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ABSTRAKT
V ramci této prace jsme se vénovali genim MCI1R, ASIP a TBX3 na vzorku 118 klisen
zafazenych v genetickych zdrojich Ceské Republiky. Zamérem bylo uréit genetickou
strukturu klisen a analyzovat fenotypova data v porovnani s genotypem a ur¢it pripadné
odlisnosti. Genetickd analyza prokazala rovnovazny stav u vSech alel (HW pro ASIP
P =0,0,9360; pro MC1R P =0,1661 a pro TBX3 P =0,4434). Frekvence alel byla
nasledujici, fazeno sestupné: E (0,6780), A (0,5254), a (0,4746), d* (0,4323), d*
(0,3542), e (0,3220) a D (0,2135). Nejéasté&jsim genotypem byl AaEed'd? a AaEEd*d?.
V populaci byly velmi malo, nebo zcela chybély genotypy na zaklad€ recesivnich
homozygotii v zadkladnich genech, také jsme neidentifikovali Zadného jedince
s genotypem AaEed'd!. Prokazali jsme zavislost genotypu vramci genu TBX3 s
primitivnimi znaky, ¢imz jsme potvrdili pfedeslé prace jinych autord. Alela D je vzdy
spojovéana s vyskytem primitivnich znakli, avSak primitivni znaky se vyskytuji 1 bez
alely D v souvislosti s alelou d*. Genotyp d?d? je spojovan s fenotypem bez primitivnich

znaktli nebo u kterého nelze urcit, zda jedinec tyto znaky nese nebo ne.

Klic¢ova slova: ASIP, MC1R, TBX3, hucul, primitivni znaky, zbarveni



ABSTRACT

In this work, MC1R, ASIP and TBX3 gene were tested on a sample of 118 Hucul horse
mares included in Genetic Resources of Animals in the Czech Republic. We want to
determine the genetic structure of mares and to analyse phenotypic data compared to the
genotype and to identify possible differences between it. Genetic analysis showed a
solid state for all alleles (HW for ASIP P = 0.9360, for MC1R P = 0.1661 and for TBX3
P = 0.4444). The frequency of the allele was as follows: E (0.6780), A (0.5254), and
(0.4746), d? (0.4323), d* (0.3542), e (0.3220) D (0.2135). The most common genotype
was AaEed!d? and AaEEdd?. There were very few or no genotypes based on recessive
homozygotes in the genes of basic coat colours in the population, we didn’t identify any
individual with genotype AaEed!d. We have publicised genotype dependence within
the TBX3 gene with primitive markings, confirming the previous work of other. Alele D
was always associated with the occurrence of primitive markings, but primitive
markings occur even without allele D in coincidence with the d* allele. The d?d?
genotype is associated with a phenotype without primitive markings, or with phenotype

where we can’t say if the horse has primitive markings or not.

Keywords: ASIP, MC1R, TBX3, Hucul horse, primitive markings, coat colour
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1 UVvOoD

Zbarveni u koni je od pocatkli formovani plemen velmi zajimavd a sledovana
charakteristika. O kterou je zajem zejména pro moznost identifikace jedinct a vhodnost
jako ukazatele neodpovidajici paternity (THIRUVENKADAN et. al., 2008). Znalosti
presného zbarveni rodict a jeho dédi¢nosti mizeme zpochybnit pivod daného jedince
(PAWELEC et al., 2014). Také je mozné takto odlisit ur¢itou skupinu koni nebo plemen,
vyprofilovat chovna stada rtiznych chovateli (jakasi znatka chovu). STACHURSKA et al.
(2012) uvadi, ze zbarveni je druh markeru pro nechténé trendy u geneticky cennych
plemen v ramci genetickych zdroji (GZ).

Barva je jednozna¢ny a charakteristicky znak, pifevazné ovlivnény jednoduchou
dédicnosti. Pro zakladni sledovani vySe zminénych nechténych trendli v populaci mize
byt vyuzit fenotypovy popis provadény komisafi. Molekularni analyza by pak mohla
slouzit k detailnimu sledovani zmén. Informace o alelové frekvenci ovliviiujici zbarveni
jsou dulezité pro posouzeni, zda nedochazi ke ztraté nékteré ze sledovanych alel
(STACHURSKA et al., 2012).

Fenotypovy popis zbarveni je vSak Casto narocny a predpoklada se, ze dochazi i
k mnozstvi chyb, coZ ptfesnéjsi analyzy stavu populace, paternitu a predikci zbarveni
ocekavaného hiibéte znacné ztézuje. Jedna se zejména o identifikaci vranika, ¢erné¢ho
hnédaka nebo tmaveé Cerného plavaka, kdy by musela probéhnout geneticka analyza,
aby nedochazelo k nespravnému urceni (PAWELEC et al., 2014). Dle mého nazoru ani
identifikace svétlého hnédaka, hnédaka a plavéka neni jednoduchd, zejména u plemen,
ktera se vyznacuji vSeobecn¢ piitomnym uhofim pruhem.

Komplex této problematiky jsem se rozhodla studovat v ramci své diplomové
prace na populaci huculskych klisen, které jsou mi, jako chovatelce tohoto plemen,

blizké.



2 CILPRACE

Cilem mé diplomové prace na téma ,,Geneticka analyza zbarveni u huculskych koni

zaiazenych do genetického zdroje* bylo zpracovani téchto bodu:

Vybér gend a jejich polymorfizmi pro testovani.
Sbér vzorkl pro izolaci DNA a pofizeni fotografie jedinci.

Vlastni analyza odebranych vzorkii v molekularné genetické laboratofi,

vyhodnoceni genotypt a jejich porovnani se ziskanymi daty fenotypovymi.
Vypocet frekvenci jednotlivych zbarveni a alel v populaci.

Statistick¢é vyhodnoceni kompletnich dat, zejména asociace genotypu
a identifikovanych zbarveni pomoci kvalitativni analyzy. Na zaklad¢ analyzy
DNA a fenotypového projevu piesné pojmenovani zbarveni U studované¢ho

plemene.
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3  LITERARNI PREHLED

3.1 CHARAKTERISTIKA HUCULSKEHO KONE

Huculsky kiun je primitivni plemeno pochazejici z jiznich Karpat. Pravdépodobné
vychazi z mnoha typu koni a také z jiz vyhynulého Tarpana (HACKL, 1938; ACHHK,
2009). V roce 1979 bylo huculské plemeno zapsano do genofondu pivodnich a
primitivnich plemen hospodaiskych zvifat FAO. V Ceské Republice pak v roce 1993
bylo toto plemeno zatazeno do genetickych zdroji (ACHHK, 2009).

Nazev plemene ,Hucul“ ma pravdépodobné pivod v rumunském "hoc"
("loupeznik™) a "ul" (“ten") (RADVAN, 2002).

Hucul je silné, odolné, plodné a dlouhovéké plemeno vhodné pro rodiny a volny
¢as. VyznaCuje se vybornym charakterem, vyrovnanou psychikou a klidnym
temperamentem. Stale si vSak zachovava ptirozené instinkty divokého ptredka. Je dobie
krmitelny, skromny a nendro¢ny, jeho velkd odolnost a konstitu¢ni tvrdost se projevuje
pii neptiznivych zivotnich podminkach, kdy snasi i1 velmi nizké teploty. AvSak
naptiklad na nedostatek Cerstvého vzduchu ve stajich je citlivy (BRZESKI a JACKOWSKI,
1998; ACHHK, 2009).

Hucula je mozné vyuzit pro turistické jezdéni, rekreaci, vycvik déti, hipoterapii i
lehky zaptah. Musi byt zajiSténo vhodné zachédzeni, které podpofi jeho ucenlivost,
pracovitost, vytrvalost a vykonnost, kterd je znatelna pifedev§im v naro¢ném terénu, kde
je jisty a obratny (ACHHK, 2009). RADVAN (2001) zdiraziuje mimoiadnou vykonnost

hucula v poméru k jeho velikosti.

Dospivd az v 5 nebo 6 letech. Dobrd péce zajisti plnou vykonnost az do
pctadvaceti let, doziva se tficeti, Vv mnoha ptipadech i vice let. Plodnost byva velmi
dobra a porody ptevazné bez komplikaci. I vyvoj hiibat byva bezproblémovy (ACHHK,
2009).
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3.2 PRINCIP MELANOGENEZE

Melanogeneze je proces biosyntézy pigmentu melaninu v  melanocytech,
specializovanych burnikach (SPONENBERG, 1997).

V pribéhu embryogeneze vznikaji z bunék neuralni listy melanoblasty, které se
postupnym dozravanim méni z malych ovalnych bun¢k na bunky dendritické, coz jsou

jiz zralé melanocyty (HORSTADIUS, 1950; THIRUVENKADAN et. al., 2008).

Melanocyty migruji na specificka mista a usazuji se v cibulkach chlupovych
folikulti. Cely proces Sifeni melanocytll za¢ina na tfech mistech v horni ¢asti hlavy, Sesti
mistech na kazdé¢ strané téla (opét v horni Casti) a ve velkém mnozstvi v délce ocasu.
V kazdém misté je né€kolik melanocytil, ty nasledné proliferuji a §ifi se po téle smérem
dolti az do koncetin. Na mistech, kde se usadi (pokoZzka, chlupové folikuly) syntetizuji

melanin, ktery je zaclenovan do rostoucich chlupti (THIRUVENKADAN et. al., 2008).

Melanocyty se vyskytuji ve dvou formach, jedna melanin obsahuje a druha ne
(THIRUVENKADAN et. al., 2008). Pokud v bunce melanin vznika, je ukladan v
organelach melanosomech. Melanosomy jsou také dvou typt, cumelanosomy a
feomelanosomy (obsahuji eumelanin nebo feomelanin). Migruji do dendritickych
vybezkii melanocytli a exocytézou piechdzeji do epidermalnich bunéck, které jsou
zaCleniovany do keratinocyti (SPONENBERG, 1997). Pokud je rovnomérna akumulace
eumelaninu v eumelanosomech, pak je feomelanin uchovavan ve feomelanosomech

diskrétn¢ (THIRUVENKADAN et. al., 2008).

