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Summary

Summary

The Old Kladruber horse, along with the Lipizzaner horse, Andalusian horse and Lusitano horse, is
of the original Italo-Spanish type. The Old Kladruber horse is kept in two colour varieties (grey and
black). Because the population is closed, there is a concern about the loss of genetic variation. The
genetic diversity and population structure were analysed in the Old Kladruber horse breed based on
the pedigree information of animals that were registered in the Studbook to identify factors that may
have affected the genetic variability of the breed. Pedigree records collected from 1729 to 2013
contained information on 7971 animals that were used in the analyses. The pedigree depth was up
to 33 generations, with an average of 15.1 complete generations. The effective number of founders
and ancestors contributing to the current genetic pool was 92.69 and 17.16, respectively. The
average values of the inbreeding coefficient were as follows: 13% (with a maximum value of 29%)
for the reference population (individuals that can currently take part in reproduction, n=612), 11%
for the grey variety (with a maximum value of 25%) and 15% for the black variety (with a
maximum value of 29%). The proportion of inbred animals was high (99%). The average rate of
inbreeding in the reference population was 1%: 0.8% for the grey variety and 1.1% for the black
variety, and the respective estimates of the effective population sizes were 52 for the reference
population, 62 for the grey variety and 45 for the black variety. The estimated percentage of genetic
diversity lost due to non-random mating within subpopulations and the reference population was
1.0, 1.0 and 1.2%, respectively. The total loss of genetic diversity in the reference population, in the
grey variety and in the black variety was 11%, 13% and 17%, respectively.



Summary

Abstrakt

Starokladrubsky kan, spolu s plemenem lipican, andalusky kun a lusitano, patii mezi plemena
staro$pan¢lského a staroitalského typu a je chovano ve dvou barevnych variantach (bélousi a
vranici). Protoze se jednd o uzavienou populaci, je populace ohrozena ztratou genetické
proménlivosti. Geneticka rozmanitost a populacni struktura byla analyzovana u starokladrubského
koné na zakladé rodokmenovych zaznamii jedinci registrovanych v plemenné knize. Déle byly
identifikovany faktory, které mohou ovlivnit genetickou variabilitu starokladrubského plemene.
Rodokmenové zdznamy pouzité v analyze zahrnovaly data o 7971 jedincich v rozmezi let 1729 az
do roku 2013. Rodokmenové zaznamy zahrnovaly 33 generaci piedkd, s primérnou kompletnosti
rodokmenu 15,1. Efektivni pocet zakladatel a piedkt piispivajicich do soucasného genofondu
populace byl 92,69 a 17,16. Primérné hodnoty koeficienti piibuzenské plemenitby byly
nasledujici: 13 % (s maximalni hodnotou 29 %) pro referencni populaci (jedince schopné
reprodukce n=612 jedincti), 11 % pro variantu béloust (s maximalni hodnotou 25 %) a 15% pro
vranou variantu (s maximalni hodnotou 29 %). Podil inbrednich jedincii v celé referencni populaci
predstavoval 99 %. Primérny narust koeficientu pfibuzenské plemenitby z generace na generaci
nabyval hodnot: 1% pro celou referen¢ni populaci, 0,8 % pro variantu béloust a 1,1 % pro variantu
vranikl. Témto hodnotdm odpovidaly také hodnoty efektivni velikosti populace, které byly
odhadnuty: 52 jedincl pro referen¢ni populaci, 62 jedincl pro bilou variantu a 45 jedincl pro
variantu vranikli. Odhadnuté ztraty genetické rozmanitosti z diivodu nendhodného pateni uvnitt
sledované populace a barevnych subpopulaci byly 1 % pro celou referen¢ni populaci a pro variantu
béloust a 1,2 % pro variantu vranikd. Celkova ztrata genetické rozmanitosti pro celou referen¢ni

populaci a pro variantu bélousi a vranikii dosahovaly hodnot 11 %, 13% a 17%.
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Prehled o soucasném stavu poznani

