazelo z celého chovu pouze 12,55 % klisen
(Zpravodaj HUCUL 2019).

Naopak Kusza et al. (2013) popisuji ve studii, provadéné na huculskych konich
z Mad’arska, Rakouska a Slovenska, vysoky stupenl genetické variability. V jejich praci bylo
testovano 71 jedinctl, u kterych byl vypocitan stupenn heterozygotnosti ho = 0,706. Autofi
poukazuji na nizky koeficient inbreedingu, nizky nebo zadny selek¢ni tlak a vysoky pocet alel

u sledované skupiny.
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3.2 Genom koné

Veskera DNA nachazejici se v bunice tvoii genom. U eukaryotické bunky se genom
sklada z nékolika Casti. Nejveétsi ¢ast genomu je ulozena v jadre a predstavuje jaderny genom.
V buiice se dale nachazi mimojaderna DNA, ktera je v pfipadé zivoc€isné DNA uloZena
v mitochondriich a nazyva se mitochondrialni genom (Flegr 2009).

DNA je ulozena na né€kolika nezavislych nosic¢ich — na jednotlivych chromozomech.
Soubor vSech chromozomu v bunééném jadie se nazyva karyotyp, pficemz kazda somaticka
burka v zivo¢isném organizmu ma konkrétni, druhove specificky, pocet pari autozomu a jeden
par gonozomu — pohlavnich chromozomi (Flegr 2009; Snustad et al. 2017).

Karyotyp koné (Equus caballus Linnaeus, 1758) tvoii 64 chromozomi. Sklada
se z 13 metacentrickych autozomalnich pari, 18 akrocentrickych autozomalnich part a jednoho

paru pohlavnich chromozomi (Murray 2002). Obrazek 2 zobrazuje porovnani karyotypu

klisny a hiebce.
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Obréazek 2: Porovnani karyotypu klisny (9) a hiebce (&) (Iannuzzi et al. 2014)
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Prvni kompletni sekvence genomu koné byla zvetejnéna v roce 2007 pod ndzvem
EquCab 2 (Wade et al. 2009). Pro sestaveni byly pouzity nejlepsi dostupné metody
genomového sekvenovani té doby, 1 pres to vSak obsahovala urcité nepiesnosti. V roce 2018
byla pfedstavena nova verze EquCab 3, ktera mnohonasobn¢ snizila mnozstvi chyb¢jicich dat
z 42 304 v EquCab 2 na 3 771 (Kalbfleisch et al. 2018).

Velikost kofiského genomu je 2,5 miliardy parti bazi (Gpb), je tedy o néco vetsi nez psi
genom (2,3 Gpb) a mensi nez lidsky genom (2,9 Gbp) (Wade et al. 2009). Genom kon¢ obsahuje
20 955 kodujicich genti, 9014 nekodujicich genti a 402 pseudogent (Ensembl release 99 2020).
Velka ¢ast genomu je tvofena repetitivnimi sekvencemi, které byly rozdéleny na nékolik typa.
Patfi mezi né minisatelity, mikrosatelity, a satelity, SINEs, LINEs a telomerové sekvence.
Tyto opakujici se fragmenty jsou klicové dulezit¢ pii individualni identifikaci jedince,
rodi¢ovskych analyzach nebo pii studovani vyvoje plemen (Bowling & Ruvinsky 2000).

Mikrosatelity neboli short tandem repeats (STRs) jsou povazovany za tradiéni DNA
markery. Jedna se o kratké repetitivni tiseky dlouhé obvykle 2—4 bp, které jsou rozptyleny
v celém genomu (Bowling & Ruvinsky 2000). V soucasnosti se stale Castéji vyuzivaji
jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphisms — SNPs), které jsou vysoce
multiplexni a umoznuji snadné&jsi standardizaci a sdileni mezi laboratofemi (Holl et al. 2017).

Holl et al. (2017) pouzili metodu jednonukleotidovych polymorfismt pfi identifikaci
skutecnych part rodi¢li a potomkii u vzorku 388 koni 35 riznych plemen. Identifikace probéhla
s Uuspé&Snosti 99,9 %, avSak autofi zmifuji potiebu vyuziti sekundarniho panelu DNA markeri
v ptipad¢, Ze jsou rodiCe blizci piibuzni.

Ke zjisténi otcovskych linii se do nedavna pouzivaly Casto netiplné nebo chybné tdaje
o pivodu. Felkel et al. (2019) aplikovali metodu kédovani Y chromozomu ve stejném rozliSent,
ve kterém je pouZivana u lidi a polozili tak zéklad pro studium otcovskych linii predkl koni
v celosvétovém méftitku.

Ve studii Wade et al. (2009) byla pii porovnani chromozom koné a ¢loveka zjisténa
podobnost na 17 chromozomech (53 %). Kuan se tak jevi jako vhodny modelovy druh pro
vyzkum dédi¢nych onemocnéni, kterych ma s ¢lovékem spolecnych vice nez 90. Patii mezi né

napiiklad neplodnost, néktera zanétliva onemocnéni nebo svalové poruchy.

3.3 1Izolace DNA

Izolace DNA je z4dsadnim krokem ve vétSiné molekularné biologickych studii, protoze
vSechny dal$i postupy zavisi na kvalité ziskané DNA (Beja-Pereira et al. 2009). Cilem izolace

je ziskédni vzorku DNA ze zkoumaného biologického materidlu pomoci kombinace
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chemickych a fyzikdlnich metod. Vzhledem k tomu, Ze existuje velké mnozstvi metod pro
izolaci a purifikaci nukleovych kyselin, voli se obvykle vhodna technika na zékladé vice
faktorti. Mezi tyto faktory patii cilova nukleova kyselina a jeji potfebné mnozstvi, organismus,
ze kterého vzorky pochézi, vlastnosti vychozi tkan¢ a také ¢asova a financni naro¢nost postupu
(Roche Diagnostics 2011).

Bez ohledu na to, jakd metoda je zvolena, postupuje se pii izolaci genomové DNA
v nékolika urcitych krocich. Zakladem izolacnich metod je rozruseni bunék biologického
materidlu, rozvolnéni jejich obsahu, odstranéni kontaminanti a vSech ostatnich slozek kromé

extrahované nukleové kyseliny (Brown 2016).

3.3.1 Metody izolace DNA

3.3.1.1 Fenol-chloroformova metoda

Metoda fenol-chloroformové extrakce byla nejrozsitenéjsi pred 10-15 lety.
V soucasnosti je pouzivdna jen ziidka, hlavn¢ kvili €asové ndro€nosti postupu a praci
s nebezpecnymi organickymi Cinidly (Beja-Pereira et al. 2009).

Fenol-chloroformova extrakce je tzv. liquid-liquid metoda. Principem je rozdilna
rozpustnost DNA ve vodné fazi oproti rozpustnosti ostatnich makromolekul a dalSich
bunécnych slozek v organické fazi (Zumbo 2012).

Postup izolace DNA zacina pfidanim smési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu
k vodnému roztoku lyzovanych bun€k. Chloroform se jako organické rozpoustédlo nemisi
s vodnym roztokem buné¢ného lyzatu, a tak dojde k rozdé€leni smési na dvé faze. V horni vodné
fazi se nachazi nukleové kyseliny, ve spodni organické fazi jsou zbylé buné¢né makromolekuly.
Dtkladnym protiepavanim je docileno denaturace proteinti ve vodné fazi fenolem. Fenol
smichany s chloroformem je pfisraZeni proteinti u¢inngjsi nez fenol samotny. Nésleduje
centrifugace roztoku, po jejimz skonceni se mezi vodnou a organickou fazi objevuje
tzv. interfaze, tvorend bilym prstencem ze srazenych proteini. Horni vodna faze s nukleovymi
kyselinami je prenesena do Cisté zkumavky a cely proces se opakuje tak dlouho, dokud
se nepiestane objevovat interfaze se srazenymi proteiny. Stopy fenolu, které¢ se mohou nachézet
ve vodné fazi, je tfeba extrahovat z roztoku smési chloroformu a isoamylalkoholu, nej¢astéji
v poméru 24:1. Nukleové kyseliny jsou nésledné vysrazeny pomoci koncentrovaného ethanolu
nebo izopropanolu. Pokud je cilem ziskat ¢istou DNA, musi byt RNA odstranéna pisobenim

RNézy (Sambrook et al. 1989; Zumbo 2012).
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Modifikaci této metody, pfidanim roztoku pro odstranéni inhibi¢nich latek, pouzili
Janabi et al. (2016) pfi izolaci DNA z exkrementli koni. Porovnavali ji s extrakci pomoci
PowerFecal® DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc., USA). Z vysledki jejich prace
vyplyva vyrazné¢ vyssi koncentrace DNA pii pouziti fenol-chloroformové metody. Také
Zabek et al. (2005) popsali vyssi vytéznost DNA pfi izolaci z koniskych zini pomoci
fenol-chloroformové metody nez pii izolaci komerénimi kity.

Tuto metodu pouzili i Santos et al. (2010) pfi porovnavani vytéznosti DNA z krve
aplicni tkan€ u koni. Ve svém vyzkumu stanovili jako nejvhodnéjsi kombinaci pro izolaci DNA
fenol-chloroformovou metodu a pouziti vzorkd z plicni tkdn€. Tato kombinace piinesla
nejvyssi koncentraci DNA a zaroven 100% uspésnost amplifikace. Jako nevyhodu této metody

autofi uvadi ¢asovou naro¢nost postupu a praci s chemikaliemi.

3.3.1.2 Chelex

Extrakce DNA pomoci Chelexu je oblibena hlavné pro svou rychlost a jednoduchost.
Cely proces probihd v jedné zkumavce, diky ¢emuz hrozi minimalni riziko kontaminace
vzorku. Pii extrakci pomoci Chelexu neni tieba pouzivat organicka rozpoustédla ani jiné
toxické latky, proto je metoda Setrnd k zivotnimu prostiedi. Nevyhoda metody spociva
pfedevsim v neschopnosti Chelexu odstranit inhibitory PCR, které mohou zptisobovat
komplikace pti dal$im zpracovani DNA (Phillips et al. 2012).

Chelex je pryskyfice tvofena ze styren divinylbenzen kopolymeru. Obsahuje parové
iminodiacetatové ionty, které pusobi jako chelatory a maji schopnost navazat polyvalentni
kovové ionty. Afinita Chelexu ke dvojmocnym iontiim (jako je Ca®", Mn** a Mg?") je asi 5000x
vetsi nez k jednomocnym (Bio-Rad Laboratories 2000).

Vazba Chelexu na kationty a jejich odstranéni béhem procesu izolace DNA zabranuje
poskozeni nukleovych kyselin pfi zahtati na vyssi teplotu (95-100 °C). Navic vychytavanim
Mg** iontii dochazi k inaktivaci nukleaz a tim je zamezeno degradaci DNA (Polski et al. 1998).

Princip izolace zahrnuje fyzickou homogenizaci vzorku a nasledné povareni suspenze
bunck v 5% roztoku Chelexu. Alkalita roztoku Chelexu (pH 10-11) a vystaveni teplotam
95-100 °C vedou k naruseni bunéfnych membran a k denaturaci DNA. Po centrifugaci
se na dné zkumavky usadi pryskyfice se zbytky bunéénych komponent a nésledné je mozné
odebrat supernatant obsahujici DNA. Ten se da pouzit ptimo pro PCR amplifikaci, je vSak
nutné zamezit kontaktu PCR reakce s pryskyfici, jelikoz Chelex PCR inhibuje (Walsh et al.
1991; Capkova Frydrychova et al. 2013).
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Walsh et al. (1991) se ve své praci vénovali extrakci DNA ze spermatu a krve pomoci
ptipravku Chelex 100. Vysledky ukazuji metodu stejné tU¢innou jako pouziti

fenol-chloroformové extrakce.

3.3.1.3 Magnetické castice

Diky svym magnetickym schopnostem jsou magnetické ¢astice Siroce vyuzivany jako
univerzalni nastroj k izolaci nukleovych kyselin, bilkovin a peptidii. Uplatnéni nachazeji v fadé
biomedicinskych a biotechnologickych oborii. Vyuzivaji se napiiklad k zobrazovani pomoci
magnetické rezonance, pro cileny transport 1éCiv, k reparaci tkani, magnetickému znaceni
bunék a k izolaci biomolekul (Hsing et al. 2007).

Magnetické Castice jsou kulovité utvary o velikosti 5 nm—100 pm, tvofené kovovym
jadrem. Jadro se sklada nejcastéji z maghemitu (y-Fe20s3) nebo magnetitu (Fe3Oa), ale mize byt
tvofeno 1 zlatem. Okolo jadra se nachéazi tenkd vrstva, vétSinou tvofend magnetizovatelnou
celulozou, jejiz povrch je modifikovan pro navazani specifickych molekul (Hsing et al. 2007).

Princip této metody spociva v tom, Ze za ptitomnosti nékterych chemikalii a soli (NaCl)
o urcité koncentraci, jsou magnetické ¢astice schopny adsorbovat nukleové kyseliny. Jako zdroj
DNA mohou slouzit télni tekutiny, tkdn¢, bunky nebo bakteridlni lyzaty obsahujici plasmidy
(Nargessi 2005).

Izolace DNA zacina pfidanim magnetickych Castic do vzorku, ve kterém se na né
navazou cilené nukleové kyseliny. Takto modifikované magnetické Castice se magnetem
pritdhnou ke sténé zkumavky a zbyly roztok, ve kterém zlistaly nenavazané¢ molekuly DNA,
se odstrani (Huska et al. 2008). V dalSim kroku probihéd uvolnéni magnetickych Castic s DNA
z magnetu a opakované promyvani promyvacim pufrem. Po odstranéni tohoto pufru nasleduje
uvolnéni DNA od magnetickych ¢astic v eluénim pufru. Pomoci magnetického separatoru jsou
odstranény magnetické ¢astice a elucni pufr s DNA je ptenesen do nové zkumavky (Nargessi
2005).