Melanin se vyskytuje ve form¢ pigmentovych zrn v chlupech, kuzi, duhovce ale
také 1 v nékterych vnittnich orgédnech. Vyskytuji se dvé varianty, velkd ovalna zrna
eumelaninu a mensi kulata zrna feomelaninu (BOWLING, 1996). Eumelanin neobsahuje
siru a zpusobuje zbarveni od tmavé hnédé po ¢ernou. Feomelanin je bohaty na siru a

zpusobuje zbarveni od ¢ervené po Zlutou (SEARLE, 1968).

Melanocyty maji na povrchu receptory MC1R (melanokortin-1 receptor) pro vazbu
a-melanocyty stimulujiciho hormonu (a-MSH). Pokud je hormon navazan vznika

kaskada reakci a vysledkem celého procesu je eumelanin. Pokud neni receptor ¢i
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hormon funkéni, dand reakéni kaskdda se nespusti a vznikd feomelanin
(THIRUVENKADAN et. al., 2008). Feomelanin je také produkovan, pokud se na receptory
MCIR navaze misto a-MSH, Agouti signalni protein (ASIP), ktery tak snizi hladinu
tyrozinazy. Ta je pro vznik eumelaninu rozhodujici, aby eumelanin vznikal musi byt
hladina vyssi. AvSsak ASIP miize mnozstvi tyrozinazy snizit az do takové miry, Ze
nevznika téméf zadny pigment (BARSH, 2001).

Vznik urcitého pigmentu je tedy dan mnoZstvim a funkénosti MCI1R receptorii a
také mirou vazby ASIP. Melanocyty maji schopnost ur¢itym zpiisobem piepinat mezi
produkci eumelaninu a feomelaninu pravé vyvazenim ¢i vychylenim téchto faktort.
Vliv ma také gen POMC, ktery koduje a-MSH (IMSLAND, 2015). Piesna signalni draha
zodpovédna za zménu druhu melaninu neni zcela jasna. Na zdklad¢ genetick€ého pozadi
tyto zmény probihaji v rozdilném Case na specifickych mistech. U Selem je znam gen
Tabby, ktery pravé prepinani mezi pigmenty nebo pigmentem a oblasti bez pigmentu
zpusobuje (BARSH, 2001; THIRUVENKADAN et. al., 2008). Dokonce je mozné, aby
probihalo pfepnuti mezi pigmenty i v ramci jednoho chlupu (IMSLAND, 2015). Coz dava
za vznik velkému mnoZstvi variant zakladniho zbarveni. Naptiklad znaky typu pruha,
tecek, kdy se jedna pravdépodobné o stfidani eumelaninu a feomelaninu (tygii a

leopardi) nebo stfidani melaninu a oblasti bez pigmentu (zebry) (BARSH, 2001).

13



3.3 ZBARVENI U KONI

Zbarveni savcu je celé ovlivnéno piitomnosti ¢i absenci melaninu v kizi a chlupech
(SPONENBERG, 1997). Také kompozice granuli pigmentu, pocet, jejich tvar a slozeni
ovlivni vysledné zbarveni (THIRUVENKADAN et. al., 2008). Kize bez pigmentu je
charakteristicky razova diky krvi v perifernich vlase¢nicich (SPONENBERG, 1996).

Urceni jednotlivych zbarveni je zavislé na barve téla a barvé zini ocasu, hiivy,
dolni ¢asti koncetin a okraje usi, témto ¢ernym oblastem se fika ¢erné znaky. Zakladnim
rozdélenim zbarveni je tedy skupina barev s ¢ernymi znaky a bez nich (SPONENBERG,
1996). Dalsi mozné rozde€leni je dle vyskytujiciho se pigmentu. Hnédak, vranik, plavak
a Sedy plavéak jsou zbarveni eumelanickd. Také je u nich, vyjma vranika, produkovan
feomelanin. Ryzak a ¢erveny plavak jsou Cisté feomelanického typu (STACHURSKA et.
al., 2012).

Tmava zbarveni jsou mezi 1 uvniti plemen nejcastéjsi. Zejména potom zbarventi
hnédak, které se vyskytuje u vSech plemen vyjma friskych, fjordskych koni a také
plemene percheron a hafling. U téchto plemen bylo hnédé zbarveni eliminovano selekci

(SPONENBERG, 1996).

Jednotlivda zbarveni mohou poskytovat nositelim urcit¢ vyhody v daném
prostiedi. Naptiklad kravam v tropickych oblastech poskytuje vybornou ochranu pied
solarni radiaci svétlé zbarveni se siln€ pigmentovanou kizi. Coz je znatelné u
holstynského plemene chovaného v teplejSich oblastech, které 1épe prosperuje, pokud
maji jedinci vice bilych ploch, diky cemuz je snizeny tepelny stres. Naopak indické
kozy vyuZzivaji tmavé zbarveni jako adaptacni mechanizmus ekonomického vyuziti
energie z potravy v chladném obdobi (ADEFENWA et al., 2013). STACHURSKA et al.
(2004) povazuje svétlé zbarveni za vyhodné diky delsi retenci tepla a tim pomaha jeho
nositelim déle udrZet teplo naptiklad v zimnich mésicich. Autorka poukazuje na
svétlejsi odstin polskych konikii v zimnich mésicich a také u jedinct Zijicich vice na

severu. Zbarveni také umoznuje kamuflaz a socialni interakce (ADEFENWA et al., 2013).
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Pravdépodobné zbarveni starodavnych koni bylo zalozeno na cerné, ktera
zajistovala ochranu pted predatory formou splynuti s okolim (BOWLING, 1996).
LubwiG et al. (2009) zminuje, Ze u evropskych a sibifskych koni v obdobi pleistocénu
byla pravdépodobna barva hnéda ¢i plava. IMSLAND (2015) uvadi teorii 0 prapivodnim
Dun zbarveni (plavé) u stepnich koni, jakmile zacali koné migrovat do travnatych a vice
zalesnénych oblasti zacalo mit vyhodné postaveni tmavé zbarveni, ndsledné u koni
pralesnich pak strakaté zbarveni, kdy v hustém porostu dochazi pouze k prusvitu

slune¢niho zafeni, a tak je nerovnomérné zbarveni vyhodné.

3.3.1 ZAKLADNI ZBARVENI

3.3.1.1 Zbarveni vranik

Vranik, je kun s ¢ernym télem a znaky bez jakékoliv svétlejsi oblasti (THIRUVENKADAN
et. al., 2008). P¢kného zastupce zbarveni vranik mizeme vidét na obrazku ¢. 1. Nese
pouze pigment eumelanin a jeho distribuce je vramci celého téla rovnomérna
(STACHURSKA et. al., 2012). Vranik muze byt tedy genotypu aaEe nebo aaEE (RIEDER
et al., 2001).

e S S oA

Obrazek 1  Vranka genotypu aaEEd*d* (fotografie: archiv autorky)
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3.3.1.2 Zbarveni hnédak

Hnédak je kun s ¢ernymi znaky, télo je variabilniho odstinu od Zlutohnédé po hnédou
(THIRUVENKADAN et. al., 2008). Hnédaka muzeme vidét na obrazku ¢. 2, takovy kan
nese oba pigmenty, av§ak eumelanin nad feomelaninem pfevazuje (STACHURSKA et. al.,

2012). Distribuce pigmentii je nerovnomérna, nejvice pigmentované jsou koncetiny,

hiiva a ocas. Hnédak je genotypu AaEE, AaEe, AAEE nebo AAEe (RIEDER et al., 2001).

s S

e B3 EosBo i 3
Obrazek 2  Hné&dka genotypu AAEEd'd* (fotografie: archiv autorky)
3.3.1.3 Zbarveni ryzak

Ryzaci (obrazek ¢.3) maji rizné odstiny Cervené bez Cernych znaku, tzn. jejich

koncetiny, hiiva a ocas jsou stejn¢ho zbarveni jako télo. Je ale mozné, Ze jedinec ponese

vvvvv

genotyp Aaee nebo AAee (THIRUVENKADAN et. al., 2008).
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Obrazek 3  Ryzka genotypu Aaeed'd? (fotografie: archiv autorky)

3.3.2 REDENA ZBARVENI
Ziedéné barvy vznikaji z barev zakladnich. Vysledné zbarveni je dano intenzitou

pusobeni fedicich gend.

3.3.2.1 Zbarveni cream

Koné s alespoii jednou dominantni alelou C°" se vyznacuji zlaté zbarvenym télem.
Pokud je ki vtomto genu heterozygot (CC®"), jedna se o jednou fedéné zakladni
zbarveni a mezi n¢ patii palomino (bily ocas a hiiva) a buckskin (¢erna hiiva, ocas a
koncetiny). Palomino je modifikovany ryzak, naopak buckskin je modifikovany hnédak
(m4 Serné znaky). Dominantni homozygot (C“'C®") m4 zakladni zbarveni zied&éné
dvakrat. Jeho zastupci jsou nasledujici: cremello je zbarveni krémové, modré oci a
rizova kuze, vychazi z ryzaka. Perlino ma oproti cremellu tmavsi hiivu a ocas, jelikoz
vychazi z hnédaka a vraniki.

Heterozygotnost nema vliv na Cerné zbarveni, projevuje se nekompletni
dominance, kdy gen zfed'uje vice feomelanin a hnédy eumelanin nez ¢erny eumelanin

(THIRUVENKADAN et. al., 2008).
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3.3.2.2 Zbarveni dun

Hnédaci s vlivem genu Dun jsou ziedéni na svétlého plavaka (plavak, zluty plavak,
divoky typ plavaka, zebra dun, klasicky plavak) viz. obrazek ¢.4 s vice ¢i méné
zlutoCervenym zbarvenim a ¢ernymi znaky. Zredéni ryzaci (lis¢i plavak) maji velmi
svétly odstin ryz¢é az rizové s tmavé ryzimi znaky. Vranici pak na tmavého plavaka
(mysak, sedy plavak, tmavy plavak, modry plavak), opét s cernymi znaky viz. obrazek
¢. 5. Dun zfedéni nenarusuje zbarveni koncetin, a i hlava zvifete je tmavsi nez barva
trupu (THIRUVENKADAN et. al., 2008; IMSLAND, 2016).