Prehled o sou¢asném stavu poznani

védni odvétvi, zvlasté z pohledu udrzeni pfirozeného ekosystému. V piipadé¢ domestikovanych
zvitat je konzervacni program obvykle zahdjen u plemen, kterd predstavuji jedinecné genetické a
fenotypové vlastnosti. Tradicni Slechtitelské programy jsou hlavné zaloZeny na selekci za ucelem
zlepseni ekonomicky dulezitych vlastnosti. Dusledkem této selekce je omezeni genetické
proménlivosti dané populace. Tudiz konzervacni programy je potieba zaméfit na plemena ¢i druhy
zvitat, které maji zachovanou vyznamnou c¢ast genetické proménlivosti (FAO, 2000). Wade et al.
pracovni kon¢ a zvySenym zdjmem o kon¢ jezdecké. Vicente et al. (2014) také uvadi, Ze na pokles
stavu a rozmanitosti ptivodnich plemen koni maji hlavné vliv svétové valky a dale mechanizace
zemédé@lstvi v druhé poloving 20. stoleti, politicka rozhodnuti a omezeni v oblasti chovu koni,
nekontrolovatelné ktizeni s ostatnimi plemeny, atd. Tyto faktory ovlivnily vznik tzv. efektu hrdla
lahve (bottleneck) (Vicente et al., 2012). Efekt hrdla 1ahve vznika pfi ndhlém snizeni poctu jedincl
ucastnicich se reprodukce, které vede k vyraznému sniZeni pocetnosti populace. Tato populace
muze béhem nasledujicich generaci obnovit svoji pocetnost, avSak vlivem genového posunu muze
dojit k podstatné zmén¢ genetické skladby této populace (Relichova, 2009).

I ptes dlouhou tradici chovu koni starokladrubského plemene a znacné usili plemenaiské
prace byly pocetni stavy starokladrubského koné stale nizké a soucasna populace je odvozena z
nizkého poctu predkl. Proto je velmi dualezit¢ hodnoceni piibuzenské plemenitby s ohledem na
ztratu genetické rozmanitosti praveé u takto nizko pocetnych populaci.

Analyza rodokmenovych 0dajl je jednou z moZnosti popisu genetické rozmanitosti a jejiho
vyvoje béhem generaci (Boichard et al., 1997). Metoda je zalozend na vztahu mezi pfirGstkem
hodnoty koeficientu ptibuzenské plemenitby a poklesem heterozygotnosti urcitého lokusu v dané
populaci (Kadlecik, 2008). Charakteristiky hodnotici genetickou rozmanitost na podkladé
rodokmenovych informaci jsou velmi citlivé na kvalitu podkladovych idaji a do zna¢né miry zavisi
na jejich Uplnosti. Struktura rodokment, pocet a uplnost zaznamenanych generaci predkli ma
vyznamnou ulohu pii odhadu jednotlivych populaéné genetickych charakteristik (Baumung a
rodokmenovych informaci patii koeficient pfibuznosti mezi dvéma jedinci a koeficient pfibuzenské
plemenitby.

Jednou z vyznamnych praci, zabyvajici se genetickou analyzou s vyuzitim rodokmenovych
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informaci u starokladrubského koné, je studie uskutecnéna Jakubcem et al., (2009). Tato studie
zkouma genetickou rozmanitost v desetiletém intervalu, v letech 1993 a 2003. Ze studie vyplyva, ze
genetickd proménlivost, hodnocena na zaklad¢ poklesu koeficientu ptibuzenské plemenitby, se u
starokladrubského plemene zvysila. V této praci vSak byl uvazovéan pouze pétigeneracni rodokmen,
kdy bylo predpokladano, ze za touto hranici jsou jiz jedinci nepiibuzni — jedinci v paté generaci
ptedkt byli vzdy brani jako zakladatelé. Tento pfedpoklad vSak plné neodpovidd historickému
vyvoji populace starokladrubského koné. Pro odhad koeficientu piibuzenské plemenitby jedince, ¢i
prumérného koeficientu piibuzenské plemenitby populace, ma délka a kompletnost rodokmenu
vyznamny vliv na vysledek odhadu (Cothran et al. 1984). Toto potvrdili i Zechner et al. (2002),
kteti odhadli primérny koeficient piibuzenské plemenitby pro koné plemene lipican 2,1 % s
vyuzitim péti generacniho rodokmenu a 10,8 % s vyuzitim Gplného rodokmenu.