Nespornou vyhodou této metody je jednoduchost a rychlost, cely proces izolace je
mozné dokoncit do 30 minut. Oproti konvenénim metodam zaloZenym na centrifugaci a filtraci
hrozi pfi této metod€ mensi riziko fyzikdlniho nebo biologického poskozeni molekul. Zaroven
je tato metoda Setrné k Zivotnimu prostiedi, jelikoz pfi ni neni potieba velké mnoZstvi toxickych

chemikalii (Zhou et al. 2013).
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3.3.1.4  Adsorpce na silikat

Metoda je zalozena na vysoké afinit¢ zaporné nabit¢ DNA ke kladné nabitym
silikatovym casticim. Kationt sodiku pfitahuje negativné nabity kyslik fosfatové skupiny
nukleové kyseliny (Tan & Yiap 2009). Vazba DNA na silikatovy povrch probihd za pfitomnosti
chaotropnich soli. Mezi nejcasteji pouzivané soli patii jodid sodny (Nal), chloristan sodny
(NaClO4), guanidin hydrochlorid (GuHCI) a guanidin isothiokyanat (GuSCN) (Melzak et al.
1996). Chaotropni soli zasahuji do vnitromolekularnich interakci nukleovych kyselin a tim
usnadnuji vazbu DNA na silikat (Shaw et al. 2009).

Silikatova matrice mize existovat ve 2 formach, bud’ ve formé volnych silikatovych
¢astic nebo ve formé silikdtové membrany v centrifugacni kolonce.

Pti izolaci DNA pomoci silikdtovych €astic proces zacind homogenizaci a purifikaci
vzorku. K roztoku nukleovych kyselin jsou pfidany chaotropni soli, suspenze silikatovych
¢astic a pufr pro udrzeni konstantni hodnoty pH. Pro usnadnéni navazani DNA na castice je
smés dikladné protfepana. Silikatové ¢astice se nechaji usadit na dn€ zkumavky (tento krok je
mozné urychlit centrifugaci) a extrakéni pufr se zbytky bunééného materidlu je odstranén
odsatim. Nasleduje opakované promyvani pufrem s obsahem chaotropnich soli. Znovu
se zopakuje proces centrifugace, usazeni ¢astic na dné zkumavky a odsati prebyte¢ného pufru.
Po odsati zlistane na silikatovych ¢asticich ¢istda DNA. Tu je mozné uvolnit promytim vodou
nebo vhodnym pufrem bez chaotropnich soli. Po kone¢ném odstfedéni ziistanou na dné€ usazené
samotné¢ silikatové Castice a nad nimi Cisty roztok DNA (Melzak et al. 1996; Shaw et al. 2009).

Na principu absorpce na silikdtovou membranu funguje vétSina komeréné dostupnych kitt.
3.3.1.5  Komer¢ni kity

K vyraznému urychleni a usnadnéni extrakce DNA pfispély komer¢ni izolacni kity.
Jedna se o soupravy, které obsahuji vSechny pro extrakci potfebné roztoky a sterilni pomtcky,
jako jsou zkumavky a kolonky. Navody k pouziti téchto souprav obvykle uvadéji detailni
postup izolace z riznych typl biologického materidlu (naptiklad z krve, chlupovych cibulek
nebo stéril bukalni sliznice), Casovy rozpis tikontli a seznam potiebného pfistrojového vybaveni
laboratoie. Nevyhodou komerc¢nich kit je jejich vyssi cena a nespolehlivost pii potiebé vysoké

vynosnosti a Cistoty DNA.
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3.4 Metody analyzy DNA

3.4.1 Spektrofotometrie

Nejjednodussi a nejvice pouzivany zpisob posouzeni kvality a kvantity
vyextrahovanych nukleovych kyselin je spektrofotometrie. Tato metoda spociva ve schopnosti
latek absorbovat svétlo pii rtiznych vinovych délkach. Pro zjisténi Cistoty DNA se pouziva
meéieni poméru absorbance ultrafialového svétla pti vinovych délkach 260 a 280 nm, respektive
260 a 230 nm (Brown 2016). Vysoce Cista DNA je charakterizovana jako takova, jejiz hodnota
pomeéru absorbanci A260/280 se pohybuje v rozmezi 1,8-2,0. Pii poméru A260/230 se za Cisty
vzorek DNA povazuje ten s hodnotou mezi 2,0-2,2 (Wilfinger et al. 1997). Na mnozstvi
UV zéfeni absorbovaného roztokem je piimo zavisla koncentrace DNA ve vzorku, udavana
nejcasteji v ng/ul (Brown 2016).

Matlock (2015) uvadi nékolik obvyklych piipadi, kdy dochazi ke zméné hodnot
absorbanci na zaklad¢ kontaminace vzorku necistotami. Ke snizeni hodnot poméru absorbanci
A260/230 dochazi, pokud jsou po extrakci ve vzorku pfitomna rezidua fenolu nebo guanidinu.
Ke srazeni vyextrahované DNA je ¢asto pouzivan glykogen, jehoz rezidua také snizuji hodnotu
tohoto poméru absorbanci.

Nizké hodnoty poméru absorbanci A260/280 naznacuji, Ze byl vzorek kontaminovan
proteiny nebo reagenty pouzitymi pii extrakci, napifiklad fenolem. DalSim faktorem, ktery
zpisobuje sniZeni tohoto poméru, je velmi nizk4 koncentrace (> 10 ng/ul) nukleovych kyselin
ve vzorku.

Pouziti nevhodného roztoku pro kalibraci spektrofotometru mize vést k odchylkam
od stanovenych hodnot absorbanci.

Pfi izolaci RNA zkoumali Wilfinger et al. (1997) pH roztoku pouzitého pro
spektrofotometrickou analyzu a jeho vliv na kvalitu a kvantitu extrahované RNA. Jejich prace
prokazala, ze pH a iontova sila pufru znacné€ ovliviuji vynosnost nukleovych kyselin. Roztoky
pouzité pii spektrofotometrii by mély mit dostate¢nou pufrovaci schopnost pro udrzeni pH > 8.

Zhou et al. (1996) zminuji vyrazné snizeni pomért A260/280 1 A260/230 pti zasoleni

vzorki, ke kterému dochazi pti nékterych technikach izolace nukleovych kyselin.
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3.4.2 Elektroforéza

3.4.2.1 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza patii k nejprakti¢téjSim a nejvice vyuzivanym separacnim
technikdm DNA, RNA a proteinti v molekularni biologii. Principem elektroforézy je pohyb
fragmentti nukleovych kyselin v elektrickém poli v z&vislosti na jejich velikosti (Brown 2016).

Prvni krok elektroforézy spo¢iva v zatuhnuti gelu tak, aby se v ném vytvortily jamky,
do kterych je nasledn¢ umistén vzorek se zkoumanymi makromolekulami. Poté je gel ponofen
do roztoku vodivého pufru a pfipojen k elektrickému zdroji (Snustad et al. 2017). Jelikoz
molekuly nukleovych kyselin obsahuji zaporné nabitou fosfatovou skupinu, pohybuji se gelem
od katody k anod¢ (Hartwell et al. 2018).

Nejcastéji je vyuZzivan agardzovy nebo polyakrylamidovy gel. Gel si Ize predstavit jako
sit’, pfes kterou musi molekuly nukleovych kyselin projit, aby se dostaly ke kladné nabité
elektrodé. Mensi molekuly se pohybuji gelem rychleji, proto se koncentrace a sila gelu voli
v zavislosti na predpokladané velikosti fragment (Ruml et al. 2002).

Agarozovy gel se pouziva pii separaci velkych makromolekul jako jsou pravé nukleové
kyseliny. Koncentrace gelu mize byt riznd, bézné se pouziva 1% az 3%. Obecné plati, ze ¢im
vyssi je koncentrace agar6zy, tim mensi je rychlost separace molekul (Jeppson et al. 1979).

Pro separaci menSich tsekiit DNA (> 100 bp) je uzivan polyakrylamidovy gel. Gelova
matrice je zde tvofena volnymi radikaly, pfi jejichZ vyS$$i koncentraci gelem prochazi pouze

malé fragmenty DNA (Lee et al. 2012).

3.4.2.2 Kapilarni elektroforéza

V molekuldrni genetice je kapilarni elektroforéza vyuzivana pii fragmentacni analyze
a sekvenovani DNA. Jedna se o modifikaci klasické gelové elektroforézy, pti které jsou
kapilary naplnény elektrolytem nebo gelem, jak je tomu v ptipadée separace nukleovych kyselin.
Princip metody je podobny jako u klasické gelové elektroforézy, jen se ¢astice nepohybuji
v roving, ale prochdzeji tenkou trubici — kapilarou. Po pfipojeni ke zdroji elektrického napé&ti
vznika v kapilafe elektroosmoticky tok a slozky roztoku jsou oddéleny elektrickym polem
(Kahl 2015).

Tato metoda byla vyuZzita pfi sekvenovani lidského genomu, kde hrala velkou roli
automatizace celého procesu a stim spojend vysoka UcCinnost a rychlost metody

(Karger & Guttman 2009).
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3.4.2.3  Vizualizace gelu

Nejcastéjsim zpusobem vizualizace molekul nukleovych kyselin po dokonceni
elektroforézy je obarveni gelu. Gel se barvi fluorescen¢nim barvivem zvanym ethidium bromid,
ktery se specificky vaze na nukleové kyseliny. Svoji plochou molekulou se za¢leni mezi ploché
pary bazi DNA a vytvofi tak spole¢ny komplex. Fragmenty DNA pak pod ultrafialovym
zatfenim oranzov¢ fluoreskuji (Hartwell et al. 2018). Ackoli je ethidium bromid hojné vyuzivan,
jedna se o mutagen a toxin. Radi se mezi nebezpeény odpad a pii manipulaci s nim je tieba dbat
zvySené opatrnosti (Huang & Fu 2005).

Je nutné pocitat s tim, Ze navazanim barviva na molekulu DNA je ovlivnén jeji naboj
a pohyblivost v gelu az o 15 % (Lee et al. 2012).

Alternativou pro barveni nukleovych kyselin je skupina fluorescenc¢nich kyaninovych
barviv, znamych pod komerénim oznacenim SYBR. SYBR Gold a SYBR Green I jsou vysoce
citlivd barviva s mensi toxicitou nez ethidium bromid, jsou ovSem vyrazné drazsi. Skupina
SYBR barviv nefunguje optimalng, pokud je pfidavana ptimo do gelu, je tedy nutné gel
po probéhlé elektroforéze obarvit dodatecné (Lee et al. 2012). Mezi vyhody SYBR barviv patfi
odrazeni pod modrym svétlem, ¢imz odpada riziko poskozeni DNA UV zafenim (Huang & Fu

2005).
343 PCR

PCR neboli polymerazova fetézova reakce je jednoduchéd amplifikaéni technika, ktera
umoziuje ziskat dostatecnou zasobu specifického segmentu DNA z velmi malého mnoZstvi
vychoziho materidlu. Tato metoda se stala nepostradatelnym nastrojem v biologické védé.
Uplatnéni nachdzi pti klonovani genii pro dalSi biochemické analyzy, ve forenzni genetice
a velmi dileZitou roli hraje také v prenatalni diagnostice (Lorenz 2012).

Princip metody spociva v mnohonasobném zkopirovani kratkého useku molekuly DNA
pomoci enzymu DNA polymeraza (Brown 2016). ZmnoZeni genti a dalSich sekvenci DNA je
provadéno v in vitro podminkéch, coz umoziiuje amplifikovat sekvence vice nez milionkrat
béhem nékolika hodin (Snustad et al. 2017).

Metodu lze pouzit pro libovolny tsek libovolné molekuly DNA, podminkou je vSak
znalost okrajovych sekvenci tohoto useku. Na zdklad¢€ znalosti téchto sekvenci se navrhnou
kratké oligonukleotidy neboli primery, které se vramci komplementarity bazi paruji
s templatovou DNA, jeden z kazdé strany dvousroubovice. Primery zaroven ohranicuji usek,

ktery bude amplifikovan (Brown 2016). Navrhnuti vhodnych primert je pro Gsp&Snou PCR
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reakci klicové. Maji obvykle délku 15-30 bazi a je tfeba zvolit je tak, aby nasedaly co nejblize
z obou stran amplifikovaného useku (Lorenz 2012).

Polymerazova tetézova reakce obsahuje ti1 zdkladni kroky, které se v rychlém sledu
mnohokrat opakuji. Celé reakce probiha v automatickém pfistroji zvaném termocykler.

Prvnim krokem PCR je denaturace, pii nizZ jsou rozruseny vodikové mustky a dochazi
k rozdéleni fetézci dvouSroubovice DNA. Denaturace probihd zahfivanim pii teploté
92-95 °C, doba se lisi podle délky primert, faddové se jednd o desitky sekund. Prvni zahtivani
trva vétsinou delsi dobu, aby doslo k uplnému odd€leni fetézct (Brown 2016).

V druhém kroku dochazi k zchlazeni vzorku na 50-60 °C a navazani
oligonukleotidovych primerti na denaturovana vlakna DNA (annealing). Ideélni teplota pro
pfipojeni primert zavisi na poctu a sekvenci bazi, ze kterych jsou slozeny. Ptili§ nizka teplota
teplota zase zamezuje amplifikaci (Snustad et al. 2017). Innis et al. (1990) se pti standardni
PCR reakei priklani ke zchlazovani vzorkd na teplotu 55 °C. Doba annealingu se pohybuje
v desitkach sekund v zavislosti na délce primerd.

Tteti krok spociva v prodluzovéani novych fetézcii DNA (faze elongace). Nejprve dojde
ke zvyseni teploty na 70-72 °C a nasledné je zahajena syntéza fetézcl termostabilni
polymerazou. DNA-polymeraza piipojuje k jednomu konci kazdého primeru volné nukleotidy
a vlakno denaturované DNA slouZi jako templat (Innis et al. 1990; Brown 2016).

Cely cyklus, slozeny z vyse popsanych krokt, se opakuje obvykle 20-30x. Pocet kopii
roste exponencialné, jelikoZ v dalSich cyklech jako templaty slouZi i nové nasyntetizované
fetézce DNA. Po tficeti cyklech je tedy mozné ziskat az miliardu kopii dané sekvence DNA
(Snustad et al. 2017).