Zbarveni dun s sebou nese i primitivni znaky (zebrovani na koncetinach, uhoti
pruh a osli kiiz), které jsou tmavé (THIRUVENKADAN et. al., 2008). Kontrast
primitivnich znakd a ziedéni barvy téla je zna¢né individualni (IMSLAND, 2015). Tato
autorka také zmifluje dal§i primitivni znaky. Tmavé zihdni na hlavé v krajiné cela,
usich, tmavé stiny na krku a lopatkach, naznak zebrovani od thotiho pruhu do stran po
hrudniku, mramorovani na krku, lopatkdch a bocich. Primitivni znaky se mohou
vyskytovat najednou nebo v riznych kombinacich. Nejcastéji nalezneme u dun koni

uhofti pruh.

Obrazek 4  Plavak genotypu AaEeDd! (fotografie: archiv autorky)
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Obrazek 5  Sedy plavak genotypu aaEeDd? (fotografie: archiv autorky)

V ramci Sedych plavakt u polskych konikd jsou rozliSovany i odstiny a detailné
popsany. Muzeme se setkat se stiibrnou Sedou, bfidlicové Sedou, tmavé Sedou,
plavakem s koufovymi ¢ernymi oblastmi v zadové €asti a olivovym plavakem se zlutym
nadechem. JednoduSe feceno svétla, stiedni a tmaveé Sedd, dale odstiny mezi Sedym

plavakem a Zlutym plavakem (STACHURSKA et. al., 2004).

3.3.2.3 Zbarveni silver dapple

Tteti fedici gen, ovliviujici pouze Cerny pigment, ¢erveny nechavd nezménén. Ziedéni
zptsobuje dominantni alela Z. Cerné zbarveni je zfedéno na okolddové nebo &erno-
cokoladové. Hriiva a ocas je stfibrna, Sedd az téméf bild. Ryzaci maji ovlivnéné pouze

zbarveni ocasu a hiivy (THIRUVENKADAN et. al., 2008).

3.3.2.4 Zbarveni champagne
Vzacné ziedéni zplsobujici velmi bledé odstiny, Sedivou kiiZzi a modré aZ jantarové oci.
Kong jsou bez primitivnich znakd. Ziedéni zplsobuje dominantni alela Ch. Gen

projevuje aditivni vztah s lokusem cream (SPONENBERG, 1996; BOWLING, 1996).
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3.3.3 DALSI MODIFIKACE ZBARVENI
Modifikace zbarveni mtze ovlivnit celé télo jedince nebo je soustfedéno do urcitych
oblasti, jedna se také o ovlivnéni zbarveni znakl (koncetin, hiivy, ocasu a okraja usi). U

téchto modifikaci dosud nebyly zjistény ptislusné kauzalni geny.

3.3.3.1 Shade ,,odstin“

Variace od svétlych po tmavé odstiny zakladniho zbarveni téla. Jednd se o komplex
multifaktoridlni genetické kontroly. Nejvice je znatelny na hnédé (svétly hnéddk az
tmavy hnédéak) a ryzé barveé (piskovy ryzak az jatrovy ryzéak). Na ¢erné barveé neni efekt
viditelny, je ale mozné Ze zbarveni ,,letni vranik®, kdy se jednd o zesvétleni Cerné barvy
vlivem tepla a sluneéniho =zafeni, mize byt pravé také pricinou efektu shade

(SPONENBERG, 1996).

3.3.3.2 800ty ,,0d sazi“

Modifikace zakladniho zbarveni, kdy jsou pfitomny, nebo naopak nejsou, ojedinélé
erné chlupy po téle zvifete. Casto u hnédaki. Vliv mé také prostiedi (THIRUVENKADAN
et. al., 2008).

3.3.3.3 Mealy ,,moucny*“

Kin ma svétle Cervené nebo nazloutlé oblasti na spodni casti bficha, bocich, vnitini
stran¢ koncetin, za lokty a také okolo nozder a o¢i. Jednd se o znak ovlivnény jednim
genem, ktery je dominantni. Ryzaka s mealy efektem nazyvame sorrel. U vranik pak
mizeme s timto efektem pozorovat tzv. ¢erného hnédaka (THIRUVENKADAN et. al.,
2008).

3.3.3.4 Zbarveni znakit u ryzaki

Ryzaci nemaji znaky zbarvené ¢erné, mohou je ale mit v rtiznych odstinech barvy svého
téla. Nejtmavsi odstin je téméf Cerny a nejsvétlejsi az bily. Jednd se o nezavisly znak a
objevuje se na jakémkoli odstinu ryzé, pravdépodobné je tento znak polygeneticky

(SPONENBERG, 1996).
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3.3.3.5 Bilé odznaky

Dalsi modifikaci, resp. velmi individudlnim znakem jsou bilé odznaky na hlavé a
koncetindch. Obvykle jsou podlozeny rtizovou nepigmentovanou kuzi. Jednd se o
selhdni migrace a proliferace melanoblasti v dané oblasti. Bilé znaky jsou
pravdépodobné zpiisobeny genetickymi a negenetickymi faktory. Negenetické faktory
jsou viditelné u jednovajecnych dvojcat, ktera maji jednotlivé znaky odliSné tvarované.
Jedna se o veétsi mnozstvi gentl, avSak odznaky na hlavé i koncetindch jsou zplisobeny
témi stejnymi. Rozsahlejsi bilé odznaky se objevuji vice u samcli nez samic a u ryzakt

vice nez u ¢ernych koni (THIRUVENKADAN et. al., 2008).

3.4 GENY ZBARVENI A JEJICH VARIABILITA U KONI

Ani jedna z barev neni vdzana pouze na jedno plemeno, coz dokazuje, Ze mutace
zpusobujici zbarveni vznikly jiz pfed domestikaci nebo béhem jejiho pocatku, jesté pied
zformovanim modernich plemen (BOWLING, 1996). AvSak variabilita ve zbarveni
prudce stoupla béhem domestikace jako vysledek Slechténi (LUDWIG et al., 2009).
Hlavni geny pro zbarveni jsou vcelku konzervované v ramci rozdilnych druht
zivocCicht, avSak jejich mutace jsou spojené s urcitou barvou, mohou byt rtiznorodé. I
pies shodné fenotypové projevy mohou byt tedy genotypy rozdilné. (RIEDER et al.,
2001; CIESLAK, 2011). Nevybélujici koné¢ vykazuji mensi polygenetické efekty na
variaci zbarveni (TOTH et al., 2014).

Odstiny hnédaka, ryzaka, tmavého a svétlého plavéka jsou pravdépodobné
zpusobeny modifikacemi, heterozygotnosti a homozygotnosti v zékladnich lokusech
agouti, extension a dun. Tyto lokusy jsou kontrolovany geny Melanocortin-1 receptor
(MC1R) na lokusu extension, a gen Agouti signdlni protein (ASIP) na lokusu agouti a
diive pro lokus dun ptifazovany gen prekurzoru 5,6-dihydroxyindole-2-karboxylové
oxidazy (TYRP1) v poslednich dvou letech vSak vychazi jako lepsi kandidat gen T-box
3 (TBX3) (MARKLUND et al., 1996; STACHURSKA et. al., 2012; IMSLAND, 2015;
ENSEMBLE.ORG, 2016¢). VétSina zbarveni je dale kontrolovana dalsimi 9 lokusy, tedy
celkem 12 lokusii pro zbarveni u koni. Je predpoklddané velké mnoZstvi mutaci a

strukturdlnich aberaci zodpovédnych za strakaté fenotypy a ziedéné barvy
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(THIRUVENKADAN et. al., 2008; RIEDER, 2009). Zakladni geny a jejich lokusy jsou

shrnuty v tabulce ¢. 1.

Tabulkal  Shrnuti fenotypti a genotypt zbarveni (NICOVA, 2015; IMSLAND, 2016)

Cesky nazev  Anglicky Slovni popis fenotypu Lokus Genotyp
zbarveni nazev
Hnédéak Bay Srst je hnéda, hiiva, ocas a spodni ~ Agouti (A) EEAA
¢asti koncetin jsou tmaveé hnédé az FEAa
cerné. FeAA
EeAa
Vranik Black Srst, hiiva a ocas jsou ¢erné, kiize  Agouti (A)  EEaa
je tmavoseda. Feaa
Ryzak Chestnut Jednotna Cervena barva srsti téla, Extension eeAA
koncetin, hfivy a ocasu. (E) ceAa
eeaa
Plavék, sedy Dun Zesvétluje zakladni barvu srsti a Dun (D) DD
plavak zpusobuje atavistické znaky Dd

Zbarveni ale neni ovlivnéno pouze pfimo souvisejicimi geny. Vysledek zavisi na
uspésné migraci melanocyttii béhem embryonalniho vyvoje a jejich normalnim vyvoji,
coz ovliviiuje velké mnozstvi dalSich genii 1 negenetickych Ciniteld. Naptiklad geny
ovliviiujici melanoblasty béhem vyvoje mohou zpiisobit bilé zbarveni nebo obecné
ziedéni, diky omezeni jejich diferenciace. Dale také struktura chlupu miize zabranovat,
ulehcovat ¢i jinak abnormalné ovliviiovat prinik granuli pigmentu (THIRUVENKADAN et.
al., 2008). Také struktura proteinu, na ktery jsou vazany sav¢i granule pigmentu, mize
byt zménéna a tim i dojde i k odlisnému tvaru celé molekuly. Takova zména tvaru mize

vést k alternativnimu zbarveni (MOYER, 1960).

Efekty jednotlivych mutaci mohou byt limitovany pouze na zbarveni nebo maji
pleiotropni ucinek (BARSH, 2001; CHOWDHARY, 2013). Ovliviiuji pak také vice procesi
rizného embryonalniho ptvodu. Napiiklad del$i ¢as krvacivosti (BARSH, 2001).
Zaroven i zbarveni je ovliviiovano vice faktory, a to i negenetickymi. STACHURSKA et.
al. (2004) prokazala vliv prostiedi na odstin Sedych plavaki, kdy na zbarveni mélo vliv
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ro¢ni obdobi i zpisob chovu. Dalsi vliv mélo i pohlavi a vék jedinct. Svétlejsi zbarveni
Vv zimnim obdobi by mohlo byt zpiisobeno rychlej§im ristem chlupid, tedy méné
teplotach. Také tvar zimnich chlupti na fezu je daleko okrouhlejsi nez letni, které jsou
spise elipsovité. Hiibata jsou po narozeni vice ve Zlutych odstinech nez dospélci, barva

je nasledné zménéna na odstiny Sedé po odrostu hiibéci srsti.