Analyzy rodokmenu podobné¢ jako molekuldrné genetické analyzy na zékladé mikrosatelitt
¢i SNP (Single Nucleotide Polymorphism) je mozné pouzit ke studiu genetické proménlivosti a
genetické rozmanitosti uvnité i mezi rozdilnymi plemeny hospodaiskych zvifat. Rodokmenové
analyzy nevyzaduji slozité laboratorni zafizeni, na druhé strané jsou nachylné na netplnost, ¢i
chyby v rodokmenovych zdznamech. Rodokmenové zdznamy v jistych okamzicich ptedstavuji
spolehlivéjsi zdroj informaci neZ napiiklad mikrosatelitni markery. Toro et al. (2009) ve své praci
uvadi, Ze mikrosatelitni markery nemusi byt vZdy nezbytné dobrymi odhadci genetické pfibuznosti
mezi jedinci. A to z toho divodu, Ze existuje problém ve stanoveni genomické heterozygotnosti pti
pouziti pouze malého poctu molekularnich markert (v fddech desitek mikrosateliti). Vostry et al.
(2011b) uvadeji, ze vyuzZiti pouze mikrosatelitni analyzy pro odhad koeficientu piibuzenské
plemenitby neni vhodné. Také Baumung a Solkner (2003) uvadéji, Zze 1 netiplny rodokmen je pro
odhad koeficientli pfibuzenské plemenitby a dalSich populacénich parametrd vhodné&j$i nez
mikrosatelitni markery. Uplné rodokmenové zaznamy jsou shledavany v soucasné dobé jako velmi
vyznamné pro spravné fizeni chovu koni. Problém s malym poctem molekuldrnich markert pti
mikrosatelitni analyze je mozné vyfesit s pouzitim SNP — ¢ipli obsahujici SNP markery (naptiklad u
koni 67 000 SNP). Tyto Cipy jiz pokryvaji cely genotyp jedince velkym poctem marker, avSak
pofizovaci cena v soucasné dob¢ nepiispiva k ploSnému genotypovani populaci. Z téchto davodi
kvalitni genealogické informace zavedené v rodokmenech mohou ptedstavovat spolehlivéjsi zdroj
informaci o genetické proménlivosti v populaci 1 za predpokladu vyuziti pouze

pravdépodobnostniho poctu.



Vedeckeé hypoteézy a Cil prace

Védecké hypotézy

1) Ve sledované populaci starokladrubského kon¢ doslo k ztraté genetické rozmanitosti.

2) V populaci starokladrubského kon¢ nebyli v plemenitbé rovnomérné vyuzivani vSichni jedinci a

dochazelo k uptednostiovani urcité skupiny plemeniki ¢i plemenic.

Cil prace
Cilem prace je hodnoceni vyvoje a souCasného stavu genetické rozmanitosti u populace
starokladrubského koné€, ktera bude zalozena na studiu rodokmenu a stanoveni faktort, které mohou

ovliviiovat genetickou proménlivost u tohoto plemene.



Material a metody

Material a metody

Hodnoceni genetické rozmanitosti byly uskuteénény na zakladé rodokmenovych informaci.
Kompletni rodokmenové informace registrovanych jedincit v plemenné knize starokladrubského
koné obsahujici rodokmenové informace od roku 1729 do 31. 6. 2013 poskytla Rada plemenné
knihy starokladrubského koné (n= 7971). Genetické diverzita populace byla analyzovana na
zakladé referen¢ni populace, ktera byla definovana jako jedinci potencialné schopni reprodukce

(N=1693).

Ekvivalent kompletnosti generaci byl vypocitan pro kazdého jedince v sledované populaci jako
suma vSech znamych rodi¢t z vyrazu X(1/2)", kde n je pocet generaci oddélujici jedince od kazdého
predka (Maignel et al., 1996). Kompletnost rodokmenu stanovuje, jak piesné mize byt odhadnut
koeficient ptibuzenské plemenitby, tudiz mize velmi ovlivnit ,,validnost® odhadnuté hodnoty

koeficientu ptibuzenské plemenitby.

Koeficient pribuzenské plemenitby (Fi) kazdého jedince byl odhadnut tabularni metodou
(Falconer and Mackay, 1996) se zohlednénim jedincti s chybé&jicimi informacemi o rodi¢ich
(VanRaden, 1992).

Realizovana efektivni populace (Ne - primérna efektivni populace) predstavuje pocet
nepiibuznych jedinct, ktefi by zpusobili shodny nardst hodnoty koeficientu piibuzenské
plemenitby, jakého bylo dosazeno v referenéni populaci. Realizovana efektivni populace byla

odhadnuta dle Cervantes et al., 2008.

Ztrata genetické rozmanitosti v referenni populaci v disledku genetického driftu, nebo
nerovnomérného prispévku predkl byla odvozena z efektivniho poctu zakladateli a ekvivalentu

genotypu zakladateli.