K syntéze fetézci DNA se diive pouzivala DNA-polymeraza I ziskdvand z bakterie
Escherichia coli (Migula, 1895), ta vSak byla vZdy béhem denaturace inaktivovana vysokou
teplotou a v prib¢ehu tietiho kroku kazdého cyklu se musela opétovné ptidavat. Automatizaci
a zdokonaleni PCR techniky pfinesl objev termostabilni DNA-polymerazy Taq-polymeraza,
kterd je ziskdvana izolaci z termofilni bakterie Thermus aquaticus Brock & Freeze, 1955

(Lorenz 2012).
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3.5 Typy vzorkii pro izolaci DNA
3.5.1 Zing

Sbér zini a chlupl patii mezi Casto pouzivané neinvazivni metody odbéru vzorka pro
molekularni analyzy. Pro analyzy u voln€ Zijicich zvifat je sbér chlupii v terénu Casto jedina
moznost, jak ziskat jejich DNA (Taberlet & Luikart 1999).

Pro ziskani dostatecného mnozstvi DNA je doporucovano vyuzivat pouze chlupy
s viditelnou chlupovou cibulkou, ktera vSak u vylinalych chlupti c¢asto chybi.
U domestikovanych zvitat se ptistupuje k metode vytrhavani chlupi ¢i Zini, ktera je ve srovnani
s odbérem krve bezbolestna a také méné casove i financné naro¢na (Goossens et al. 1998).

Diive bylo za zna¢nou nevyhodu této metody povazovano ziskdni mensiho mnozstvi
DNA o nizké kvalité a zaroven pfitomnost inhibitort PCR ve vzorku (Goossens et al. 1998;
Taberlet & Luikart 1999). Moderni metody izolace nukleovych kyselin vSak umoziuji ziskavat
z chlupovych cibulek dostate¢né mnozstvi kvalitni DNA stejné jako z krve (Beja-Pereira et al.
2009).

Roon et al. (2003) zkoumali degradaci DNA pfi dlouhodobém skladovani chlupovych
cibulek. Autofi doporucuji provadét izolaci DNA do pul roku od odebrani vzorkl a zaroven
poukazuji na potifebu chréanit vzorky pfed UV zafenim a vlhkosti. Obecné je skladovani Zini
a chlupt doporucovéano v suchu pfi pokojové teploté (Taberlet & Luikart 1999).

Zin& jsou &asto vyuzivanym zdrojem DNA pro uréovani rodiCovstvi pomoci
mikrosatelitnich markerti. Zabek et al. (2005) porovndvali n€kolik metod izolace DNA
z konskych zini. Z jejich vyzkumu vychazi jako nejvhodnéjsi metoda fenol-chloroformové
extrakce s naslednym srazenim DNA absolutnim ethanolem a octanem sodnym.

Sato et al. (2006) ve své praci uvadéji Zin¢ jako vhodny materidl pro izolaci mRNA.
Zaroven zminuji, Ze mnozstvi vyextrahované RNA z chlupovych cibulek vytrzenych z ocasu
bylo signifikantné vétsi nez z cibulek pochazejicich z hiivy.

DNA z chlupovych cibulek izolovanou pomoci metody Chelex, vyuzili ve své studii
Kusza et al. (2013). Pomoci sekvenovani stanovili 18 haplotypt u 71 huculskych koni, pfi¢emz
dominance haploskupiny A byla pozorovana téméf u 50 % koni zahrnutych ve studii.
Ovchinnikov et al. (2018) vyuzili chlupové cibulky pro zkoumani genetického ptvodu

divokych koni z narodniho parku Theodore Roosvelt.
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3.5.2 Stéry bukalni sliznice

Stéry bukalni sliznice patfi mezi Casto vyuzivané metody ve forenzni genetice
a epidemiologii (Beja-Pereira et al. 2009). Jedna se o bezbolestnou metodu, pii které neni
vyzadovan odbér vzorki specializovanou osobou. Buiiky z dutiny Gstni mohou byt ziskdvany
riznymi zpusoby. Mezi nejcastéjsi formy patii ziskdvani pomoci tampont, cytologickych
kartacki nebo v humanni medicin€ vyplachem dutiny Gstni vodou se solnymi roztoky (Garbieri
et al. 2017). Existuje mnoho komercnich souprav pfimo pro izolaci DNA z bukalni sliznice,
které obsahuji vS§echny komponenty potfebné pro sbér, konzervaci a transport vzorku. Kity jsou
¢asto vyuzivany pro svou jednoduchost a pohodIné pouziti, nevyhodou je jejich vysokéa cena.

Pro zjisténi kvality a kvantity DNA ziskané z bukalnich stérii byla v huméanni medicing
uskutecnéna studie, ktera porovnavala dva typy vzorkll — sliny a krev. Mnozstvi DNA ziskané
ze slin (7,8 pg/0,5 ml) bylo srovnatelné s mnozstvim DNA ziskanym z krve (7,4 pg/0,5 ml).
Zaroven byla u obou druhii vzorkii naméfena optimalni hodnota Cistoty (A260/280 > 1,70)
(Looi et al. 2012).

Provést stér bukalni sliznice je u divoce zijicich zvitat témetf nemozné. Pro ziskani slin
bez ptimého kontaktu se zvifetem je u bylozravel mozné vyuzit Cerstvé rozzvykané rostlinné
krmivo (Nichols et al. 2012), zatimco u masozravct 1ze odebrat vzorky z Cerstve ulovené kofisti
(Sundqvist et al. 2008). Dalsi moznosti odbéru slin je ptilakani zvitat k objektim se specidlni
strukturou, kterd udrzi sliny po oliznuti nebo zZvykani pfedmétu zviretem (Lobo et al. 2015).

Metoda bukélnich stéri je Casto vyuzivana pro determinaci pohlavi u ptakl jako
alternativa k odbéru krve (Wellbrock et al. 2012). U savcu je tato metoda Castéji vyuzivdna
u masozravcl neZ u bylozraved (Sundqvist et al. 2008; Lobo et al. 2015).

Brooks et al. (2003) ve své studii pouzili metodu jemného seSkrabavéani bukalnich bun¢k
pomoci vatového tamponu. Vysledné hodnoty koncentrace DNA z bukdlnich stéri pak
porovnavali s hodnotami ziskanymi z krve. Vyzkum ukdazal, Ze koncentrace DNA izolované
z bukalni sliznice byla nékolikandsobné niZ§i nez z krve.

U koni se sté€ry bukalni sliznice provadi hlavné v souvislosti se zjiStovanim hladiny
hormonti. Jacobsen et al. (2014) zkoumali pfitomnost proteinli ve slindch koni se systémovym
zanétem. Schmidt et al. (2010) popsali metodu odbéru vzorkt slin pomoci vatového tamponu.
Tampon se piilozi na jazyk kon€ po dobu jedné minuty, dokud dostate¢né nenasakne slinami,
nasledné je doporucovéano kratkodobé uchovavani vzorka pti 4 °C, nez dojde k centrifugaci

a poté standartni skladovani pfi teploté —20 °C.
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3.5.3 Exkrementy

DNA extrahovana z exkrementli mize poskytnout cenné informace o genetickych
a ekologickych vlastnostech organismu (King et al. 2018). Jedna se o jednoduchy a neinvazivni
zpusob odbéru materialu, ktery je hojné vyuzivan u volné Zijicich zvifat. Z trusu lze zjistit
o zvifeti mnoho informaci jako naptiklad hladinu stresovych hormond, reprodukéni stav,
parazitarni onemocnéni a dalsi (Beja-Pereira et al. 2009).

Odbér vzorka exkrementl pro izolaci DNA lze provadét odbérem piimo z kone¢niku
zivych (Janabi et al. 2016) nebo uhynulych zvifat (Brinkman et al. 2010), sbérem ihned
po defekaci (Frantzen et al. 2002; Renan et al. 2012; Liu et al. 2014) nebo sbérem suSenych
nebo zmrzlych exkrementd (Kohn et al. 1999).

Castym problémem pii izolaci DNA z tohoto typu materialu je pfitomnost inhibitort
PCR ve vzorku. Nej€astéji se objevuji komplexni polysacharidy, produkty degradace potravy
(kyseliny, sekundarni rostlinné produkty, enzymy), RNA a bakterie (Renan et al. 2012).

Nazory na nejvhodnéjsi metodu konzervace a uchovavani vzorka se lisi. Liu et al.
(2014) porovnavali tfi metody konzervace exkrementli koni Ptevalského (Equus ferus
przewalskii Poliakov, 1881). Autofi zjistili, ze faktory jako zplsob a doba uchovani vzorki
vyznamné ovliviiuji uspésnost amplifikace. Za nejvhodnéj$i metodu konzervace vzorki
povazuji uchovavani v ethanolu, které vedlo k uspésnosti amplifikace 66,1 %. Naopak King
et al. (2018) a Kebede et al. (2014) povazuji za nejucinnéjsi metodu ususeni a uchovavani
exkrementl v papirovych saccich.

Dalsim diilezitym faktorem, ktery ovlivituje uspésnost izolace a amplifikace DNA, je
teplota prostiedi. Vzorky odebirané v zim¢ maji obecné tendenci k lepSim vysledkim
amplifikace neZ vzorky odebirané v 1été. Velmi dobré vysledky pfindsi sbér zmrzlych vzorka
z polarnich oblasti (Panasci et al. 2011). Brinkman et al. (2010) zmifuji vyrazné zvyseni
rychlosti degradace DNA pfi ptsobeni destovych srazek.

Hart et al. (2015) se ve své praci zabyvaji porovnanim dvou metod izolace DNA
z exkrementd koni. Autofi poukazuji na vyrazn€ vysSS$i vytéznost DNA pii pouZiti
isopropanolové metody ve srovnani s izolaci DNA pomoci komerc¢nich kitti. Janabi et al. (2016)
popisuji vy$$i hodnoty koncentrace i Cistoty DNA pfi pouziti fenol-chloroformové metody
v porovnani s komercnimi kity.

VétSina studii se nevénuje vzdjemnému puisobeni faktorti jako jsou metody sbéru,
konzervace vzorkl a zplisob extrakce DNA, ale zkouma je oddélené. Renan et al. (2012)

se zaméftili izolaci DNA z exkrementl osla asijskych (Equus hemionus Pallas, 1775). Autofi
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zkoumali ovlivnéni kvality DNA a GspéSnost amplifikace pii pouziti riiznych kombinaci metod
sbéru, uchovani a extrakce DNA. Jako nejlepsi metodu zhodnotili kombinaci zmrazeni vzorkt
ihned po odbéru a naslednou extrakci pomoci kitu QIAamp® DNA Stool Mini Kit® (Qiagen,
Nizozemsko) s modifikacemi podle Archie et al. (2003).

3.54 Krev

Mnozstvi a kvalita DNA ziskané ze vzorku jsou zasadnim pozadavkem pro velkou skalu
genetickych studii. Pro tyto ucely je obvykle vyuzivana periferni krev, diky vysokému obsahu
DNA. Mezi hlavni nevyhody odbéru krve patii riziko prenosu infekce, bolestivost metody
a pomémé rychla degradace DNA, pokud vzorky nejsou uchovavany v chladu. Odbér krve by
mél byt provadén zasadné veterinarnim lékafem (Garbieri et al. 2017).

V humanni medicing je hojn€ vyuZzivana metoda krevnich skvrn nanesenych na filtra¢ni
papir. Dfive byla tato metoda pouzivana hlavné k neonatdlnimu screeningu, v soucasnosti je to
bézny postup pro zjistovani vrozenych a infekénich poruch plodu. Vyhodou této metody je
potieba pouze nékolika kapek plné krve (Sirdah 2014).

Metoda krevnich skvrn poskytuje pfijatelnou kvalitu DNA, obvykle vSak nezajisti
dostatecné mnozstvi DNA pro populaéni analyzy nebo systematicky vyzkum (Seutin et al.
1991). Vzorky krve na filtracnich papirech se snadno prepravuji i skladuji bez potieby chlazeni.
Love Stowell et al. (2018) tuto metodu vyuzili u nékolika druhli zvifat. Porovnavali tfi druhy
filtra¢nich papirt vcetn€ rliznych metod izolace DNA. Jako nejuc¢inngjsi kombinaci stanovili
pouziti Whatman® FTA® Cards (Sigma-Aldrich Corporation, USA) s naslednou izolaci DNA
pomoci kitu QIAamp® DNA Mini Kit® (Qiagen, Nizozemsko). Autofi vak dodévaji, ze metoda
izolace DNA zplné krve v antikoagulacnich zkumavkéach sroztokem EDTA poskytla
nékolikanasobné vice DNA nez krevni skvrny.

Pro ziskani dostatecného mnozstvi DNA ke genetickym studiim se doporucuje vyuZzivat
vzorky plné krve a metodu krevnich skvrn pouzit jako dopliikovou nebo v pouze v piipadé, kdy
nelze od zvitete ziskat plnou krev (Love Stowell et al. 2018).

Vzorky plné krve jsou jednim z hlavnich zdroj, vyuZzivanych k ziskdvani DNA.
Existuje mnoho druhti protokold, které se zabyvaji izolaci DNA z krve (Griffiths & Chacon-
Cortes 2014).

Sahib & Mohammed (2017) se pokusili vytvofit metodu, ktera by byla vhodna pro

izolaci DNA z plné krve savct 1 ptakl, ackoli kazdy druh mé specifické vlastnosti. Na rozdil
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od ptacich erytrocytii neobsahuji sav¢i erytrocyty jadra, proto se obvykle vyuZzivaji pro tyto
druhy rozdilné metody izolace DNA (Love Stowell et al. 2018).

Pfi postupu Sahib & Mohammed (2017) byla krev umisténa do vody, kterd pomoci
osmozy rychle vstoupila do krvinek a zptsobila, ze buiiky hemolyzou praskly. Tato metoda
byla uspésné testovana na desitkach savct a ptaki. Seutin et al. (1991) porovnavali nékolik
metod konzervace ptaci krve. Zjistili, ze mnozstvi DNA ziskané¢ zkrevnich skvrn
uchovavanych na skle pti pokojové teploté se neliSilo od mnozstvi z Cerstvé krve ani z krve
ulozené¢ pii —20 °C.