Genetika zbarveni je dikazem vhodného vyuZziti komparativni genetiky mezi

savci, jelikoz byla takto popsana vétSina mutaci v téchto genech (RIEDER et al., 2001).

3.4.1 GEN MC1R

Gen nachazejici se u koni na 3. chromozomu v oblasti 36,259,276 - 36,260,354
piimého fetézce a obsahuje pouze jeden exon. Délka genu je 1 721 bp, kodujici oblasti
pak 954 bp (RIEDER et al., 2001). Transkript genu je také jeden a to MC1R-201. Konsky
gen MCI1R je z 83,91 % shodny s genem skotu (na 18. chromozomu) z 82,33 % s genem
prasat (na 6. chromozomu) a z 74,45 % u ovci (na 14. chromozomu). U vSech téchto
zvitat ma gen shodny fenotypovy vliv (zbarveni). Lidska a mysi varianta genu ma ale
piisouzeno vice fenotypovych projevii (melanomy, albinismus typu 2 apod.),
pravdépodobné zpiisobeno vyssi mirou prozkoumdni. U koni se vyskytuje také jesté
paralelni gen MC3R na 22. chromozomu. (ENSEMBLE.ORG, 2016b) Jako prvni tento gen
popsal MARKLUND et al., (1996) a piitadil k lokusu extension.

Receptory melanokortinu jsou kodovany celou rodinou péti genui MCIR -
MCBR, a tyto receptory vazi Ctyii ligandy a, B a y-melanocyt stimulujici hormon (a, B a
v-MSH) a adrenokortikotropni hormon (ACTH) (SwiTONsSKI, 2013). Melanokortin-1
receptor (MC1R) kontroluje mnozstvi enzymu tyrozinazy v melanocytech, pokud je na
néj navazan melanocyt stimulujici hormon (pfednostné vadze a-MSH) dochazi k zvySeni
mnozstvi enzymu. Tyrozindza limituje syntézu melaninu, velké mnozstvi tyrozinazy
zpusobuje produkci eumelaninu (Cerného nebo hnédého) naopak malé mnozstvi
produkci feomelaninu (¢erveny nebo zluty) (MARKLUND et al., 1996; SWITONSKI, 2013).

Wild-type alela E™ je dominantni a jeji pfitomnost zpiisobuje ¢erné nebo hnédé

zbarveni. Recesivni alela je vysledkem jedno nukleotidové bez smyslové mutace
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201C>T X98012 nebo 901C>T AF288357, pokud se jedna o recesivniho
homozygota je vysledna barva ryza. Mutace zplsobuje zaménu serinu za fenylalanin
(MARKLUND et al., 1996; RIEDER et al., 2001). Produkci eumelaninu na ukor
feomelaninu podporuje dominantni alela E. Recesivni alela € ma opacny efekt. Dalsi
alela zpUsobujici ryzé zbarveni je €® zpusobena také jedno nukleotidovou mutaci se

ztratou smyslu 903G > A (WAGNER a REISSMANN, 2000).

HUIRONG et al. (2010) ve své praci o zbarveni prasat se zaméfenim na tibetské
plemeno a jeho porovnani s evropskymi plemeny, zminuje mnozstvi alel genu MCI1R.
Alela E* zpisobujici wild-type zbarveni, EP? pro dominantni ¢ernou, EP? asociovana
S ¢ernymi oblastmi na ¢erveném nebo bilém podkladu a e ovlivitujici Cervené recesivni
zbarveni u evropskych plemen. Tibetské plemeno ale nevykazovalo inaktivaéni mutaci
v tomto genu, a ani v genu ASIP, zodpovédnou za ¢ervené zbarveni, tak jak jsme zvykli
praveé od evropskych plemen. Naopak méla zvitata alelu pro dominantni ¢ernou. RIEDER
et al. (2001) u koni dominantni ¢ernou alelu EP neprokazal, oproti pfedpokladu autora
SPONENBERG a WEISE (1997) Ze se opravdu dominantni alela EP u koni nachazi. Autofi
vychazeli z tdaji o plemenném ¢erném hiebci (otec Cerny, matka témét Cernd) po némz
byla valna vétSina potomki, nezavisle na matce (hnédka, ryzka), ¢erného nebo témér
c¢erného zbarveni. Témétr Cerné zbarveni je popisované jako Cerné télo az na svétlé
chlupy v oblasti nozder a boki nebo Cerné télo se znatelnym tmavSim odstinem
konéetin. Dominantni alela EP pak nezavisle na lokusu agouti zptisobuje éerné zbarveni
(THIRUVENKADAN et. al., 2008). Dominantni alela EP se také nachdzi u skotu
(SWITONSKI, 2013).

Dalgi alelu EP u prasat identifikoval KIJAs et al. (2001), tato alela zpiisobuje
gerné fleky na erveném nebo bilém podkladu. U psti pak existuji jesté alely EM a EC
(SwITONSKI, 2013). U veverek byly objeveny dvé alely, wild-type alela E* a alela E®,
ktera obsahuje deleci 24 bp. Homozygot E'E* se projevuje Sedym zbarvenim,
homozygot EBE® pak pouze zbarvenim &ernym a heterozygot E*EP hnédocernym
zbarvenim. Alela EB je netiplngé dominantni k alele wild-type E*. Chlupy veverek jsou

vV ruznych oblastech odlisné zbarvené, na jednom chlupu se mohou vyskytovat i
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vSechny barvy oddélené v pruzich. Autor vyslovuje hypotézu o prepinacim vlivu genu

ASIP (McRosBIE et al., 2009).

SUNG-Soo et al. (2009) zkoumali vztah mezi mirou exprese tii gent
ovliviwgjicich syntézu melaninu (Tyrosinase, Tyrosinase-related protein 1 a
Dopachrome tautomerase) a genotypu v MC1R u krav plemene hanwoo, jeju black a
holstyn. Hanwoo se Zluto-hnédym fenotypem a genotypem ee, jeju black s cernym wild
type zbarvenim a genotypem E*E* a dominantni ¢ernd s genotypem EPEP u holstyna.
Vsechny tfi studované geny prokazovaly vys$si expresi u holstyna nez u jeju black
(P <0,001) a dale vyssi expresi u jeju black nez u hanwoo opét P <0,001. Coz
poukazuje na piimou korelaci fenotypu a genotypu v genu MCI1R a miry exprese TYR,
TYRP1 a DCT.

3.4.2 GEN ASIP
U koni se tento gen nachdzi na 22. chromosomu v oblasti 25,167,080 - 25,171,074
piimého fetézce. RIEDER (2001) popsal tento gen jako prvni. Gen obsahuje tfi exony a
vysledny transkript je pouze jeden ozna¢en ASIP-201 o délce 402 bp. Podobny gen se
nachazi i u skotu se shodnosti 81,20 %, u ovci pak se shodou 80,45 % a u prasat 78,95
%. U skotu a ovei ma 1 stejnou funkci, napiiklad ale u mys$i existuje spojeni
s embryonalni a prenatalni mortalitou, materialnim imprintingem a obezitou, ktera je ve
spojitosti s genem i u krys vcetné diabetu mellitus typu 2. (ENSEMBLE.ORG, 2016a)
Délka celého genu je 4 994 bp. Obsahuje ¢tyfi mutace, téi SNP a jednu 11 bp
deleci. Jedno SNP bylo detekovano na 3°-UTR konci 50 bp za STOP kodonem. Pozice
delece (2. exon) se mize ménit v zavislosti na piedeslych repeticich v této Casti genu,
jedna se ale pouze o rozdil 4 bp. Vlivem delece je posunut ¢teci ramec a vznika
modifikovany agouti signdlni protein. Delece je kompletné asociovand s cernym

recesivnim zbarvenim u vSech typi koni (RIEDER et al., 2001).

Delece 11 bp v genu ASIP, vede ke ztraté funkénosti agouti signalniho proteinu.
Vysledkem je recesivni Cerny fenotyp, znaceny alelou a. AvSak cerné celoplastové
zbarveni je mozné pouze pokud je jedinec homozygotni aa a zaroven neni homozygotni
ee vgenu MCI1R. Tedy na lokusu extension je alesponi jedna alela dominantni E
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(RIEDER et al., 2001). Wild-type alela zptsobujici pruhované zbarveni jednotlivych
chlupii (¢ast s feomelaninem a c¢ast s eumelaninem) neni u koni zatim prokazana
(THIRUVENKADAN et. al., 2008). Vliv genu ASIP na vznik pruhovanych chlupt byl
prokazan naptiklad u veverek (MCROBIE et al., 2009).

Gen ASIP je antagonistou MCI1R, nebot zabranuje ptsobeni a-melanocyt
stimulujici hormon (a-MSH). Ztratou funkce receptoru MCI1R je zpasoben vznik
feomelaninu (RIEDER et al., 2001). Funkci ASIP je také distribuce pigmentu do casti
téla. Dominantni alela A, zplsobuje distribuci ¢erného pigmentu zejména do znakt
(koncetiny, hiiva, ocas a okraje usi), ty jsou nasledné Cerné, a recesivni alela a pak

uniformni distribuci ¢erné po celém téle (THIRUVENKADAN et. al., 2008).

Nepodatilo se nalézt asociaci mezi alelou a (rozdil mezi genotypem AA a Aa) a
tmavéji zbarvenymi kofimi, tzn. mezi hnéddkem a tmavym hnéddkem, mezi ryzdkem a
tmavym ryzakem. AvsSak statisticky prikazna asociace (P <0,01) byla nalezena u
svétlejSich odstini hnédé a genotypu Ee a tmavsich odstint hnédé a genotypu EE.
Bohuzel tento vysledek mize byt také zaloZzen na dosud neznamych genetickych

variacich (RIEDER et al., 2001).