Zaver

Vysledky a diskuze

Kompletnost rodokmenové informace referenéni populace po 33 generaci, které byly
nalezeny v databazi, udavd procento zndmych piedkli jedince v dané generaci. Plemeno
starokladrubsky kit mé velmi dlouhou chovatelskou historii s rodokmenovymi zdznamy sahajicimi
az do prvni poloviny 18. stoleti. V priméru je znamo 100 % kompletniho rodokmenu do Sesté
generace pro celou populaci starokladrubského koné. Do 90% kompletnosti generaci v priméru
bylo zjisténo u celé populace do 12. generace. Kompletnost rodokmenu do 50% byla zaznamenana
do 28. generace. Pro ilustraci celkovy pocet znamych piedkd v 17. generaci je 217 tj. 131 0072, z
kterych je u starokladrubského kon¢ znamo ptiblizné 67 000 pfedkl. Databdze obsahuje v pruméru
15,11 ekvivalent kompletnosti generaci jedinct v referencni populaci v rozmezi od 6,5 do 17,28.
Kompletnost rodokmenovych informaci odpovida dalsi populaci staro$panélskych koni — plemenu
lipican (Zechner et al., 2002). U tohoto plemene bylo zjisténo 90% znamych piedkt do 10.
generace a vice nez 50% znamych piedki do 17. generace. Také u rakouskych norikii bylo zji§téno
90% znamych predkt do 9. generace (Driiml et al., 2009). Ekvivalent kompletnosti ptredkil
predstavuje piepocet poctu predkill jedince na pocet generaci s kompletnim rodokmenem. Primérny
ekvivalent kompletnosti rodokmenu zjistény u starokladrubského koné odpovida jiz zminénym
populacim lipicanského koné - 15,2 (Zechner et al., 2002) a rakouského norika -12,3 (Driiml et al,
2009). Naopak u andaluského koné& - 8,3 (Valera et al., 2005), Span€lského arabského koné -
7,9(Cervantes et al., 2008) a némeckého painthorse - 4,77 (Siderits et al., 2013) byly zjistény
hodnoty nizsi. Vyrazné procentrické snizeni zndmych predkli zaznamenané mezi 8. — 9. generaci
spada do prvni poloviny 20. stoleti, kdy vlivem rozpadu rakousko-uherské monarchie a v
naslednych letech hrozila plna likvidace chovu, jelikoZ bylo stado vranikli zcela zruSeno a plemenni
koné& byli rozprodavani. Z analyzy vyplyva, Ze podkladova rodokmenova data ptedstavuji rozsahlé
mnozstvi informaci pro studium vyvoje genetické diverzity starokladrubského kon¢ a faktort, které
ji ovliviuji.

Vyvoj primérné hodnoty Fx podle roku narozeni odpovidal historickému vyvoji populace
starokladrubského koné. K vétsimu naristu dochazi od roku 1940. Hranice primérného koeficientu
ptibuzenské plemenitby 10% byla trvale ptekrocena v roce 1970. Mezi lety 1979 — 1987 doslo k
mirnému sniZeni hodnot primérného koeficientu ptibuzenské plemenitby. Od roku 1988 dochazi k
trvalému zvySovani, kdy v roce 2013 byla piekrocena hranice 15%. Primérné hodnota koeficientu
piibuzenské plemenitby v referencni populaci ¢ini 13,1%, maximalni hodnota byla 28,6%. Nami

zjisténé hodnoty Fx odpovidaji hodnotam zjisténym u dalSicho staro$panélského plemena koni —
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Zaver
plemene lipican (15%, Zechner et al., 2002). Vyrazné niz$i hodnoty Fx odhadl Jakubec et al. (2009)
u starokladrubského kon¢ a Wolc and Balinska (2010) u populace polského konika. Sierszchulski et
al. (2005) odhadl u polského arabského kon¢ primérné hodnoty Fx = 0.88%.