Metoda zmrazeni vzorkil patii mezi konven¢ni zpiisoby uchovéavani krve. Seutin et al.
(1991) zminuji, ze neni tieba pfistupovat ke konzervaci krve pii extrémné nizkych teplotach
(< =70 °C), jelikoz k zamezeni degradace staci teplota —20 °C. Pfi uchovavani krve po dobu
tii let pfi teplot€¢ —20 °C nebyl pozorovan zaddny rozdil ve vynosnosti DNA oproti vzorkim
cerstvé krve.

Senju et al. (2017) ve své praci odebrali krev od 78 koni ke stanoveni genetické
rozmanitosti populace a soucasné ke genotypizaci jedinct. Escobar et al. (2020) pouZzili vzorky
periferni plné krve 192 koni ke zji§tovani pfitomnosti infekce Leishmania Ross, 1903. Odbér

periferni krve autofi doporucuji pro jeho rychlost a dobrou vytéznost DNA.
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4. Material a metody

4.1 Vzorky

V experimentalni c¢asti této bakalarské prace byly pouzity vzorky biologického
materidlu od 20 huculskych klisen. Podrobnosti o jednotlivych jedincich jsou uvedeny
v priloze 2. Od kazdého jedince byl odebran vzorek zini, exkrementl a proveden stér bukalni

sliznice.

4.2  Odbér biologického materialu

Vzorky byly odebirany se souhlasem chovatele. K izolaci DNA byly pouzity tfi druhy
biologického materidlu — zing, stéry bukalni sliznice a exkrementy. Odbér vzorki byl provadén
jednim ¢lovekem, vzdy byly pouzity jednordzové rukavice pro zamezeni kontaminace vzorkd.

Odbér vzorkli probihal v ¢asovém obdobi duben—Cerven 2019. Vzorky cerstvych
exkrementll byly oznaeny 1A-20A, vzorky exkrementl urenych k zamrazeni 1AI-20AlI,
vzorky zini 1B—20B a vzorky stért bukalni sliznice 1C-20C.

42.1 Zing

Zin& byly jedincim odebirany z ocasu. Kiii byl asistentem drzen u hlavy a bylo mu
opatrné vytrhnuto né€kolik Zini nardz, vzdy s viditelnou chlupovou cibulkou. Postup byl
opakovan, dokud nebylo ziskano cca 50 chlupovych cibulek od jednoho jedince. Koncové Casti
zini byly asepticky spojeny lepicim S$titkem a vloZeny do oznaceného sacku se zipovym
uzavérem. VSechna zvifata, od kterych byly odebirany vzorky, nebyla po dobu jednoho mésice

pfed odbérem oSetfovana zadnymi chemickymi pfipravky, v€etné antiparazitarnich ptipravki.
4.2.2 Stéry bukalni sliznice

Ke stéru bukalni sliznice byly pouzity cytologické kartacky znacky Lotus Global Co.,
Ltd. (Velka Britanie). Podle protokolu NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel, Némecko)
by jedinci neméli 30 minut pied odbérem piijimat krmivo ani vodu. Toto kritérium se podaftilo
dodrZet pouze u jedinct €. 1-8, zbytek koni se pohyboval na pastvin€, kde nebylo mozné
zamezit pfijimani potravy. Pfi samotném odbéru bylo postupovéno asepticky, ¢lovek se nikdy
nedotykal odbérové ¢asti kartaCku. Koni byla pfidrZzena hlava ve vhodné pozici a kartacek byl
opatrné vlozen do tlamy. U nékterych jedincii byla potieba asistence, pfi niz asistent vlozil koni

prst do koutku tlamy, a tim se podafilo rozevfit pysky a vlozit kartacek.
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Nasledné byla kartackem po dobu 1 minuty diikladné stirdna vnitini strana dasn¢ vSemi
sméry a zaroven bylo kartaCkem otaceno kolem jeho osy. Poté byl kartacek opatrné vyjmut
z tlamy a ponechén na vzduchu k uschnuti tak, aby nedoSlo ke kontaminaci. Nasledn¢ byl

uloZen do oznacené papirové obalky a uchovan v pokojové teplote.
4.2.3 Exkrementy

Vzorky exkrementii byly odebirdny bezprostiedné¢ po defekaci jedince. Thned po
defekaci byla ¢ast exkrementu pomoci 1zicky na vicku presunuta do nadobky na odbér stolice.
Vzdy byla odebirana ¢ast vrchni i hluboké vrstvy exkrementu. Bylo dbano na to, aby nedoslo
ke kontaminaci hmyzem ¢i jinymi vlivy. Vzorek byl vzdy fadn€ oznacen. Popsané naddobky
byly do 2 hodin od odbéru ulozeny do mraziciho boxu a pfti teploté —20 °C skladovany do doby
izolace DNA.

4.3 Izolace DNA

Pracovni plocha a potfebné nacini bylo pied zaCatkem izolace DNA oSetieno 70%
ethanolem. Manipulace se vzorky probihala vzdy v jednordzovych latexovych rukavicich pro

zamezeni piipadné kontaminace DNA.
4.3.1 Izolace DNA z Zini

Izolace DNA z chlupovych cibulek Zini probihala pomoci kitu NucleoSpin® Tissue XS
(Macherey-Nagel, Némecko) nasledujicim zptisobem:

e Koncové ¢asti Zini s chlupovymi cibulkami byly sterilnimi nGizkami nastiithany do nové
1,5 ml polypropylenové zkumavky. Do kazdé zkumavky bylo nastithano pfiblizné
50 kusii chlupovych cibulek.

e Do zkumavky bylo napipetovano 150 ul pufru T1.

e Zkumavky byly pomoci sterilizované pinzety nejprve kratce ponofeny do nadoby
s tekutym dusikem a nasledné vlozeny do vodni lazn€ nahiaté na teplotu 56 °C.
Po roztati byly vzorky promichany. Pinzeta byla po kazdém vzorku dikladné
sterilizovana. Cely postup byl opakovén 4x.

e Poroztati bylo do zkumavky ptidano 25 ul Proteinazy K (Macherey-Nagel, Némecko)
a probéhlo promichéani vzorku pomoci vortexu TK3S TechnoKartell (Hertz, Némecko)

po dobu 2x 10 sekund.
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Zkumavky byly nasledn¢ ulozeny do termélniho bloku TDB-120 (Biosan, Litva)
nahtatého na teplotu 56 °C po dobu 6 hodin.

Po uplynuti stanovené doby bylo do zkumavek ptidano 200 pl pufru B3, vzorky byly
dikladné protfepany a ponechany 10 minut v termostatu nahiatém na 70 °C. V poloving
inkubace byly vzorky lehce promichany pomoci vortexu.

Do zkumavek bylo pfidano 210 pl 96% ethanolu za Géelem vysrazeni molekul DNA.
Zkumavky byly nékolikrat jemné pieklopeny, aby doslo k dikladnému promiseni
roztok.

V dal§im kroku byly piipraveny kolonky oznagené vyrobcem kitu jako NuceloSpin®
Tissue Column. Nejprve byly plivodni zkumavky s roztokem odstfedény v centrifuze
5430 R (Eppendorf, Némecko) po dobu 1 minuty pti 11000 x g, aby doslo k usazeni
chlupovych cibulek. Nasledné¢ byl cely objem roztoku postupné prepipetovan
z ptivodnich zkumavek na nové kolonky. Bylo dbano na to, aby byl pfenesen pouze
supernatant bez zbylych chlupovych cibulek.

Po preneseni roztoku byly zkumavky centrifugovany 1 minutu pti 11000 x g. Molekuly
izolované DNA ziistaly zachyceny na filtru a kapalina nahromadéna ve sbérné
zkumavce byla vylita. Stejny postup byl opakovan, dokud filtrem neproSel veskery
objem roztoku s lyzovanymi buiikami.

Nasledovalo prvni promyvani kolonky pomoci 500 pl promyvaciho pufru BW
a centrifugace po dobu 1 minuty pii 11000 x g.

Druhé promyvani probéhlo pomoci 600 ul pufru BS5, ktery byl predem smichan
s ethanolem. Nasledovalo odstfedéni pomoci centrifugy 1 minutu pti 11000 x g.
Zbytek kapaliny, ktery utkvél v sbérné zkumavce, byl odstranén a kolonky byly
ponechany 2 minuty pii laboratorni teploté. Nasledné byla provedena zaverecna
centrifugace po dobu 2 minut pii 11000 x g za Gi¢elem ususeni kolonky a odstranéni
zbytkll promyvacich roztoku.

Byly pfipraveny a oznaceny nové sterilni 1,5 ml zkumavky, do kterych byl pfenesen
filtr. Nasledovalo finalni promyti pufrem BE, ktery byl pfedehtaty na 70 °C, v mnozstvi
100 pl. Zkumavky byly ponechdny 1 minutu pii laboratorni teplot€¢ a nasledné
odstfedény v centrifuze po dobu 1 minuty pti 11000 x g.

Filtr byl nasledn¢ ze zkumavky odstranén a ve zkumavce zlstalo 100 ul roztoku

obsahujiciho nukleové kyseliny.
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4.3.2 1Izolace DNA ze stéru bukalni sliznice

K izolaci DNA ze stérii bukalni sliznice byl pouzit univerzalni kit NucleoSpin® Tissue

XS (Macherey-Nagel, Némecko).

Samotna izolace DNA probihala podle nasledujiciho postupu:

Karta¢ek byl pomoci sterilni pinzety vyjmut z papirové obdlky a nasledné byla
sterilnimi ntzkami odstfizena odbérova cast kartacku. Tato cast byla pfenesena
do oznacené polypropylenové 1,5 ml zkumavky. Pinzety a niizky byly pro kazdy vzorek
diikladné sterilizovany 70% ethanolem.

Do zkumavky, obsahujici odbérovou ¢ast kartacku, bylo napipetovano 180 pl pufru T1
a 25 pl Proteinazy K (Macherey-Nagel, Némecko). Nasledn¢ doslo k dikladnému
promichani kartacku s roztokem pomoci vortexu TK3S TechnoKartell (Hertz,
Némecko) po dobu 2x 10 sekund. Bylo dbano na to, aby byl kartacek zcela pokryt
napénénym roztokem.

Zkumavka s kartd€kem byla nasledn¢ uloZena do pfedem nahtatého blokového
termostatu TDB-120 (Biosan, Litva) na 56 °C po dobu jedné hodiny. V priubéhu
inkubace dochazelo kazdych 10 minut k promichani pomoci vortexu, které¢ mélo za cil
smyt buiiky zachycené na Stétinach kartacku.

Po hodinové inkubaci v termostatu bylo do zkumavky ptiddno 200 ul pufru B3
a probéhlo lehké promichdni pomoci vortexu po dobu 5 sekund. Nasledovala
10 minutova inkubace zkumavek 1 s kartd¢ky ve vyhtivaném bloku pfi teploté 70 °C.
Po 5 minutdch byly vzorky vortexovany po dobu 5 sekund a vraceny zpét do termostatu.
Po wuplynuti stanovené doby inkubace byly zkumavky vyjmuty z termostatu
a ponechany k vychladnuti nékolik minut pfi laboratorni teploté. Sterilni pinzetou byl
z kazdé zkumavky vyjmut odbérovy kartacek.

Do zkumavky, kterd obsahovala roztok lyzovanych bunék, bylo napipetovano 210 ul
96% ethanolu, ktery byl pfidan s cilem vysrazet izolované molekuly DNA. Zkumavky
byly nésledné neckolikrat protfepany v ruce, aby doSlo k dikladnému promichani
roztokd.

Pro dal§i postup byly pfipraveny zkumavky s filtrem oznacené vyrobcem jako
NuceloSpin® Tissue Column. Z piivodnich zkumavek bylo piepipetovano 450 pl
roztoku a nasledovalo odstfedéni v centrifuze 5430 R (Eppendorf, Némecko) pfii

11000 x g po dobu 1 minuty. [zolované molekuly DNA byly po centrifugaci zachyceny
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na filtru a odstfedénou kapalinu, kterd zistala ve sbérné¢ zkumavce, bylo mozné vylit.
Stejny postup byl opakovan, dokud filtrem neprosel veskery objem roztoku.

Dalsi krok zahrnoval prvni promyvani filtru pomoci 500 ul pufru BW. Kolonky byly
nasledné odstifedény v centrifuze pii 11000 x g po dobu 1 minuty a roztok zachyceny
ve sbérné zkumavce byl vylit.

Druhé promyvani filtru probihalo pomoci 600 pl pufru BS spifedem piidanym
ethanolem. Zkumavky byly opét centrifugovany pti 11000 x g po dobu 1 minuty a zbyla
kapalina ze sbérné zkumavky byla odstranéna.

Zkumavky byly ponechany 2 minuty pii laboratorni teploté a nasledn¢ byla provedena
centrifugace na sucho pii 11000 x g po dobu 2 minut pro odstranéni zbytkd vSech
promyvacich roztokda.

Filtr byl pfenesen do nové sterilni 1,5 ml zkumavky a ptimo k filtru bylo napipetovano
100 ul pufru BE, za i¢elem vymyti molekul zachycenych na filtru. Pufr BE byl 10 minut
pfedem inkubovan v termostatu pti 70 °C. Zkumavky byly ponechdny 1 minutu
pii laboratorni teplot¢ a nasledovala findlni centrifugace pfi 11000 x g po dobu
1 minuty.

V poslednim kroku byl filtr ze zkumavky odstranén. Ve zkumavce ziistalo 100 pl

roztoku obsahujiciho nukleové kyseliny.

4.3.3 Izolace DNA z exkrementu

Pro izolaci DNA z exkrementii byl pouzit kit QIAamp® DNA Stool Mini Kit® (Qiagen,

Nizozemsko). Pro nasledné analyzy zmén kvality a kvantity DNA byl kazdy vzorek izolovan

dvakrat. Prvni izolace DNA probéhla bezprostiedné po odbéru vzorkli, podruhé byla DNA

izolovéna po ptl roce ze zmrazeného materialu.