Nova alela v genu ASIP u osli, zplisobend mutaci se zménou smyslu 349 T > C,
by dle navrhu méla byt oznadena a"P. Oznadeni je dano spojitosti s absenci svétlych
(krémovych az bilych) oblasti na jinak celoplaSstovém zbarveni u osli, zejména u
amerického miniaturniho plemene. Zminéné svétlé oblasti se nachazeji v krajiné biicha
a okoli nozder a o¢i. Tato recesivni alela zptisobuje fenotyp ,,no lights points* tedy
NLP. Také fenotyp ,,light points* je asociovan s genem ASIP, a to alelou a (ABITBOL,
2015). Podobné znaky popisuje i autor THIRUVENKADAN et. al. (2008) jako modifikaci
zakladniho zbarveni nazvanou mealy. Tuto modifikaci popsal dominantni alelou Pa* a

recesivni alelou Pa™, ktera zakladni zbarveni neméni.

Existuje studie, kterd poukazuje na souvislost genotypu v genu ASIP s urcitym
druhem chovani, JACOBS et al. (2016) v ni popisuje vrané klisny (aa), které byly vice
nezavislé nez klisny hnédé (A-). Studie byla provadéna na 215 kusech koni plemene

severoamericky tennessee walking horse. Obecné lze fici, ze zivoCichové s nizsi
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aktivitou genu ASIP jsou klidné&jsi a reaguji s mensim stresem a strachem (RIEDER et al.,
2001).

3.4.3 GEN TYRP1ATBX3
Drivéjsim kandidatem na gen ovliviwjici fedéni zakladnich barev, ve spojitosti
s lokusem dun, byl gen TYRP1 (RIEDER, 2001). Tedy prekurzor 5,6-dihydroxyindole-2-
karboxylové oxidazy, nachazejici se na 23. chromozomu v oblasti 33,025,969 -
33,067,513 piimého fetézce. Mimo fenotypovy projev spojeny se zbarvenim byly
popisovany i jiné, napf. zvySena krvacivost, snizena plodnost u samiciho pohlavi,
abnormalni chovani, prenatalni mortalita, sam¢i neplodnost (ENSEMBLE.ORG, 2016c¢).
XIAOQIAN et al. (2016) detekoval v genu TYRPL tfi dominantni mutace, které
jsou uzce spojeny se svétlym (blond) fenotypem u liangshan prasat. Jedna se 0 podobny
fenotyp jako u koni dun, avSak u prasat je stale asociovan s genem TYRP1. U koni je jiz
zbarveni dun asociovano s jinym genem a to TBX3 (IMSLAND, 2015). S genem TYRP1
je asociovano zbarveni u mongolskych koni, kdy je polymorfismus vtomto genu

asociovan s tmavym zbarvenim (P = 0,00000023). Exprese TYRPL1 je nejvyssi u ryzaka

Vv

Nejnovejsi publikace autorky IMSLAND (2015) pfisuzuje asymetrické rozlozeni
pigmentu vlivu genu TBX3 (T-BOX3 transkripéni faktor), jehoz exprese ve folikulech
fedénych chlupt vede k rozdilné expresi ligandu KIT pro kdédovani signalniho proteinu,
ten pak ma funkci pfi migraci a zivotnosti melanocyti. Exprese TBX3 je radidlné
asymetrickd a vede ke stejnému projevu asymetrie pigmentace. Koné bez dominantniho
pusobeni genu TBX3, maji mnohem vice uniformni pigmentaci jednotlivych chlupa

(IMSLAND, 2015).

TBX3 gen byl nyni mapovan v oblasti chromosomu 8 a zptsobuje non-dun a dun
fenotyp. Non-dun je zpisoben dvéma alelami a to non-dunl (d', asociovana
s primitivnimi znaky) a non-dun2 (d?, bez vyskytu primitivnich znakt). Non-dun2 je
asociovan s deleci 1 617 bp oproti bézné sekvenci (1,6 kb in/del na chr8:18,227,267).
Non-dunl alela ma slabsi efekt nez non-dun2 alela. Koné s alelou d* vykazuji primitivni
znaky zéaroven bez zfetelného ziedéni zbarveni téla, ¢imz mohou byt tyto znaky méné
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zietelné. Také u tmavych az cernych hnédakt ¢i vranikii nemusi byt primitivni znaky
viditelné. Alela D je dominantni vii¢i alele d* i d?, genotypy DD, Dd! a Dd? jsou tedy
fenotypové identické. Genotypy d*d* a d*d? vykazuji také uréitou asymetrii v ukladani
pigmentu, avsak ne tak vyraznou jako je tomu u alely D. Alela d* je méné vyrazna nez
alela d2. Primitivni znaky jsou tedy vice viditelné u genotypu d'd! nez u d'd?. Non-dun
koné tedy mohou vykazovat primitivni znaky a byt tak zaménéni s dun kofimi (IMSLAND
et al., 2016). Dominantni homozygotnost DD nezpusobuje extrémni ziedéni zakladni

barvy (THIRUVENKADAN et. al., 2008).

Non-dun2 je pomérné¢ neddvno odvozena alela, tedy az po domestikaci. Oproti
alele d*, ktera vykazuje vyraznou diverzitu v prib&hu celé oblasti a nejedena se tedy o

nedavno odstépenou alelu (IMSLAND et al., 2016).

Vétsina domestikovanych koni je non-dun projevu, coz je vice pigmentovany
genotyp zpusobeny regula¢nimi mutacemi poskozujicimi expresi TBX3 v chlupovych
folikulech, tedy rovnomérné€j$i zastoupeni melanocyti a pigmentovych granuli
Vv jednotlivych chlupech. Dominantni zbarveni dun je zptisobeno normalni expresi TBX3

(IMSLAND et al., 2016).

IMSLAND et al. (2016) identifikovala pro dals$i moznosti analyz souvisejici SNP.
SNP1 (G u alely D, T u alely d*) je lokalizovano v oblasti delece u d?, tedy 1 067 bp po
zaCatku jinak deletované ¢asti na chromozomu 8 (chr8:18,227,267 + 1,066 G >T).
SNP2 (G u alely D, A u alely d* i d?) je lokalizovadno 362 bp nad deletovanou oblasti u
d? opét na chormozomu 8 (chr8:18,226,905 A > G). Pro analyzu genotypu v rAmci genu
Dun mtizeme pouzit SNP1 a identifikaci dalece, SNP2 neni k analyze a urceni genotypu
v genu Dun podstatné, coz potvrdila i STEFANIUK-SZMUKIER et.al. (2017).

Bioinformaéni analyzy predikuji spojeni deletované oblasti s ALX4 a MSX2,
coz jsou transkripcni faktory hrajici roli ve vyvoji chlupového folikulu. SNP1 je
pravdépodobné spojeno s ovlivnénim vazby CCAT boxu s transkripénimi faktory NF-Y
a NF-I (IMSLAND et al., 2016).

Ztedéni zplisobené lokusem dun je zalozené na zcela odlisném principu, nez je

tomu u lokusu cream. Zbarveni cream zpusobuje, ze v melanocytech nemuze probihat
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melanogeneze nebo jen v omezené mife, ¢imz je zplsobena nepfitomnost pigmentu.
Naopak u lokusu dun probihd melanogeneze v melanocytech bez omezeni. Ziedéni
barvy je zajisténo shlukovéani granuli pigmentu do neobvyklych skupin, které zptisobi
vyrazné snizeni absorpce svétla. Je tedy produkovano normalni mnozstvi bézného
pigmentu, avSak jeho distribuce do vlasovych vldken je omezend a zaroven pigment,

ktery je transportovan je asymetricky shlukovan (THIRUVENKADAN et. al., 2008).

Analyza transkriptti zZ pokozky uhoiiho pruhu u dun koni a korespondujiciho
mista u non-dun koni neukazala rozdilnou expresi melanocytti ¢i melanocyt regulujicich

gentl (IMSLAND et al., 2016).

Primitivni znaky maji svlij lokus M, ten je ale distribuovan ve velmi uzkeé
souvislosti s lokusem dun (THIRUVENKADAN et. al., 2008). Mira vyskytu primitivnich
znakl je Casto zavisla na plemeni daného koné. MiiZe se tedy jednat o specifikum dané

populace a tim i o objekt studia genetického driftu a pfimé selekce (IMSLAND, 2015).

Kravy plemene galloway a highland maji také fedéna zbarveni, avSak u nich
byla objevena mutantni alela genu PMEL, ktera projevuje neuplnou dominanci. Kravy
fenotypu dun jsou heterozygoti v genu PMEL a vice zfedény genotyp silver dun je pak
dominantni homozygot. PMEL protein zasahuje do procesu piemény melanosomu
prvniho stadia nebo pre-melanosomu na melanosom druhého stadia (SCHMUTZ a
DREGER, 2012). Kon¢ s mutaci v proteinu PMEL vykazuji stfibrné zbarveni silver

dapple (BRUNBERG et al., 2006). Coz je u koni jiny druh fedéni nezli dun.

3.4.4 DEDICNOST JEDNOTLIVYCH ZBARVENI]

Riizna zbarveni a jejich genetické zalozeni maji odliSné interakce a iroven své exprese.
Hnéd¢ zbarveni je dominantni vici ernému a obé jsou epistatickd k barvé ryzé

(THIRUVENKADAN et. al., 2008).

3.4.4.1 Dominantni a recesivni dédic¢nost

Dominantné se projevuji geny zpusobujici strakaté zbarveni (roan, tobiano a overo) a
také geny zpusobujici zfedéni barvy (dun, silver dapple a champagne), kromé& cream

lokusu (THIRUVENKADAN et. al., 2008).
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3.4.4.2 Neuplna dominance

Projevuje se u strakatého zbarveni leopard, ale také u zbarveni cream. Kdy je dulezité,
zda se jedna o heterozygota (Castecné ziedéni nebo teckovany leopardi vzor) nebo
dominantniho homozygota (Uplné ziedéni nebo pouze ojedinélé tecky u zbarveni

leopard) (THIRUVENKADAN et. al., 2008).