Z analyzy v referencni populaci vyplyva, ze dochéazi ke ztrat€¢ genetické rozmanitosti jak v
referencni populaci, tak u jednotlivych barevnych variant. V celé referencni populaci doslo k
celkové ztraté genetické rozmanitosti o 11 % u bilé varianty o 13 % a u cerné varianty o
17 %. Nejvyssi vliv na ztratu genetické rozmanitosti v referenéni populaci ¢i u jednotlivych
barevnych variant byl zjistén pro nahodny geneticky drift a nejvyssi hodnota byla zaznamenana u
cerné varianty 92%. Nejvétsi Cast ztraty genetické rozmanitosti byla zaznamenana mezi roky 1900
az 1972. Jednalo se predevSim o ztratu zplUsobenou genetickym driftem. Ztrata genetické
rozmanitosti zptisobena nerovnomérnym piispévkem zakladatelti predstavuje pouze malou ¢ast na
celkové ztraté genetické rozmanitosti. Pfi rozdéleni celé populace na barevné varianty je zfejmé, Ze
geneticka rozmanitost mezi subpopulacemi ptedstavuje zanedbatelnou cast. Hlavni Cast tvori
geneticka rozmanitost uvniti skupin, do které z vétsi Casti prispiva genetickd rozmanitost uvnitf
jedinci nez genetickd rozmanitost mezi jedinci. Vyvoj ztraty genetické rozmanitosti jak u
referencéni populace, tak u jednotlivych barevnych variant odpovidd vyvoji zmény koeficientu
ptibuzenské plemenitby (4F). Obecné lze fict, Ze v referencni populaci starokladrubského koné
doslo ke ztraté genetické rozmanitosti. Podil ztraty genetické rozmanitosti v disledku ndhodného
genetického driftu byl vys$i nez podil zpisobeny nendhodnym piispénim zakladatelti. Tento
geneticky drift byl pfevazné ovlivnén efektem hrdla 1dhve (bottleneckem), ke kterému doslo v prvni
poloviné dvacatého stoleti. Efekt hrdla ldhve (bottleneck) predstavoval specialni formu genetického
driftu, hlavné u populace vranikii. AvSak kromé& zminéného genetického driftu a nerovnomérného
prispévku zakladateli do referencni populace, je také ztrata genetické rozmanitosti ovlivnéna
piipafovacim planem a podobnymi vlivy. Vyvoj ztraty genetické rozmanitosti v poslednich letech
sledovaného obdobi odpovidd vyvoji u uzaviené populace bez moznosti piilivu geni z

fylogeneticky podobnych plemen.
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Zaver
Byla provedena komplexni rodokmenova analyza starokladrubského plemene koni. Vysledky z
analyzy kompletnosti rodokmenu vykazuji vysoky stupen jeho kompletnosti. Byla zjisténa vysoka
ztrata genetické promeénlivosti u populace starokladrubského koné (od 10,5 % pro celou referencni
populaci do 17 % pro vranou variantu). Tato vyznamna ztrata genetické proménlivosti souvisi
s historickym vyvojem plemene a nejvétsi ubytek byl zaznamenan do sedmdesatych let dvacatého
stoleti. Tato ztrata genetické promeénlivosti méla za nésledek vyrazny pokles efektivnich pocti
zakladatelti a predkii. Maly efektivni pocet predkli poukazuje na intenzivni vyuzivani jen nékolika
hiebcl v plemenitbé. Nerovnomérny piispévek piedki do referencni populace také vedl ke ztraté
genetické rozmanitosti. Déle byl zjistén vysoky vliv ndhodného genetického driftu na ztratu
genetické rozmanitosti. VSechny tyto skutecnosti jsou zplisobeny regeneraci starokladrubského
kon¢, kdy dochazelo k regeneraci celého plemene jen z malého poctu jedincd, hlavné u vrané
varianty.

Vysoké hodnoty koeficientu piibuzenské plemenitby byly odhadnuty diky vysoké
kompletnosti rodokment, kterda pomohla zptesnit jeho vypocet. Dale k zpiesnéni hodnoty
koeficientu ptibuzenské plemenitby pfispélo vyuziti metodiky dle VanRadena (2003), ktera
umoziuje zohlednit priméry koeficient pfibuzenské plemenitby pro neznamé piedky. Parametry
hodnotici vyuzivani nepiibuznych jedincti v populaci poukazuji na vhodnou plemenaiskou strategii.
Ptesto by se méla Slechtitelska prace zaméfit na zvySeni podilu zafazenych jedincti do plemenitby s
ohledem na sniZzovani pfirtstku koeficientu piibuzenské plemenitby za generaci (4F) a zajisténi
rovnomérného piispévku zakladateld do nasledné generace s cilem udrzeni vysokého stupné
genetické proménlivosti do dalSich generaci. Bild 1 vrand varianta vykazovala nizké hodnoty
geneticke vzdalenosti.

Da se predpokladat, ze spravnou strategii pro uchovani genetické rozmanitosti v populaci
starokladrubského koné by bylo snizeni nariistu koeficientu ptibuzenské plemenitby v populaci a
zvySeni efektivni velikosti populace. V fizeni chovu starokladrubského plemene by mély byt
poZadovany: minimalizovani koeficientu piibuzenské plemenitby, maximalizace genetické
proménlivosti a vyvazeny geneticky ptispévek jedincii do nasledné generace.

Zavérem je mozné konstatovat, Ze ob¢ stanovené hypotézy byly potvrzeny. Rovnéz cil prace
byl naplnén touto dosud nejhlubs$i a nejrozsahlejsi populaéni analyzou rodokment

starokladrubského koné studujici genetickou proménlivost plemene a jeji  vyvoj.
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