Ptiprava vzorki a extrakce DNA probihala nasledovné:

Nadobky, v nichZ byly skladovany exkrementy, byly vyjmuty z mrazédku a z kazdého
vzorku bylo na analytickych vahach (Boeco, Némecko) navazeno 180-220 mg. Postup
byl opakovan pro 2 sady kontrolnich vzorkl (zélohy), které byly piislusné oznaceny
a ulozeny zpét do mrazaku.

Do zkumavek se vzorky urcenymi pro izolaci DNA bylo napipetovano 1000 pl pufru
Inhibite EX Buffer a bylo provedeno dikladné promiseni pufru s exkrementy pomoci

vortexu TK3S TechnoKartell (Hertz, Némecko).
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Nasledné byly zkumavky vloZeny do centrifugy 5430 R (Eppendorf, Némecko)
a odstiedény pii 11000 x g po dobu 1 minuty.

Do nové¢ sterilni 1,5 ml zkumavky bylo pomoci pipety pfeneseno 600 pl supernatantu
z puvodnich zkumavek. Bylo dbano na to, aby supernatant obsahoval co nejméné
usazenych casti exkrementt. K roztoku bylo pfiddno 25 pul Proteindzy K (Qiagen,
Nizozemsko) a dale 600 ul pufru Buffer AL.

Zkumavky byly lehce vortexovany po dobu 15 sekund, aby doslo k promiseni roztokii.
Nasledovala inkubace vzorkli v predehtatém termobloku TDB-120 (Biosan, Litva)
na 70 °C po dobu 10 minut, béhem inkubace byly vzorky nékolikrat promichany
vortexem.

Po vyjmuti z termobloku byly zkumavky ponechany 3 minuty pfi laboratorni teploté,
aby vychladly. Nasledn¢ bylo do zkumavek ptidano 600 ul 96% ethanolu a vzorky byly
vortexovany po dobu 2x 5 sekund, aby doslo k vysrdzeni molekul DNA.

Nésledné byly pfipraveny a popsany nové zkumavky s filtrem, do kterych bylo
preneseno 600 pl vzniklého roztoku. Zkumavky byly centrifugovany 1 minutu pfi
11000 x g a kapalina, zachycend ve sbérné zkumavce, byla odstranéna. Tento postup
byl opakovan, dokud nedoSlo k pteneseni veSkerého objemu roztoku z ptivodnich
zkumavek.

Do zkumavek s filtrem bylo pfiddno 500 pl promyvaciho pufru Buffer AWI.
Nasledovala centrifugace 1 minutu pti 11000 x g a odliti kapaliny zachycené ve sbérné
zkumavce.

K druhému promyvani bylo pouzito 500 pl promyvaciho pufru Buffer AW2, ktery byl
pipetovan piimo k filtru. Vzorky byly odstfedény v centrifuze pti 11000 x g po dobu
3 minut.

V dal8im kroku byl filtr pfenesen do nové 1,5 ml zkumavky a nésledovala centrifugace
na sucho pfi 11000 x g po dobu 1 minuty, pro odstranéni piipadnych zbytki
promyvacich pufrt.

Nakonec byl filtr pfenesen do nové sterilni 2 ml zkumavky a ptimo k filtru bylo
napipetovano 200 pl pufru Buffer ATE. Vzorky byly ponechany 1 minutu pfi
laboratorni teploté a nasledné byla provedena findlni centrifugace pti 11000 x g po dobu
1 minuty.

Po centrifugaci néasledovalo odstranéni filtru ze zkumavky, ve které ziistalo 200 ul

roztoku obsahujiciho nukleové kyseliny.
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4.4 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Pro stanoveni Cdistoty a koncentrace genomické DNA byla pouzita metoda
UV-spektrofotometrie. K analyze byl vyuzit automaticky pfistroj NanoPhotometer (Implen,
Némecko), ktery pracuje na principu proméfovani vzorku pii vinovych délkach 230, 260
a 280 nm. Pomér absorbanci A260/280 se u vzorki, které jsou povazovany za Cisté, pohybuje
v intervalu od 1,8 do 2.

Pro nasledné analyzy zmén kvality a kvantity DNA byl kazdy vzorek zméien dvakrat.
Prvni méteni probéhlo bezprostfedné po izolaci DNA, poté byl vzorek zmrazen a podruhé

zmé&fen po pul roce.

Mnozstvi DNA bylo stanoveno z objemu 3 pl vzorku nasledujicim zptisobem:

e Nejprve prob¢hla kalibrace pfistroje tzv. slepym vzorkem. Za slepy vzorek je povazovan
pufr, ve kterém byla rozpusténa DNA v poslednim kroku izolace.

e Pred pfenesenim vzorku na kyvetu bylo tfeba vzorek dikladn¢ promichat, aby se
zamezilo rozdilné koncentraci makromolekul DNA na hladiné a u dna roztoku.
Promichani probihalo pomoci opakovaného pomalého nasadvani roztoku pipetou.

e Na jamku méfici kyvety byly pfeneseny 3 ul vzorku a kyveta byla zakryta specidlnim
kovovym uzdvérem. Pro méfeni byl pouzit uzdvér s parametry: faktor 10,
LP I mm.

e Nasledovalo automatické proméfeni vzorku a odecteni koncentrace extrahované DNA

[ng/ul] a poméru absorbanci A260/280.

Pfed méfenim nového vzorku byly méfici ploSka i uzavér vzdy dikladné ocistény

tamponem z buniciny.

4.5 Elektroforéza

Pro ovéfeni vysokomolekularity DNA byla provedena agar6zova gelova elektroforéza.

Hustota gelu byla stanovena na 1 %.

4.5.1 Priprava agar6zového gelu

e Na analytickych vahach (Boeco, Némecko) byly navazeny 2 g agardzy.

e Do Erlenmeyerovy banky byla pfenesena agardza spolecné s 200 ml 1x TBE pufru (dle
Sambrook et al. 1989). Do banky bylo umisténo magnetické michadlo pro odhaleni
skrytého varu, roztok byl krouZzenim kratce promichén a poté 3 minuty zahfivan az do
rozpusténi agardzy.
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e Banka byla pfenesena do laboratorni digestofe a roztok byl n€kolik minut promichavan
pomoci magnetické michacky, pfiCemz doslo k zchlazeni roztoku ptiblizné na 60 °C.

e K roztoku bylo pfidano 12 pl ethidium bromidu, doslo k dikladnému promichani
a nasledné byl roztok pienesen do piipravené formy s hiebeny.

e Po 45 minutich gel zatuhl, hiebeny byly vyjmuty a gel byl pfenesen
do elektroforetické vany, kde byl zalit 1500 ml pufru 1x TBE.

4.5.2 NanaSeni vzorki na gel

e Pro elektroforeticky test bylo pouzito 10 pl od kazdého vzorku. Tento objem byl
prenesen do sterilnich PCR zkumavek (0,2 ml) a do kazdé zkumavky bylo ptidano 2 pl
nandSeciho pufru 6x Loading Dye (Fermentas, Litva).

e Dale byl pfipraven hmotnostni standart z 8 ul H>O, 1 pl GeneRuler100 bp DNA Ladder
(Thermo Fischer Scientific, USA) a 2 pl nandSeciho pufru 6x Loading Dye (Fermentas,
Litva).

e Pomoci mikropipety byly vzorky naneseny do vytvotenych jamek v agar6zovém gelu.
Na konec kazdé tady byl nanesen hmotnostni standart k orienta¢nimu stanoveni
velikosti produkta.

e Elektroforeticka separace probihala v cele SubCell (BioRad, USA) po dobu 60 minut
pii napéti 120 V. Po uplynuti stanovené¢ doby byl gel vyjmut a vzorky byly
vizualizovany pomoci UV Transiluminatoru (BioRad, USA). Vysledky v podobé
elektroforeogramu byly zaznamenany pomoci digitalni kamery, kterd je soucasti

systému GelDoc.

4.6 Statistické vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni rozdili mezi dvéma terminy méteni koncentrace DNA u jednotlivych
typt vzorkli byl pouzit parovy t-test. Pro celkové zhodnoceni byla pouzita analyza rozptylu
hlavnich efekti ANOVA. Zavisle proménnou byla koncentrace DNA a tfidicimi faktory kin
a typ vzorku. Pro podrobnéjsi vyhodnoceni analyzy rozptylu bylo provedeno hodnoceni
Tukeyho HSD testem. Statistické hodnoceni bylo provedeno pomoci programu STATISTICA
Cz 12 (StatSoft, Inc., USA).

35



5. Vysledky

51 Zing

Izolace DNA byla provedena pomoci kitu NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel,
Némecko). Hodnoty byly zmétfeny pomoci piistroje UV-spektrofotometr NanoPhotometer
(Implen, Némecko). Pro slepy vzorek byl pouzit pufr, ve kterém byla rozpusténa DNA — Buffer
BE. Prvni méfeni koncentrace a Cistoty DNA probéhlo bezprostiedné po izolaci DNA, druhé
méieni bylo provedeno po ptl roce od izolace DNA.

Hodnoty koncentrace DNA se pfi prvnim méfeni pohybovaly od 9,5 do 289 ng/ul,
pramérnd hodnota byla 63,675 ng/ul. Pii druhém méteni byla primérna hodnota koncentrace
DNA 64,275 ng/ul. Pomér absorbanci A260/280 nabyval hodnot od 1,848 do 2,05. Primérna
hodnota poméru absorbanci A260/280 pii prvnim méfeni byla 1,952. Pfi druhém méteni byla
primérna hodnota 1,961. VSechny namétené hodnoty koncentrace DNA a poméru absorbanci
A260/280 jsou uvedeny v piiloze 1.

Na obrazku 3 jsou vysledky izolace DNA vizualizovany pomoci agardzové
elektroforézy. Na elektroforeogramu je mozné pozorovat silny signal genomové DNA u vSech
vzorkid. Nejsilngj$i signal vykazuji vzorky 6B, 10B—12B, coz potvrdily i vysoké hodnoty
koncentrace DNA naméfené pomoci spektrofotometrie. NejvysSi hodnota byla namétfena
u vzorku 12B (289 ng/ul). Vzorky 1B a 7B naopak obsahovaly nejméné izolované DNA
(9,5 ng/ul, resp. 10,5 ng/ul), coz je na elektroforeogramu patrné jako slaby band DNA.
U vétSiny vzorkil je mozné pozorovat za bandem viditelnou stopu, kterd predstavuje mensi
molekuly a fragmenty nukleovych kyselin. Jedna se pfedevs§im o molekuly RNA, jelikoZ pfi

1zolaci DNA nebyl pouzit enzym RNAsa, ktery tyto molekuly degraduje.

B 198 1EB 17E 16B 158 I4E 13B 11B 11E OB 9B KB 7B 6B 5B 48 3B IB 1B

o

Obrazek 3: Elektroforeogram — ziné
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Vysledky statistického Setfeni jsou uvedeny v tabulce 1. Mezi dvéma méfenimi nebyl

nalezen statisticky priikazny rozdil na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 (p > 0,05).

Tabulka 1: Prehled vysledku t-testu — koncentrace DNA z Zini

t-test pro zavislé vzorky

Sm. odch. Int. spolehl. Int. spolehl.

Proménna Primer Sm.odch. | N Rozdil roedili t sv p -95.000% +95,000%

koncentrace [ng/ul] Z2in& 1. mé&feni 63,67500 64,97981

koncentrace [ng/ul] Zin& 2. méfeni 64,27500 63,95012 | 20 | -0,600000 | 3,106021 -0,863897 | 19 | 0,398420 -2,05366 0,853663

5.2  Stéry bukalni sliznice

Izolace DNA z bukalnich stérii byla provedena pomoci kitu NucleoSpin® Tissue XS
(Macherey-Nagel, Némecko). Hodnoty byly zméfeny pomoci pfistroje UV-spektrofotometr
NanoPhotometer (Implen, Némecko). Pro slepy vzorek byl pouzit pufr, ve kterém byla
rozpusténa DNA — Buffer BE. Prvni méfeni probehlo ihned po izolaci DNA, druhé bylo
provedeno po piil roce od izolace DNA.

Primérnd hodnota koncentrace DNA pro bukélni stéry pfi prvnim méfeni byla
30,825 ng/pl, pfi druhém méteni 31,475 ng/ul. Poméry absorbanci A260/280 pfi prvnim méfeni
nabyvaly hodnot od 1,745 do 2,3 a jejich primérna hodnota byla 1,917. U druhého méteni byla
pramérna hodnota 1,864. Namétené hodnoty koncentrace DNA a poméru absorbanci A260/280
vSech vzorki jsou uvedeny v piiloze 1.

Na obrazku 4 je elektroforeogram, ktery zobrazuje izolovanou DNA z bukalni sliznice.
U vSech vzorkil je mozné pozorovat za bandem DNA viditelnou stopu, ktera znaci, Zze vzorek
obsahuje fragmenty nebo mensi molekuly nukleovych kyselin. Jedna se zejména o molekuly
RNA, které nebyly pfi procesu izolace DNA degradovany RNAsou. Na obrazku je jasné patrny
vzorek 13C, ktery vykazuje nejsiln€j$i genomovy signal. Vysoké mnoZzstvi DNA ve vzorku
potvrzuje 1 naméfend koncentrace DNA, ktera byla nejvyssi ze vSech vzorkl bukdlnich stéra
(172 ng/ul). Zaroven je u tohoto vzorku nejvyraznégji vidét stopa za bandem DNA. Naopak
u vzorku 20C byla naméfena koncentrace DNA pouze 9 ng/ul a na elektroforeogramu neni
band témét patrny. To samé plati u vzorku 7C, u kterého byla naméfena koncentrace DNA

pouze 7 ng/ul.
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20C 19C 18C 17C 16C 15C M4C 13C 1XC 11C 1OC OSC B8C TC 6C 5C 4C

A —

Obrazek 4: Elektroforeogram — stéry bukalni sliznice

V tabulce 2 jsou uvedeny hodnoty porovnani dvou terminti meéfeni koncentrace
vyizolované DNA z bukalnich stérti. U tohoto typu vzorku nebyl nalezen statisticky prukazny

rozdil mezi dvéma méfenimi na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 (p > 0,05).