3.4.4.3 Epistdaze — dominantni nebo recesivni

Recesivni epistaze se vyskytuje mezi zakladnimi lokusy (extension a agouti). Genotyp
ee na lokusu extension kompletné zakryva jakykoliv projev lokusu agouti a vzdy se
jedna o ryzaka. Aby se tedy mohl genotyp na lokusu agouti (Aa a AA hnédak; aa vranik)
projevit, musi byt v lokusu extension alespon jedna alela dominantni. Dominantni
epistaze je mezi lokusem grey a lokusem white, kdy jsou oba dominantni vi¢i vSem
ostatnim lokusim. Lokus white je ale zaroven dominantni vaci lokusu grey

(THIRUVENKADAN et. al., 2008).

3.4.4.4 Polygenni dédicnost

Polygenni dédi¢nost vykazuje modifikacni zbarveni shade, také rizné odstiny znakl u

ryzakt a zejména bilé odznaky na hlavé a koncetinach (THIRUVENKADAN et. al., 2008).

3.4.4.5 Aditivni piisobeni genii

Mezi lokusy cream a champagne pozorujeme aditivni vztah, ale také mezi silver dapple
a lokusem grey, kdy dochazi k rychlejsimu vybéleni jedinci se stfibrnym genem.
Dalsim aditivnim vztahem je interakce mezi lokusem tobiano a overo (THIRUVENKADAN
et. al., 2008).

3.4.4.6 Modifikujici geny

Jedinci se stejnym genotypem (ve zndmych lokusech), odchovani ve stejnych
podminkach budou stdle prokazovat urcitou variabilitu ve sledovaném znaku. To by
mohlo byt vysvétleno dalSimi modifikujicimi geny, tzv. genetické pozadi. Priklad
muzeme hledat v rizné délce a intenzit€ vybé&lovani, rizné strakaté vzory a bilé odznaky

na hlavé a koncetinach (THIRUVENKADAN et. al., 2008).
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3.4.4.7 Letdlni vztahy

Letalni geny zptsobuji zna¢né odchyleni od normalniho projevu k projevu letalnimu.
Doba této zmény zalezi na dob&, kdy dany letalni gen pisobi (embryo, zygota, plod
apod.). Letalni je napiiklad dominantni bild, tedy dominantni homozygot v lokusu

white, dale dominantni homozygot v lokusu roan a overo (THIRUVENKADAN et. al.,
2008).

3.4.4.8 Vazba genii

Byla zjisténa vazba mezi lokusy tobiano, extension, roan a s lokusy souvisejicimi se
sérovymi proteiny (THIRUVENKADAN et. al., 2008). Vazbovou skupinou se oznacuji
geny lokalizované na stejném chromozomu. V ramci vazbové skupiny jsou geny
hodnoceny silou vazby, kterd vyjadiuje pravdépodobnost vzniku crossing-overu. Cim
jsou geny vice vzdaleny tim je mezi nimi mens$i vazebna sila a vétSi pravdépodobnost

vzniku zlomu (URBAN, 2001).
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4 METODIKA

4.1 CHARAKTERISTIKA ZKOUMANYCH JEDINCU

Skupina testovanych jedincti vychazela z populace klisen v genetickych zdrojich (GZ).
Tyto klisny tedy prosly vykonnostnimi zkouSkami a byly popsany inspektory chovu.
Jejich zbarveni a télesné znaky odpovidaji standardu plemene. Klisny byly vybrany na
zaklad¢é dohody s majiteli. Bylo otestovano 96 huculskych klisen pro geny MC1R, ASIP
a TBX3, nakonec byla moznost otestovat jesté sadu dalsich klisen (22 jedinci), avsak
z ¢asovych diavodi jiz pouze pro MCIR a ASIP, celkem tedy 118 klisen. V ramci
dalSich analyz struktury bude udrzovan Systém vychazejici z celkového poctu klisen
(118 ks) a ztzeny vybér z klisen testovanych i na gen TBX3 (96 ks).

Celkova populace Kklisen (456 ks) vramci PK CR vykazuje koeficient
ptibuznosti f=2,857. Klisen v genetickych zdrojich je pouze 156 a jejich koeficient
ptibuznosti je f= 3,247, tato hodnota ma v poslednich letech mirn€ klesajici trend.
Avsak populace je velmi mald a jeji aktudlni efektivni velikost pro klisny v GZ ma
hodnotu Ne = 58,04, coz je dle mezinarodnich norem hodnota pro kriticky ohrozenou
populaci vyzadujici fizeny rezim in situ. Je tedy nutné udrzovat a zvySovat miru
reprodukce s dirazem na tvoieni co nejvice neptibuznych part, tak aby byla zachovana
diverzita plemene (JELINEK, 2017). Linie Kklisen v celé populaci jsou zastoupeny
30,73 % gurgul, 30,5 % goral, 19,95 % ousor, 13,53 % hroby, 2,06 % prislop, 1,38 %
dychov a 1,83 % ostatni linie (ZPRAVODAJHUCUL, 2017).

Struktura klisen je vyjadfena pomoci linie a zbarveni uvedeného v pritkkazu
puvodu (PP), tedy uréené komisafem pii zépisu klisny do plemenné knihy. Klisny byly
zejména zastoupeny liniemi goral, gurgul a ousor s pocty jedinct 40, 36 a 27 po fadé.
Prvni dvé jmenované linie patii obecn& mezi nejzastoupengjsi v ramci Ceské Republiky.
Kompletni vycet linii objevujicich se v analyze naleznete v tabulce ¢. 2. Linie prislop a
pietrosu jsou velmi malo zastoupené zejména z ditvodd, Ze se jednd o pomérné nedavno
dovezené linie ze zahranici. Jelikoz mohou byt do GZ zapsany pouze klisny narozené

na tzemi CR, trva déle, neZ se v ramci mateifské populace tyto linie rozsifi. Zarovein se
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také jednd o méné typické linie (v ramci ¢eského chovu hucula), které nejsou ve veétsi

mite chovateli vyhledavany.

Tabulka 2  Struktura klisen dle linie

Linie Zék}ad?i beoér % Zﬁ%en}'/ V?’/béol' %
[pocet jedinct] [pocet jedincti]
Goral 40 33,9 34 354
Gurgul 36 30,5 29 30,2
Ousor 27 22,9 24 25
Hroby 11 9,3 6 6,3
Prislop 3 2,5 5 3,1
Pietrosu 1 0,9
> 118 100 96 100

Klisny byly komisafi popsany odstiny hnédé, plavé, ryzé a také zde bylo n¢kolik
vranych. Podrobnéji popsané varianty jednotlivych zbarveni byly pro potieby stru¢né
charakterizace vybéru shrnuty pod pojmy zakladni (hnédka, ryzka, vranka a Seda
plavka). Cerna hnédka, hnédka, svétla hnddka a tmavd hnédka byla uvedena pod
zbarveni hnddka. Cerna plavka, $eda plavka, tmava plavka a tmavé $eda plavka pod

oznaceni $eda plavka. Cerna ryzka, ryzka a tmava ryzka pod pojmem ryzka.

Tabulka 3  Struktura klisen dle barvy zapsané v PP

Barva Zékvladr‘li beoér % Zﬁ%en?'/ V?'/béor %
[pocet jedinct] [pocet jedinci]
Hnédka 75 63,6 68 70,8
Seda plavka 19 16,1 11 11,5
Plavka 10 8,5 8 8,3
Ryzka 10 8,5 7 7,3
Vranka 4 3,4 2 2,1
> 118 100 96 100

V tabulce ¢. 3 tedy miiZeme vidét vyrazn€ pievySujici pocet hnéddki nad
ostatnimi barvami celkové, a to jak u zakladniho vybéru (63,6 %), tak i u zizeného

(70,8 %). RozloZeni zbarveni mezi vybéry je pomérné stabilni. U obou je vyrazné nizsi
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pocet vranek s 3,4 % a 2,1 %. Také zastoupeni plavek (8,5 % a 8,3 %) aryzek (8,5 % a
7,3 %) neni velké.

4.2 ODBER VZORKU A VYHODNOCENI FENOTYPU

Cast vzorki byla odebirana v obdobi ¢ervenec az zaii 2016 a nékteré byly poskytnuty
z archivu agrogenomické laboratore MENDELU, kam je zasilali samotni chovatelé.
Vzorky byly odebirany z hiivy, ocasu a ukladany do samostatnych oznacenych obalek
(jméno a ¢islo klisny). Vychazelo se tedy ze vzorku Zini v poctu cca 20-40 ks, které
obsahovaly chlupové cibulky. Zaroven se vzorky byly pofizovany fotografie jako
podklad pro urceni fenotypu a intenzity primitivnich znakt. Kazdy jedinec byl vyfocen
V zootechnickém postoji tzn. z levé strany zvitete, leva predni nakrocend a levd zadni
zakrocend, tak aby se konCetiny neptekryvaly. Druhd fotografie zachycovala zadovou
oblast i s kofenem ocasu z pohledu za koném, divodem bylo zaznamenani miry vyskytu
uhotiho pruhu.

V ramci fenotypu byl hodnocen vyskyt a intenzita primitivnich znaki na zakladé
ziskanych fotografii. Kategorie znakti byly vytvofeny na zaklad¢ potizenych fotografii
jednotlivych klisen a jejich znakt, tedy na zakladé potteb dané populace. Metodicky
byly rozdéleny na kategorie ,,znak neni piitomen®, ,,znak je pfitomen* a nasledné
rozdéleni dle intenzity na svétly x tmavy projev a dle velikosti maly x stfedni x velky
znak. V piipadé koncetin byl znak popsan mistopisné dle zbarvené oblasti koncetin.
V ramci kazdého ze znaku byla vloZena kategorie ,,nelze vidét/identifikovat®, pro popis

u velmi tmave zbarvenych klisen.

Celkovy projev primitivnich znaka byl hodnoceny z pohledu na levy bok, tedy
bez hodnoceni tthofiho pruhu, ktery je natolik rozsiteny, Zze byl hodnocen samostatné.
Jednotlivé kategorie byly tyto: primitivni znaky nejsou piitomny (1), jsou slabé (2),
sttedné vyrazné (3), vyrazné (4) a nelze je vidét (5).