Tabulka 2: Ptehled vysledkt t-testu — koncentrace DNA ze stért bukalni sliznice

t-test pro zavislé vzork

Sm. odch. t
rozdilu

Int. spolehl. | Int. spolehl.

Proménna Primér | Sm. odch. | N Rozdil 95000% | +95000%

sV P

koncentrace [ng/ul] stéry bukalni sliznice 1. méfeni | 30,82500 | 35,58543

o
-
©

koncentrace [ng/ul] stéry bukalni sliznice 2. méfeni | 31,47500 | 32,73638 | 20 | -0,650000 | 3,900405 | -0,745279 0,465224 | -2,47545 1,175446

5.3 Exkrementy

5.3.1 Exkrementy Cerstvé

Izolace DNA byla provedena pomoci kitu QIAamp® DNA Stool Mini Kit® Kit (Qiagen,
Nizozemsko). Hodnoty byly zméteny pomoci pfistroje UV-spektrofotometr NanoPhotometer
(Implen, Némecko). Pro slepy vzorek byl pouzit pufr Buffer ATE. Prvni méfeni probéhlo
bezprostifedné po izolaci DNA, druhé bylo provedeno ptl roku po izolaci DNA.

Hodnoty koncentrace DNA se u tohoto typu vzorku pohybovaly pfi prvnim méfeni
od 13,5 do 50 ng/ul. Primérna hodnota koncentrace DNA pfi prvnim méfeni byla 22,275 ng/pl.
Pti druhém méfeni byla priimérnd hodnota koncentrace DNA 22,9 ng/pl.

Hodnoty poméru absorbanci A260/280 se pohybovaly v rozmezi od 1,727 do 2,533.

Primérna hodnota poméru absorbanci A260/280 byla pii prvnim méfeni 2,052 a pii méteni
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po pul roce 1,974. Podrobnéjsi hodnoty koncentrace DNA a poméru absorbanci A260/280 jsou
uvedeny v pfiloze 1.

Na obrazku 5 jsou vysledky izolace DNA vizualizovany pomoci agarézové
elektroforézy. Na elektroforeogramu je mozné pozorovat silny signal genomové DNA u vzorkt
1A—8A, nejsilngjsi signal vykazuje vzorek 6A. Vizualizace na gelu koresponduje s namétenymi
hodnotami koncentrace DNA, kterd byla u vzorku 6A nejvyssi (50 ng/ul). U vSech vzorkl
na obrdzku 5 je mozné za bandem DNA pozorovat rozostfenou stopu, ktera miize naznacovat

kontaminaci ¢i fragmentaci DNA, ale zejména poukazuje na pfitomnost RNA ve vzorcich.

20A 19A 1BA 17A 16A 15A 14A 13A 124 11A 10A %A BA TA 64 5A 4A 34 24 1A

ahal KRB R R

Obrazek 5: Elektroforeogram — exkrementy cerstvé

V tabulce 3 je mozné sledovat porovnani dvou terminti méteni koncentrace vyizolované
DNA z Cerstvych exkrementl. Nebyl nalezen statisticky prikazny rozdil mezi dvéma méfenimi
pfi hladiné vyznamnosti o = 0,05. Dlouhodobym zmrazenim vyizolované DNA z Cerstvych

exkrementl se neméni jeji koncentrace.

Tabulka 3: Prehled vysledki t-testu — koncentrace DNA z Cerstvych exkrementt

t-test pro zavislé vzork

Sm. odch.
rozdilu

Int. spolehl. | Int. spolehl.

Proménna Pramér | Sm.odch. | N Rozdil .05,000% | +95,000%

t sV P

koncentrace [ng/ul] Eerstvé exkrementy 1. méfeni | 22,27500 | 8,283584

Koncentrace [ng/ul] éerstvé exkrementy 2. méfeni | 22,90000 | 9,349360 | 2

o

-0,625000 | 2,855627 | -0,978799 | 19 | 0,339979 | -1,96147 0,711475
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5.3.2 Exkrementy zmraZené

Izolace DNA probéhla ze vzorkt, které byly ihned po odbéru zmrazené a ptil roku
skladované pii teplot¢ —20 °C. Postupy izolace DNA 1 spektrofotometrického meéieni
se shodovaly s postupy pouzitymi pro Cerstvé exkrementy. Vzorky mrazenych exkrementti byly
také zméteny dvakrat, prvni méteni probéhlo bezprostiedné po izolaci DNA, druhé po ptl roce
od izolace.

Primérnd hodnota koncentrace DNA pfi prvnim méfeni byla 28,9 ng/ul. Pii druhém
pfi prvnim méfeni byla 14 ng/ul u vzorku 2Al, nejvyssi hodnota byla 52 ng/ul u vzorku SAL

Hodnoty poméru absorbanci A260/280 se pfi prvnim meéfeni pohybovaly od 1,674
do 2,143, primérnd hodnota tohoto poméru byla 1,931. U druhého méteni byla primérna
hodnota Ccistoty 1,963. Hodnoty koncentrace i Cistoty DNA vsSech vzorkd jsou uvedeny
v priloze 1.

Na obrazku 6 je vizualizovana extrahovand DNA ze zmraZenych exkrementd. U vSech
vzorki je patrny band DNA, za kterym se objevuje pomérné vyraznd stopa. Ta mize naznacovat

fragmentaci DNA, ale zejména piitomnost molekul RNA ve vzorcich.

XA

20AI 19AT 1BAT 17AT 16AL 15AT 14AT 13AT 12AT 11AT 10AT OAT BAI TAI 6AI SAT 4AT 3AT 2AT AT

Obrazek 6: Elektroforeogram — exkrementy zmrazené

Vysledky statistického Setfeni jsou uvedeny v tabulce 4. U tohoto typu vzorki byl
nalezen statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) mezi dvéma méfenimi. Lze tedy fici, ze
koncentrace DNA, ziskand z dlouhodobé zmrazenych vzorkt exkrementt, se pti dlouhodobém

zmrazeni méni, v tomto ptipade zvysuje.
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Tabulka 4: Ptehled vysledk t-testu — koncentrace DNA ze zmrazenych exkrementt

t-test pro zavislé vzorky
Proménna Primér | Sm. odeh. | N | Rozdi | Smodoh.| ¢ g | p | Int spolenl. | Int spoleh
koncentrace [ng/ul] zmrazené exkrementy 1. méfeni | 28,90000 | 8,01906
koncentrace [ng/ul] zmraZené exkrementy 2. méfeni | 35,07500 | 10,54723 | 20 | -6,17500 | 11,99372 | -2,30249 | 19 | 0,032785 | -11,7882 -0,561766

5.3.3 Porovnani ¢erstvych a zmraZenych exkrementi

V tabulce 5 jsou uvedeny vysledky statistického Setfeni, ve kterém byly porovnavany

rozdily v koncentraci DNA mezi vzorky cerstvych a mrazenych exkrementl pii prvnim terminu

méfeni. Z vysledkl vyplyva, ze byl nalezen statisticky velmi vyznamny rozdil (p << 0,05).

Tabulka 5: Piehled vysledkt t-testu — porovnani cerstvych a zmrazenych exkrementi
(1. méteni)

t-test pro zavislé vzorky
Proménna Primér | Sm.odch. | N | Rozdil | ST odon- t s p "_‘;;gg:]e,;:‘" 'Eg;‘%%'gf/n"
koncentrace [ng/ul] cerstvé exkrementy 1. méfeni | 22,27500 | 8,283584
koncentrace [ng/ul] zmrazené exkrementy 1. méfeni | 28,90000 | 8,019056 | 20 | -6,62500 | 9,293284 | -3,18810 | 19 | 0,004842 | -10,9744 -2,27561

Na stejném principu byly porovnany hodnoty koncentraci DNA ziskané pti druhém

méteni. Tabulka 6 zobrazuje hodnoty ziskané pii porovnani druhého terminu méteni

koncentrace vyizolované DNA z Cerstvych a zmraZenych exkrementd. V tomto piipadé byl

rovnéz nalezen statisticky velmi vyznamny rozdil (p << 0,05).

Tabulka 6: Prehled vysledki t-testu — porovnani Cerstvych a zmrazenych exkrementi
(2. méfeni)

t-test pro zavislé vzorky
2 o Rozdil | Sm. odch. Int. spolehl. | Int. spolehl.
FIBTATe Pl | Smonch | B PSSR et Yo P | g5000% | +95.000%
koncentrace [ng/ul] Gerstvé exkrementy 2. méfeni | 22,90000 | 9,34936
koncentrace [ng/ul] zmraZzené exkrementy 2. méfeni | 35,07500 | 10,54723 | 20 | -12,1750 | 14,81311 | -3,67568 | 19 | 0,001606 | -19,1077 -5,24225
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5.4 ANOVA

Statistické vyhodnoceni by mélo ukézat, zda existuji signifikantni rozdily mezi
Gisp&$nosti izolace DNA od konkrétnich jedinct a také mezi jednotlivymi typy vzorki. Udaje
uvedené v priloze 1 byly vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu hlavnich efektd, kde zavisle
proménnou byla koncentrace DNA a tfidicimi faktory kan a typ vzorku. Cilem analyzy bylo
prokazat, zda tyto faktory maji statisticky vyznamny vliv na mnozstvi izolované DNA
na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Z tabulky 7 vyplyva, ze tridici faktor kiin nema vliv na koncentraci DNA. U ttidiciho
faktoru typ vzorku bylo zjisténo, ze se alespoil jedna dvojice typt vzorki statisticky vyznamné
lisi. Z tohoto diivodu bylo pro faktor typ vzorku provedeno podrobnéjsi hodnoceni Tukeyho
HSD testem.

Tabulka 7: Ptehled vysledkl analyzy rozptylu

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro DNA koncentrace [ng/ul]
Efekt s¢ Stupns PC F p
volnosti
Abs. tlen 106106,0 1 106106,0 72,7771 0,000000
Karn 23707,2 19 12477 0,85582 0,634707
Typ vzorku 20615,4 3 6871,8 4,71330 0,005236
Chyba 83103,7 57 1458,0

PodrobnéjSim hodnocenim bylo zjisténo, ze primérnéd koncentrace DNA u exkrementi
cerstvych, exkrementii mrazenych a stérti bukalni sliznice se statisticky prikazné nelisi (tabulka
8). Primérna koncentrace DNA u typu vzorku zin€ se statisticky vyznamné 1i§i od vSech

v

ostatnich typtl vzorkil. Ziné maji prokazatelné nejvyssi koncentraci DNA ze viech pouZitych

materiall.
Tabulka 8: Tukeytv HSD test
Tukeylv HSD test
¢&. bunky
{1} {2} {3} {4}
THp vzdrkis 22,275 28,900 30,825 63,675
1 exkrementy cerstvé 0,946606 0,893558 0,006163
2 exkrementy zmrazené 0,946606 0,998608 0,027924
3 stéry bukalni sliznice 0,893558 0,998608 0,041807
4 Zing 0,006163 0,027924 0,041807
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6. Diskuze

V korniské chovatelské praxi neni jasné€ stanoveno, jaky biologicky material je pro
genetické analyzy nejvhodnéjsi. Diky neustdlému vyvoji v oblasti molekuldrni genetiky
a Sirokému spektru neinvazivnich technik odbéru vzorkl je mozné provadét analyzy z riznych
typl materiala ve srovnatelné kvalité s vysoce kvalitnimi zdroji DNA jako je krev (Beja-Pereira
et al. 2009). Cilem této prace bylo porovnat tii typy biologickych vzorkli odebranych
neinvazivnimi metodami odbéru a doporucit vhodnou alternativu ke krevnim vzorkiim.

6.1 Zing

V této praci byly pouzity zin€ z ocasu na zéklad€ tvrzeni Sato et al. (2006), kteti uvadi,
ze mnozstvi DNA z chlupovych cibulek vytrzenych z ocasu bylo mnohonasobné vyssi nez
mnozstvi DNA ziskané z hiivy.

Zin& jako vhodny material k izolaci DNA doporucuji ve své studii Goossens et al.
(1998), kteti popisuji totozné hodnoty koncentrace DNA z chlupovych cibulek a z krve. Oproti
odbéru krve 1ze u odbéru zini vyzdvihnout hlavné psychickou pohodu zvitat pfi ziskavani
vzorki a také fakt, ze ziné mize chovatel jednoduse vytrhnout saim bez asistence veterinarniho
1ékare.

Diky témto vyhodam jsou Zin€ vyuZivany laboratofemi ke genetickym analyzam, jako
je stanoveni genetického typu koné ¢i zjisténi barvy a kvality srsti. Pro majitele koni je tato
forma odbéru vzorkl vhodna, jelikoZ hrozi pouze malé riziko kontaminace a zaroven neni nutné
zin¢ specialné skladovat ¢i konzervovat. Laboratot Genomia (2008) doporucuje vytrhévat ziné
1 s chlupovymi cibulkami, kterych by mélo byt minimalné 20. V této praci byl doporuceny
postup dodrzen u vSech vzorkl zini.

Pro ucely této bakaléatské prace byla extrahovand DNA spektrofotometricky zméfena
ihned po izolaci, poté byla uchovana ptl roku v mrazdku a zmétena znovu. Primérnd hodnota
koncentrace DNA z zini pfi prvnim méfeni byla 63,675. Zabek et al. (2005) zminuji
problematiku nadmérného mnozstvi DNA ve vzorku (~200 ng/pl), cozZ mize zptsobit inhibici
PCR reakce. V této praci prekrocila naméfend hodnota 200 ng/ul pouze u jednoho vzorku
(B12 =289 ng/ul).

Nameétené hodnoty absorbanci A280/260 se pohybovaly v rozmezi od 1,848 do 2,05.
Primérna hodnota poméru absorbanci A280/260 pii prvnim méfeni (1,95) je témet shodna

s hodnotou (1,99) uvadénou Alhaddad et al. (2019). Podle Wilfinger et al. (1997) je mozZné
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povazovat hodnoty absorbanci ziskané pfi prvnim i druhém méfeni za vysoce €isté, proto v této
préci nebylo provedeno statistické porovnani téchto dvou méteni.

Pti statistickém porovnani namétenych hodnot koncentrace DNA pomoci parového
t-testu bylo zjisténo, Ze dlouhodobym zmrazenim extrahované DNA se neméni jeji koncentrace
a je tedy mozné ji skladovat pii —20 °C (tabulka 1). S timto tvrzenim souhlasi i Roon et al.
(2003), ktefi pti naslednych analyzach DNA pozorovali az 10% narast uspé$nosti amplifikace
u vzorki skladovanych pti —20 °C na rozdil od vzorkli uchovavanych pii pokojové teplote.

Extrahovanad DNA byla na gelu vizualizovana jako dobfe viditelny band (obrazek 3). Za
bandem je mozné pozorovat rozostfenou stopu, kterd miize znacit fragmentaci DNA, ale
zejména poukazuje na pritomnost molekul RNA ve vzorcich. Molekuly RNA se ve vzorcich
nachdzeji, protoze pii procesu extrakce DNA nebyl pouzit enzym RNAsa, ktery je degraduje.
Stejné vysledky vizualizace DNA na gelu pozorovali 1 Alhaddad et al. (2019), ackoli primérna
hodnota koncentrace DNA v jejich praci byla podstatné nizsi (10,19 pg/ul z 50 chlupovych
cibulek).

6.2  Stéry bukalni sliznice

Izolace DNA ze stérti bukalni sliznice neni u koni pfili§ rozsifena. Tato metoda je
u kopytnikl vyuzivana pfevazné k zjistovani hladiny stresovych hormont (Schmidt et al. 2010;
Bonelli et al. 2019). Cilem této bakalaiské prace vsak bylo porovnat nékolik druhti biologickych
materiali bez ohledu na typy naslednych analyz DNA. Z tohoto ditvodu byly do studie zafazeny
1 sté€ry bukalni sliznice, ackoli se v praxi u koni pfili§ nevyuZivaji.

Odbér DNA pomoci cytologického kartaCku neni pro zvitata bolestivy, ale miize byt
pro nékteré jedince nepiijemny. Ziskani DNA touto metodou vyzaduje nejen zrucnost, ale také
spolupraci koné, ktery musi byt zvykly na manipulaci v oblasti tlamy. Jelikoz vSichni jedinci,
kteti byli vyuZiti pro experimenty v této praci, byli navykli na pravidelné odcerveni pomoci
odCervovaci pasty podavané peroralné, nebyl pii pouziti odbérového kartacku zaznamenan
zadny problém. Mirné komplikace zplsobil fakt, Ze stér musi byt provadén dostatecné dlouhou
dobu, aby se na kartacku zachytil dostatek bun¢k pro izolaci DNA. Pro nékteré koné nebylo
jednoduché ztstat po dobu odbéru v klidu, proto byl vyuzit asistent, ktery pomohl udrzet hlavu
jedince ve vhodné pozici po celou dobu odbéru.

Pti samotném odbéru bylo nutné nékterym jedincim vsunout prst do koutku tlamy
a pifimét je tak oteviit pysky, aby bylo mozné opatrné vlozit kartacek. Z tohoto diivodu byl
odbér provadén vzdy v jednorazovych rukavicich, aby nedoslo ke kontaminaci kartacku lidskou

DNA. Z hlediska naro¢nosti odbéru jsou stéry bukdlni sliznice ze zde uvadénych metod
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nejkomplikovangjsi. Tato metoda vyzaduje pfimou manipulaci s koném a pomérné blizky
kontakt s kofiskou tlamou a zuby, coz muze byt pro ¢lovéka, ktery se u koni nepohybuje,
nepiijemné. Pokud vSak odbér provadéji sami chovatelé, ktetfi své kon¢€ znaji, neni tato metoda
nijak zvIast’ problematicka.

DalSim dulezitym faktorem pro ziskani kvalitni DNA z bukalnich stér je spravné
vysuSeni a skladovani kartackt. Je doporu¢ovano ponechat cytologické kartacky vyschnout pfi
pokojové teploté, nasledné je ulozit do papirovych obalek a poté z nich v co nejblizsi dobé
extrahovat DNA (Beja-Pereira et al. 2009). Manipulace se vzorky v této praci probéhla
v souladu s postupy uvadénymi vyse zminénymi autory.

I ptes dodrzeni vSech zasad spravného odbéru byvaji ve vzorcich DNA ziskanych
z bukalnich stér pfitomny bakterie, enzymy a oralni mikrobiota (Kidd et al. 2014). Obecné
se uvadi, Ze zvifata by neméla 30 minut pfed odbérem pfijimat potravu. V souvislosti s kofimi
neni toto opatfeni vzdy mozné dodrzet. V této praci byly bukalni stéry u klisen z Janovy Hory
(ptiloha 2) provadény pfimo na pastving, tudiz nebylo mozné zamezit jedincim v pfijimani
potravy. Ackoli nebyl u vSech jedinct pii odbéru DNA dodrZen idedlni postup, byla primérna
hodnota poméru absorbanci A280/260 u prvniho méteni 1,92 a u druhého méfenil,86. Obé tyto
hodnoty podle Wilfinger et al. (1997) znaci ¢istou DNA, proto nebylo tieba provadeét statistické
porovnani vysledku Cistoty DNA.

U vzorku €. 8 byla namétena vyssi hodnota poméru absorbanci A280/260 (2,3), ovSem
Matlock (2015) uvadi, Ze vyS$si hodnoty tohoto poméru absorbanci nenaznacuji problém.
Srovnatelnou primérnou hodnotu ¢istoty (1,91) naméftili ve své praci i Lanci et al. (2012).

Nameétend primérna hodnota koncentrace DNA pii prvnim méteni byla v této praci
30,825 ng/ul. Tato hodnota je srovnatelnd s hodnotou ziskanou ze vzorkidl cerstvych
1 mraZzenych exkrementl, jak je uvedeno déale. Podobné hodnoty primérné koncentrace
z bukélnich stérii ziskali 1 Asawakarn et al. (2018) u ptakd (28.813 ng/ul) a Picazo
& Garcia-Olmo (2015) u hlodavct (20 ng/pl).

Pro vizualizaci vzorkli byla provedena gelovd agar6zovd elektroforéza.
Na elektroforeogramu bylo mozné pozorovat pfitomnost molekul RNA ve vzorcich v podobé
stopy za bandem DNA (obrazek 4), coz ve své praci uvadi i Alhaddad et al. (2019).

V tabulce 2 jsou uvedeny hodnoty ziskané statistickym porovnanim dvou termint
meéfeni koncentrace vyizolované DNA ze stérli bukdlni sliznice. Pfi tomto porovnani nebyl
nalezen statisticky prikazny rozdil. Lze tedy tvrdit, Ze skladovanim vyizolované DNA
pfi teplot¢ —20 °C nedochdzi k jeji degradaci a nesniZzuje se tak jeji vyuZitelnost k dalSim
genetickym analyzam.
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6.3 Exkrementy

V této praci byl k izolaci DNA z exkrementii pouZit komeréni kit QIAamp® DNA Stool
Mini Kit® (Qiagen, Nizozemsko). Exkrementy, ze kterych byla DNA izolovana bezprostiedné
po odbéru, byly oznaceny jako ,,Cerstvé®. U tohoto typu vzorkll byla primérnd koncentrace
DNA pii prvnim méteni 22,275 ng/pl. Vzorky oznacené jako ,,zmrazené* byly uchovavany
6 mésict pii teplot€ —20 °C a poté z nich byla izolovana DNA. U téchto vzorkt byla pfi prvnim
meéfeni naméfena primérnd hodnota koncentrace DNA 28,9 ng/pul.

Mezi Cerstvymi a zmrazenymi exkrementy (prvni méfeni) byl parovym t-testem nalezen
statisticky velmi vyznamny rozdil (p << 0,05), jak je podrobné&ji uvedeno v tabulce 5. Stejny
vysledek pfineslo i statistické porovnani druhého terminu méteni (tabulka 6). Z téchto vysledk
je patrné, ze dlouhodobé zmrazeni vzorkil exkrementti ma vliv na koncentraci vyizolované
DNA.

Jednim z faktor(, zplsobujicich vy$§i primémou hodnotu koncentrace DNA
u zmrazenych vzorkd, mizZe byt fragmentace DNA. Studie Deagle et al. (2006) a Kolodziej
et al. (2013) ukazuji, Ze fragmentace DNA u vzorka exkrementl vedla k vyraznému snizeni
uspésnosti amplifikace.

Zcela opacny vysledek nez byl popsdn v této bakalarské praci, piinesla studie
Metzler-Zebeli et al. (2016). Tito autofi popisuji pii izolaci DNA ze zmraznych exkrementi
snizeni mnozstvi ziskané DNA primérné o 25-30 ng ve srovnani s ¢erstvymi exkrementy.
Vysledky Bahl et al. (2012) pak ukazuji, ze u lidskych exkrementii nebyly pozorovany rozdily
v koncentracich DNA pfii porovnani ¢erstvych a zmraZenych vzorkd.

Primérna cistota DNA izolované z Cerstvych exkrementli byla 2,05. Podobnych
vysledkl doséhli i Janabi et al. (2016), kteti uvadi primérnou hodnotu Eistoty 2,11. Pfi izolaci
DNA ze vzorkil uloZenych ptl roku pfii teploté —20 °C byla naméfena primérna Cistota 1,93.
V této praci nebylo tfeba provadét statistické porovnani Cistoty DNA, jelikoz ve vSech
ptipadech byly naméteny hodnoty, které podle Wilfinger et al. (1997) znaci dostatecné €istou
DNA.

U vzorkil exkrementl je obtizné kvantifikovat mnoZstvi extrahované DNA pomoci
konvencnich metod jako je spektrofotometrie, protoze tyto metody nejsou schopny odhalit
degradaci DNA ani rozeznat DNA cilového druhu od DNA stievni mikroflory (Beja-Pereira
et al. 2009). Proto byla v této praci pro ovéfeni vysokomolekularity DNA pouzita gelova

elektroforéza.
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Na obou elektroforeogramech vzorkl exkrementii (obrazek 5 a 6) bylo mozné pozorovat
rozostfenou stopu za bandem DNA. Tato stopa naznacuje, ze mohlo dojit k fragmentaci
molekul DNA disledkem dlouhodobého zmrazeni ¢i chemické degradace (Mulcahy et al.
2016). Piedevsim vsak tato stopa poukazuje na to, ze se ve vzorcich nachazi molekuly RNA,
které nebyly pfi procesu izolace DNA degradovany RNAsou. Zhnag et al. (2013), ktefi ve své
studii naméfili podobné hodnoty Cistoty DNA, také pozorovali na elektroforeogramu vyrazny
Ltailing phenomenon®. Autofi zmifnuji, ze tento jev miize byt zplisoben také piitomnosti
fragmentt bakterialni, parazitarni a mikrobialni DNA ve vzorcich exkrementd.

Nazory riznych autorti na problematiku dlouhodobého skladovani exkrementd a s tim
souvisejici zménu kvality a kvantity izolované DNA se znaéné lisi. Lucchini et al. (2002)
a Lonsinger et al. (2015) na zdklad¢ svych vyzkumil zastavaji nazor, ze pii dlouhodobém
uchovéavani vzorkil v mrazu nedochézi k degradaci DNA. Autofi doporucuji odebirat vzorky
exkrementll v zim¢ a dodavaji, Ze se ani u opakovanych cykli tani a mrazeni neprokazal vliv
na degradaci DNA.

Santini et al. (2007) navrhuji jako nejvhodnéjs$i metodu skladovani vzorkli konzervaci
v 95% ethanolu pfi teploté —20 °C. Uvadéji, Ze mira uspeSnosti amplifikace PCR pro fragmenty
o velikosti 1600 bp byla u zmrazenych vzorkl vyrazné vyssi nez u vzorkd uchovavanych
v pokojové teploté. Zaroven se mira uspésnosti amplifikace postupem ¢asu zvySovala. Po Sesti
mésicich bylo ze zmraZenych vzorkd 98 % tuspé€Snych PCR reakci, zatimco ze vzorkl
skladovanych pii pokojové teploté bylo uspéSnych pouze 55 %.

Ackoli mize byt zmrazeni exkrementl v terénu naro¢né, je tteba ucinit tak co nejdiive
po odbéru vzorku. Ze studii vyplyva, ze chladné a suché podminky (Lucchini et al. 2002;
Santini et al. 2007; Adams et al. 2011) a sbér co nejcerstvejSich vzorkt (Piggott 2004; Reddy
et al. 2012) udrZuji nejvyS$si moznou kvalitu a kvantitu DNA.

Zcela opacné vysledky vSak pfinesla studie Zhu et al. (2017), kterd ukézala, Ze nizka
teplota (—20 °C) byla nejméné vhodnou metodou pro skladovani exkrementd. Pti této metodé
vzorkll pomoci ethanolu nebo s metodou zasoleni vzorkii. Uspé&nost amplifikace se po péti
mesicich zmrazeni vzorki sniZila o 60 %.

Z vyse zminénych studii vyplyva, ze pohled autorti na nejvhodné;jsi zplisob skladovani
exkrementll a na degradaci DNA ve vzorcich neni jednotny. V této praci byly exkrementy
bezprostiedné po odbéru uloZzeny do prenosného mraziciho boxu, ve kterém byly pfevezny
do laboratofe a dale byly uchovany pfi teploté¢ —20 °C do doby izolace DNA. Pti tomto zpiisobu

skladovani nebyl u vzorka, které byly oznaceny jako ,,Cerstvé®, nalezen statisticky prukazny
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rozdil mezi prvnim métenim ihned po izolaci DNA a druhym méfenim po pul roce (tabulka 3).
Je tedy mozné fict, ze dlouhodobym zmrazenim vyizolované DNA z Cerstvych exkrementi
se nemeni jeji koncentrace.