Uho¥i pruh, charakteristicky znak huculského plemene. Piedpoklada se, ze by
mél byt pfitomny u vSech jedinct, alespoit v minimalni mife. Kategorie tohoto znaku

byly nésledujici: znak neni pfitomny (1), thoti pruh je svétly a uzky (2), svétly a stiedné
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Siroky (3), svétly a Siroky (4) Ghoii pruh je tmavy a uzky (5), tmavy a sttedné Siroky (6),
tmavy a Siroky (7), neni vidét (8), v misté¢ tthotiho pruhu je pouze tmava oblast (9) a
malo znatelny thoti pruh (10).

Zebrovani kondetin neni pfili§ Casté, nachdzi se zejména u koni se ziedénou
barvou. V nékterych pripadech je mozné pozorovat pouze jakousi tmavou oblast
(odlisnou od vysoko vybarvenych koncetin a zaroven se nejedend o klasicky vybarvené
zebrovani). Kategorie tohoto znaku byly rozdéleny nasledovné: neni ptitomno (1), je
slabé (2), stiedné vyrazné (3), vyrazné (4) a neni vidét (5).

Osli kiiz se ukazal jako velmi variabilni znak vyskytujici se v mnoha podobach,
jeho kategorie jsou tedy cetnéjsi, neZ tomu bylo u jinych znaki. Jsou rozdéleny na: osli
kiiz neni ptitomny (1), osli kiiz je svétly-neohraniCeny a maly (2), je svétly-
neohraniceny a stfedni velikosti (3), svétly-neohraniceny a velky (4), svétly-ohranic¢eny
a maly (5), svétly-ohraniCeny a stiedné velky (6), svétly-ohraniceny a velky (7), je
tmavy-neohraniCeny a maly (8), tmavy-neohrani¢eny a stfedné¢ velky (9), tmavy-
neohraniceny a velky (10), tmavy-ohrani¢eny a maly (11), tmavy-ohrani¢eny a sttedné
velky (12), tmavy-ohrani¢eny a velky (13) a osli kiiZ neni vidét (14).

Zihana hiiva a ocas ma ziejmé dvé podoby. Prvni, kdy se jedna o kontrastni
vyskyt vyrazné svétlejSich zini a druhd, kdy jsou v hiivé ¢i ocasu pfitomny svétlejsi ziné
neZ okolni, aviak nejsou vyrazné, pouze o odstin dva svétlejsi. Casto se viak tyto dvé
podoby prolinaji. V této praci jsme hodnotili pouze vyskyt, ne intenzitu, ktera by byla
vzhledem k povaze znaku naro¢na a vyzadovala by spiSe urceni spektrofotometrické
nez subjektivni posouzeni. Kategorie byly nasledujici: Zihani neni pfitomno na ocase
ani v hiive (1), vyrazné hiiva i ocas (2), zihana hiiva i ocas (3), pouze htiva (4) a pouze
ocas (5).

Mira zbarveni koncetin vyjadiuje, kam zasahovala pigmentace koncetin.
Kategorie: koncetiny nejsou zbarveny-jsou Vv barvé téla (1), jsou velmi malo zbarveny-
pouze spénky, spénky + karpalni klouby, spénky + karpélni kl. + hlezenni klouby (2),
malo zbarveny-spénky + karpalni a hlezenni kl. + ¢ast holeni (3), stiedné zbarveny-nad

karpalni a hlezenni klouby (4), zbarveny ve velké mife-nad kaStanky piednich
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koncetin + bérce, az k prechodu stélem (5) a mira zbarveni nelze urcit-neni vidét

ptechod barev (6).

Intenzita zbarveni koncetin dopliiuje miru zbarveni. Kategorie: koncetiny
svétlejsi nez barva téla (1), koncCetiny v barvé téla (2), tmavsi nez barva téla (3) a

vyrazné tmavsi (4).

4.3 1ZOLACE DNA

Izolace DNA se provadéla kolonkovou metodou pomoci tkanového komeréné
dostupného kitu QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen). V ramci tohoto kitu je dodavan
protokol, kterym jsme se bez Uprav tidili.

Mnozstvi a zda vibec doslo k izolaci DNA bylo ovéreno pomoci horizontalni
agarozové gelové elektroforézy (ELFO). Byl pouzit 1% agarézovy gel s pufrem TBE
(Sigma-Aldrich) o objemu 60 ml. Agarose SERVA for DNA electrophoresis (SERVA
Electrophoresis GmbH) byl typ pouzivané agardzy. Pro vizualizaci byly vyuzivany
latky Etidium bromid, GelStar (LONZA) nebo GoodView dle aktualni dostupnosti. Pro
nanaSeni byl pouZit nandSeci pufr o sloZeni 40 % sachardzy, voda, bromfenolova modf a
TE pufr (Sigma-Aldrich). Zaroven s 5 ul izolatu od kazdého vzorku byl na gel nanesen
marker o velikosti 1 kb (Thermo Fisher Scientific Inc.). Proces byl nastaven na 100 V a

piiblizng 10 min.

4.4 REAKCE PCR YV DUPLEXU (MCL1R, ASIP)

Pro dal$i analyzy bylo nutné z izolované DNA namnozit studované tseky genu. Pro
tento ucel poslouzila metoda polymerazové fetézové reakce (PCR) optimalizované pro
oba geny (MC1R a ASIP) soucasné Vv tzv. duplexu. Postup a mnozstvi reagenci vV ramci
celé analyzy (komplex PCR-RFLP) byl pievzat z praice HORECKA (2013), ktera se
zabyvala z ¢asti stejnymi geny a tento proces optimalizovala pro prostfedi genomické
laboratore MENDELU.

Primery:

Vyuzivané primery byly opét Cerpany z prace HORECKA (2013) a jejich vycet naleznete

Vv tabulce €. 4, kde jsou rozdéleny na pfimé a zpétné.
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Tabulka 4  Primery pro geny MC1R a ASIP (Horecka, 2013)

Primery Struktura
PHme MC1R-F 5¢ATT CCT GAT GGG CTC TTC CT 3¢
ASIP-F 5 TAA GCG ATG AAG AGG GTG CT 3¢
Zpétné MCI1R-R 5*CTT TTG TCT CTC TTT GAA GCA TTG 3¢
ASIP-R 5 GAG AAG TCC AAG GCCTACCTT G 3¢

PCR MasterMix:
Jednotlivé reagencie byly piipraveny do PCR MasterMixu (MM). MM obsahoval PPP

MasterMix + Mg?*, PCR Ultra H,O (Qiagen) a veskeré vyse vypsané primery (IDT
Inc.) v mnozstvich pro namichani jedné reakce uvedenych v tabulce ¢. 5. Nasledné byla

smes pipetovana po 12 ul a bylo ptidano 0,5 pl izolované DNA.

Tabulka5  Slozeni PCR MasterMixu v mnozstvi na jeden vzorek

Slozky PCR MasterMixu pl

PPP MasterMix + Mg?* 6,25
PCR Ultra H20 3,75
Primer MC1R-F 0,5
Primer ASIP-F 0,5
Primer MC1R-R 0,5
Primer ASIP-R 0,5

Teplotni profil a samotna amplifikace:

Amplifikace urCenych tsekti byla provadéna na termalnim cykleru PTC-200 (MJ

Research Inc.) za podminek uvedenych v tabulce ¢. 6.

Tabulka6  Teplotni profil PCR reakce (HORECKA, 2013)

Faze cyklu Teplota [°C] Cas [min] Opakovani
Pocatecni denaturace 95 15
Denaturace 95 0,5 T
Annealing 59 0,5 35 X
Extenze 72 0,5
ZavéreCna extenze 72 10
Ukonceni reakce 4 0
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Kontrolu reakce byla provedena opét pomoci ELFO. Byl pouzit 3% agar6zovy
gel s pufrem TBE (Sigma-Aldrich) o objemu 60 ml. Agardéza byla pouzita stejna viz.
ELFO po izolaci. Pro vizualizaci byla vyuzita latka GelStar. Vzorky byly nanaseny bez
nanaseciho pufru. Zaroven s 5 ul kazdého amplifikovaného vzorku byl na gel nanesen
marker o velikosti 50 a 100 bp (Thermo Fisher Scientific Inc.). Proces probihal za
téchto podminek: 120 V po dobu ptiblizné 40 min.

PCR produkt genu MC1R je o velikosti 428 bp, genu ASIP o velikosti
102 a 91 bp.

4.5 RFLP DUPLEXU MCI1R A ASIP

Metoda RFLP (analyza polymorfismu délky restrikénich fragmentd) je zalozena na
Stépeni molekuly DNA ve specifickych restrikénich mistech pomoci endonukleazy. Pro
uréeni polymorfismid v genu MCIR je nutné namnozeny usek S$tépit pravé v bodu

restrikce. Oproti genu ASIP, kde jsou jiz alely viditelné po metodé PCR.

Tabulka 7  Slozeni RFLP MasterMixu v mnozstvi na jeden vzorek

Slozky RFLP MasterMix ul
Ultra H.0 10,4

Pufr R 1,5

RE Taql (5°T / CGA3¥) 0.1

Reakéni smés o mnozstvi viz tabulka ¢. 7 a obsahu Ultra ¢ista H2O (Qiagen),
Pufr R (Thermo Fisher Scientific Inc.) a restrikéni enzym (RE) Tagl (Thermo Fisher
Scientific Inc.), byla namichana pro potfebné mnozstvi vzorkt. Do piipraveného a
napipetovaného MM byly pfidany 3 pul PCR produktu.

Inkubace namichané smési, o vysledném objemu 15 pl, probihala v inkubatoru
Memmert BE 500 pfi teploté 65 °C, coz je dana teplota vyrobcem pro pouzity restrikéni
enzym, pres noc.

Vyhodnoceni genotypt probéhlo pomoci ELFO. Byl pouZzit 3% agarézovy gel

s pufrem TBE (Sigma-Aldrich) o objemu 60 ml. Pro vizualizaci byla pouzita latka
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GoodView. Vzorky byly nanaseny s nanasecim pufrem zaloZzenym na sacharoze. Na gel
byl nanasen veSkery RFLP produkt a zaroven také marker o velikosti 50 bp (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Podminky opét podobné jako u ELFO pro PCR a to
120 V a priblizné¢ 60 min.