Naopak u zmrazenych exkrementt, které byly skladovany ptl roku pfi teploté —20 °C
a poté z nich byla izolovana DNA, byl prokazan statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) mezi
dvéma métfenimi. U téchto vzorkl byl pozorovéan vyrazny narist koncentrace DNA pfi druhém
promé&ieni vzorkli po pil roce (tabulka 4). Jak jiz bylo zminéno vySe, tento jev mohl byt
koncentrace pfi spektrofotometrickém méteni. Material exkrementt je problematicky v tom, ze
obsahuje vétsi mnozstvi kyselin, bakterii a enzymu. Zistava otazkou, zda jsou filtry schopny
vSechny necistoty zachytit nebo se ¢ast enzymu pfi eluci dostavd do vzorku a zplsobuje tak
rychlejsi degradaci DNA.

Aby bylo mozné piesnégji zjistit, pro¢ dochdzi k navyseni koncentrace DNA, bylo by
zapotiebi provést chemicky rozbor roztoku DNA. Neni v moznostech této prace urcit, zda
v roztoku DNA neni obsazen nadbytek soli nebo kyselin, které prosly ptes filtr. Pro stanoveni
pfesné pfi¢iny navySovani koncentrace DNA by bylo tifeba provést podrobnéjsi analyzy
na principu fluorimetrie.

Vysledky této prace ukazuji, ze DNA v dostate¢né kvalité a mnozstvi neni jednoduché
z exkrementi ziskat. Pokud jsou odebirany cerstvé vzorky, které jsou bezprostiedné po odbéru
zmrazeny, a nasledné je znich v blizké dob¢ izolovana DNA, je kvalita a kvantita DNA
srovnatelna s hodnotami bukalnich stérii. U exkrementl vSak hrozi vyssi riziko kontaminace
DNA, zaroven se u vzorkll exkrementl pfi statistickém porovnani prokézalo, ze dlouhodobé
zmrazeni ma vliv na koncentraci DNA. Z té€chto dlivodu je vhodné izolaci DNA z exkrementl
vyuzivat u divokych zvifat, u kterych neni jina moznost ziskdni vzorkl. Pokud vSak maji
chovatelé moZnost zvolit jiny materidl k odbéru, nejsou exkrementy na zéklad€ vysledkt této

prace vhodnym feSenim.

6.4 ANOVA

Pro celkové statistické zhodnoceni vysledki méfeni byla pouZzita ANOVA hlavnich
efekta (tabulka 7). Zavisle proménnou byla koncentrace DNA a tfidicimi faktory kan a typ
vzorku. Pfi této analyze bylo zjisténo, Ze tfidici faktor ki nema vliv na koncentraci DNA. Tato
informace je uZzitecnd napf. pro populacni analyzy, protoze ukazuje, Ze nezélezi na tom,

od jakého jedince DNA odebereme.
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U tiidiciho faktoru typ vzorku bylo zjisténo, Ze alespon jedna dvojice typi vzorkl
se statisticky vyznamné li§i na hladin€ vyznamnosti o = 0,05. Z tohoto diivodu bylo pro faktor
typ vzorku provedeno podrobnéjsi hodnoceni Tukeyho HSD testem (tabulka 8).
Z podrobnéjsiho hodnoceni vyplynulo, ze se primérna koncentrace DNA u exkrementa
cerstvych, exkrementll mrazenych a stért bukalni sliznice statisticky prukazn¢ nelisi. Primérna
koncentrace DNA u typu vzorku zin¢ se statisticky vyznamné li§i od vSech ostatnich typt

vzorkd.

Vysledky této prace jasné ukazuji zin€ jako nejvhodnéjsi materidl pro izolaci DNA
od huculskych koni. Zing jako vhodny material pro izolaci DNA stanovili i Alhaddad
et al. (2019) ve své studii na velbloudech (Camelus dromedarius Linnaeus, 1758). Vyhodou
tohoto materialu je jednoduchy odbér, skladovani i pfevoz vzorkd. Primérnd hodnota
koncentrace DNA ziskand z zini byla signifikantn€ vétsi nez hodnoty ziskané z ostatnich typt
vzorkd. Zaroven se vSechny hodnoty poméru absorbanci A260/280 u Zini pohybovaly
v rozmezi 1,8-2, coz podle Wilfinger et al. (1997) znaci ¢istou DNA. Na elektroforeogramu
byla patrna vyrazna signalizace bandu DNA. Nespornou vyhodou je také fakt, ze si DNA
izolovand z zini pfi zmraZeni po dobu 6 mésicli zachovava stale stejnou koncentraci a je tedy

mozné ji dlouhodobé skladovat.
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7. Zavér

V literarni reSersi byly shromazdény teoretické informace o plemeni huculsky kun
a o soucasném stavu jeho populace na uzemi Ceské republiky. Dale byly v dostupné
literatuie zmapovany postupy izolace genomické DNA a metody jeji analyzy.
V neposledni fadé byly popsany rizné typy biologickych materialti vhodné pro izolaci

DNA od koni.

Dil¢im cilem prace bylo v experimentalni casti izolovat DNA ze tfech typu
biologickych materialti od vybranych 20 genotypid huculskych koni. Ze vSech vzorkl
byla tspésné izolovana DNA. Pro vzorky zini a stérti bukalni sliznice byl vyuzit
komeréné dostupny kit NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel, Némecko) a pro
exkrementy kit QIAamp® DNA Stool Mini Kit® (Qiagen, Nizozemsko). Koncentrace
a cCistota DNA byly spektrofotometricky zméfeny bezprostiedné po izolaci DNA
a nasledné po 6 mésicich. Vysokomolekularita DNA byla ovéfena pomoci agar6zové

gelové elektroforézy.

Na zaklad¢ ziskanych vysledki bylo provedeno statistické vyhodnoceni. Pomoci t-testu
bylo zjisténo, zda se u jednotlivych typi materiali méni koncentrace DNA pii jejim
uchovavani pll roku pii teplot¢ —20 °C. Vysledky prokazaly, Ze u zmraZenych
exkrementl dochazi ke zméné koncentrace DNA. Byla tak vyvracena hypotéza, Ze pfi
dlouhodobém uchovavani vzorkiit DNA pii —20 °C nedochazi k jejich degradaci
a k fragmentaci DNA. Naopak u ostatnich typt vzorkli nebyla zména koncentrace DNA

statisticky prokazana.

Déle bylo experimentdln¢ zjiStovano, zda se meéni mnozstvi DNA izolované
z dlouhodobé& zmraZenych exkrementli v porovnani s cerstvymi exkrementy. Pomoci
parového t-testu byly statisticky porovnany hodnoty koncentrace DNA u obou typl
vzorkll a byl nalezen statisticky velmi vyznamny rozdil (p << 0,05). Tim byla potvrzena
hypotéza, ze se dlouhodobym uchovavanim vzorki exkrementt pii teploté —20 °C méni

koncentrace izolované DNA.

Pomoci analyzy rozptylu bylo statisticky posouzeno, zda mnozstvi vyizolované DNA
pomoci komer¢nich kit zavisi na jednotlivém zvifeti a na typu odebraného materialu.
Statistické vyhodnoceni ukazalo, ze mnozstvi ziskané DNA neni zavislé na konkrétnim

jedinci. Naopak typ odebraného materialu ma vliv na koncentraci DNA, proto bylo

50



provedeno podrobnéj$i hodnoceni Tukeyho HSD testem. Bylo zjiSténo, ze mnozstvi
DNA ziskané z zini je vyrazn¢ vys$i nez mnozstvi DNA ziskané z ostatnich typt

vzorkd.

Na zéklad¢ poznatk z této prace 1ze konstatovat, ze pro ziskani DNA od koni je mozné
vyuzit vSechny popsané typy biologického materialu. Shrnutim vysledka statistického
vyhodnoceni bych jednoznacné doporucila k izolaci DNA Zin¢ s chlupovymi cibulkami,
jelikoz piinesly prokazatelné nejlepsi vysledky koncentrace i Cistoty DNA. Vzhledem
k minimalnimu obsahu vody v Zinich Ize vzorky bez problému ptfepravovat a skladovat
pfi pokojové teploté. Zaroven spatfuji vyhodu v jednoduchosti odbéru materialu a také

v moznosti DNA dlouhodobé skladovat pfi teploté —20 °C bez zmény jeji koncentrace.
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base pairs, pocet part bazi v molekule nukleové kyseliny
deoxyribonukleova kyselina

kyselina ethylendiamintetraoctova

Food and Agriculture Organization

gigabase pair, miliarda para bazi

Hucul International Federation

long interspersed nuclear elements, dlouhé rozptylené jaderné elementy
messengerova ribonukleova kyselina

polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
ribonukleova kyselina

short interspersed nuclear elements, kratké rozptylené jaderné elementy
single nucleotide polymorphisms, jednonukleotidové polymorfismy
short tandem repeats, sekvence repetitivni DNA, mikrosatelit
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Prilohy

Ptiloha 1: Tabulka namétenych hodnot koncentraci DNA a poméru absorbanci A260/280 vsech vzorki

pomér pomér pomér pomér . . pomér pomér
koncentrace | kancentrace | koncentrace | koncentrace . pomér pomér koncentrace | koncentrace ;
absorbanci absorbanci absorbanci absorbanci | koncentrace | koncentrace R absorbanci absorbanc
[ng/] [ng/ul] [ng/ul] [ng/] absorbanci absorbanci [ng/ul] [ng/wl]
) N N A260/280 “ i A260/280 S A260/280 S A260/280 [ng/pl] [ng/u) B | a260/280 . | A260/280
[+ terstvé . . terstvé . . zmraiené .. zmraiengé .. L A260/280 . A260/280 | stéry bukdlni . .. .| stérybukalni . o
cerstvé cerstvé zmraiené zmraiené Ziné ey Ziné e o stéry bukalni o stéry bukalni
exkrementy exkrementy exkrementy exkrementy . iing . iing sliznice o sliznice o
. exkrementy . exkrementy . exkrementy . exkrementy 1. méfeni .. 2. méreni .. . sliznice e sliznice
1. méfeni ., 2. méfeni .. 1. méfeni . 2. méfeni . 1. mé&feni 2. mé&feni 1. méfeni e 2. méfeni .
1. méreni 2. mérfeni 1. mafeni 2. mefeni 1. mefeni 2. mefeni
1 25,5 1,759 28 1,806 23,5 1,741 19,5 1,857 9,5 1,9 10 1,818 19,5 1,95 23,5 1,808
2 13,5 1,929 13,5 1,929 14 1,867 15,5 1,824 26,5 1,893 25,5 1,962 9,5 1,9 10 1,818
3 19,5 1,95 17,5 1,944 36 1,674 41,5 1,844 51,5 1,943 52,5 1,909 16 1,778 13 1,8
a 20,5 1,364 22 1,76 33,5 1,861 50 1,818 33,5 1,914 35 2 22 2,095 27 2
5 23,5 1,808 25,5 1,821 52 1,763 25 1,852 15,5 1,938 17 2 13,5 1,929 16 1,882
6 50 1,852 57,5 1,855 34 2 35,5 2,088 130 1,992 131 1,985 8,5 2,125 12 1,714
7 19 1,727 19,5 1,773 21,5 1,72 a6 1,84 10,5 1,909 9,5 2,111 7 1,75 9 2
g 29 1,812 26 1,793 32 1,939 31,5 1,909 27 1,929 25,5 1,889 11,5 2,3 13,5 1,929
9 26 2,08 27,5 1,964 30 2,143 32 2 29 1,871 33 1,886 22 1,833 15,5 1,722
10 15,5 2,214 19,5 2,053 31 1,938 43,5 1,977 127 1,992 118 1,992 3L5 1,853 33 1,941
11 16,5 2,357 21 2 21,5 2,048 26 2,08 91,5 2,011 93,5 1,968 41 1,745 38 1,727
12 16 2,286 17 2,267 29,5 2,107 32,5 2,031 289 1,993 286 2,004 23 1,917 23 1,917
13 13,5 2,077 11 2 18 2 48 2 30,5 1,848 33 1,886 172 2,042 160 2,078
14 33,5 2,03 28,5 2,111 27,5 2,037 28 2,074 46 2 48 1,959 21,5 1,87 23,5 1,88
15 17 2,125 19 2,111 25 1,923 23 2 19,5 1,95 24 1,846 48,5 1,902 50,5 1,887
16 23,5 1,958 23 2,001 31 1,938 34 2,061 a1 2,05 42 2 23 2 26,5 1,828
17 21,5 2,263 20 2 32,5 1,912 45,5 1,936 107 2,019 113 1,991 30,5 1,794 32,5 1,711
13 19 2,533 20 2,105 28,5 2,036 45,5 2,116 32 1,939 32 2,085 45,5 1,82 45,5 1,857
19 22,5 2,25 23 2,091 34 2,061 49,5 1,98 78 2 77 2 41,5 1,93 43,5 1,977
20 20,5 2,158 19 2 23 1,917 29,5 1,967 79 1,951 80 1,951 9 1,8 9 1,8




Ptiloha 2: Seznam huculskych koni vyuzitych pro experimenty v této praci

£. vzorku jméno misto ustdjeni
1 Anina Toulcdv dvlr
2 Bajka Toulcdv dwlr
3 Bosorka Toulcdv dwir
4 Divéra Toulcdv dvir
5 Paoma Toulclv dvlr
6 Pohoda Toulclv dvar
7 Séra Toulcdv dwvir
8 Tosca Toulcdv dvir
9 Apolenka Janova Hora
10 Ornela Janova Hora
11 Irma Janova Hora
12 Divizna Janova Hora
13 Cikorka Janova Hora
14 Lyrika Janova Hora
15 Elsa Janova Hora
16 Mora Janova Hora
17 Barunka Janova Hora
18 Santalka Janova Hora
19 Dubénka Janova Hora
20 Jerabina Janova Hora

II



Ptiloha 3: Fotodokumentace n¢kterych koni pouzitych pro experimenty
(kan ¢. 4 — Duaveéra, kun ¢. 8 — Tosca)
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