Vyhodnoceni probihalo dle urcenych délek vzniklych fragmentt. Délka
jednotlivych fragmentt a jejich pfifazeni k alelam je uvedena v tabulce ¢. 8. Pokud tedy
vzorek obsahoval pouze fragmenty délky 428 bp jednalo se o dominantniho
homozygota, vzorek s fragmenty 297 a 131 bp byl recesivni homozygot a s fragmenty
428, 297 a 131 bp se jednalo o heterozygota v genu MC1R. Pro gen ASIP byly genotypy
nasledujici, 102 bp dominantni homozygot, 102 a 91 bp heterozygot a 91 bp recesivni
homozygot.

Tabulka8  Délka fragmentl a pfislusnost k alelam a genim (HORECKA, 2013)

Gen Alela Pocet bp
E 428
MCI1R
e 297 + 131
A 102
ASIP
a 91

4.6 ANALYZA GENU TBX3
Analyzu genu TBX3 provedla laboratoi agrogenomiky MENDELU ve spolupraci

s VUZV Praha, Uhfinéves, s jejichz souhlasem data ve své diplomové praci pouzivam.

Polymorfismy v genu TBX3 byly mimo jiné analyzovany pomoci agar6zové
ELFO pro detekci délky amplifikovanych tsekli vlivem pfitomnosti nebo absence
1,6 kb delece. Dalsi metodou byla metoda Real-Time PCR s pouzitim sondy TagMan
v souvislosti se SNP1, dle protokolu od vyrobce. Pouzité primery jsou uvedeny
v tabulce ¢. 9 (VRTKOVA, 2017). SNP2 nebylo analyzovano, jelikoz IMSLAND et al.
(2016) i STEFANIUK-SZMUKIER et.al. (2017) nepovazuji tento SNP podstatny pro urceni
genotypu v genu TBXS3.
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Tabulka9  Sekvence primert pro analyzu SNP v genu TBX3 (VRTKOVA, 2017)

Region Typ primeru Primery 5°-3"
SNPL SNP1-Fw GGCATCAACTTAGCCAAATGATTTTGA
i SNP1-Rw CCTGCCAGAGCGAGTGG
’ °2r8- SNP1-G-Hex HEX-CCCTAGCAACAGGATAT-BHQL
18,227,267+1,066  o\\o 1 Fam FAM-CCCTAGCAAAAGGATAT-BHOL
IN/DEL InDel-Rew CTTCTCCGGGGTCCTATTTT
Del-Fw ATAAAGTCAGGAGGCCTTTGC

chrs: 18,227,267 Ins-Ew TGGAAGGCAGAGGTTAGATCA

4.7 MATEMATICKO-STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Nasbirana data byla zpracovana ve statistickém programu SAS verze 9.4 (SAS Institute,
2013) Byly také vypocitany frekvence genotypt a alel a porovnany fenotypy popsané
v prikazu puvodu (PP) a fenotypy odvozené od urenych genotypu. Prikaznosti byly

stanovené pomoci 2 testu a Fisherova exaktniho testu. Testovand nulova hypotéza byla

stanovena: Dv¢ urcit¢ proménné jsou nezavislé. Alternativni hypotéza: Dvé urcité

proménné jsou zavislé. Nulovou hypotézu jsme zamitli pfi prukaznosti ¢i vysoké
prukaznosti. Pro urceni sily zavislosti mezi danymi proménnymi byl pouzit Cramertv
koeficient (V), ktery nam ur¢il, zda se jedna o slabou, stfedni nebo silnou zavislost nebo
jsou data zcela nezavisla. Pro kazdy gen byla testovana Hardy-Weinbergova (HW)

geneticka rovnovaha pomoci y? testu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 VYSLEDKY IZOLACE
Ukazku vysledkd izolace mizeme vidét na obrazku ¢. 6, vSech pét vzorku
vykazuje pritomnost DNA, nejsiln€ji se projevuje vzorek ¢. 24. Smir je zplsoben

prabéhem izolace, kdy se dostava do reakce i zbyla ¢ast zini mimo cibulek.

Obrazek 6  Kontrola izolace DNA z konskych Zini

5.2 VYSLEDKY PCR REAKCE

Po reakci PCR (viz. obrazek ¢. 7) jiz mizeme odecist genotyp v genu ASIP,
avSak vysledek pro gen MC1R uvidime aZ po reakci RFLP.

Vzorek €. 8" je nanesen prave jiz po Stépeni a mizeme tedy odecist genotyp i pro
gen MCI1R (recesivni homozygot ee, kdy vidime blandy o velikosti 297 a 131 bp, a
zaroven dominantni homozygot AA, s blandem o velikosti 102 bp). Vzorky ¢. 4 a 21
jsou slabsi, zejména ¢. 4 je huire Citelny. Oproti tomu vzorky ¢. 16, 17, 19, 20, 22 a 23

jsou silné a dobte Citelné.
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Obrazek 7  Kontrola produktu po PCR (vzorek ¢. 8" je kontrola po RFLP)

5.3 ANALYZA RFLP

Kompletni genotyp obou genti Ize odeéist az po reakci RFLP viz. obrazek ¢. 8. Ale
zejména alely pro gen ASIP se hiife odliSuji. Vzorek ¢. 7 je pro kontrolu po amplifikaci
(PCR), miizeme tedy zhodnotit pouze gen ASIP, ale jiz ne gen MCIR. Jak je patrné
Vv porovnani se vzorkem ¢. 7, ktery je jiz po Stépeni a jedna se o stejného jedince.

Vsechny vzorky na gelu jsou silné a dobte Citelné.

7 12 18 22
Eeaa EeAa eeAA EEAA

Obrazek 8  Vysledek stépeni genit MCIR a ASIP (vzorek ¢. 7° je kontrola po PCR)
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5.4 ZHODNOCENI FENOTYPU A GENOTYPU

Zbarveni uvedena v pritkazech ptivodu (PP) jsem sjednotila do zakladnich pojmenovani,
prozatim neni mozné testovat i podrobnéjsi odchylky v jednotlivych zbarvenich.
Testovali jsme zavislost linii klisen a jejich zbarveni, avSak mezi jednotlivymi

liniemi nebyl prikazny rozdil (P = 0,0887) ve frekvenci zbarveni.

Jiz v zakladni tabulce (¢. 10) je mozné vidét vyrazné odliSnosti V zastoupeni
zejména u zbarveni hnédka (70,8 % — 42,7 %), plavka (8,3 % — 29,2 %), a vranka
(2,1 % — 12,5 %). Je jasné, Zze dochazi v procesu popisovani klisen k pomérné velké
chybovosti, kdy je velké mnoZstvi plavek popsano jako jiné zbarveni, vzhledem
K rapidnimu snizeni hnédek se jedna pravé o né. Z vysledki muzeme vidét, ze se

Vv populaci nachazi daleko vice plavek a vranek, nez jsme se doposud domnivali.

Tabulka 10  Struktura zbarveni dle genotypu v porovnani se strukturou dle PP

Hnédka 41 42,7 68 70,8
Plavka 28 29,2 8 8,3
Vranka 12 12,5 2 2,1
Seda plavka 9 9,4 11 11,5
Ryzka 6 6,2 7 7,3

STACHURSKA et al. (2012)! uvadi, Ze u hucull v Polsku jsou pievazné hnédaci
51 %, dale zbarveni tobiano 21,5 % a Sedi plavaci z 14,8 %. V pribchu generaci

dochazi k poklesu mnozstvi hnédaki.

Podrobnéjsi porovnani odchylek jednotlivych popsanych barev a genotypt
muizeme vidét v tabulce ¢. 11. Data globaln¢ odpovidaji (Fishertiv exaktni test; P <
0,0001), variabilitu barvy dle PP Ize vysvétlit variabilitou barvy na zdkladé genotypu.

Podrobnéjsi prozkoumani, vsak ukazuje ur¢itou chybovost v urceni.

Y Pozn.: Autorka vychdzi z fenotypovych dat uvedenych v centrdlni evidenci koni. Lze tedy predpoklddat
velkou chybovost viz. nase zjisténi odlisnosti popsané a skutecné barvy dle genotypu. Neni tedy mozné
nase a jeji vysledky bez problémii porovnavat.
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Tabulka 11 Vztah genotypu a fenotypu

Genotyp  pjsdka  Plavka  Vranka  Sedaplavka  Ryzka 3
Fenotyp
Hnédka 28 15 43
"l:mavé hnédka 11 2 2 15 68
Cerna hnédka 5 1 6
Svétla hnédka 1 3 4
Seda plavka 6 6 1
Tmava plavka 1 2 2 5
Plavka 8 8
Vranka 2 2
Ryzka 6 6 -
Cerna ryzka 1 1

> 41 28 12 9 6 96

MiuZeme vidét, Ze opravdu 15 plavych klisen bylo popsdno jako hnédky,
spole¢né s chybnym popisem tmava a svétla hnédka se jedna o vice nez dvojnasobny
pocet, nez je spravn¢ popsanych. Urceni zbarveni, zda se jedna o hnédku s primitivnimi
znaky, nebo plavku je pomérné naro¢né a v mnoha piipadech se ziejmé neda bez
genetické analyzy chyba vyloucit.

Jesté vyssi chybovost je u klisen vranek, které byly v celkovém poctu deseti
klisen popsany jako tmava hnédka, cerna hnédka, tmaveé Seda plavka a Cerna ryzka.
Spravné uréené byly pouze dv¢ klisny, coz je 5% méné neZ chybnych. U vranek se mize
jednat o vSeobecné znamé tvrzeni, Ze hucul nebyva ¢erny a pokud vezmeme v tvahu
jesté fakt, ze jsou tito kon¢ chovani prevazné celorocné venku na pastvinach dochazi
Kk zesvétleni barvy vlivem slune¢nich paprski. Nasledné se zcela logicky nabizi popis

takové vranky jako tmavé Sedé plavka nebo ¢ernd hnédka apod.

Z tabulky ale mizeme usoudit, ze pokud vidime velmi tmavou klisnu, kterou
bychom popsali spiSe jako cernou hnédku nez vranku (pfece jen se na ni vyskytuji
urcitd zesvétleni), mame volit popis vranka a pocitat se zesvétlenim vlivem slune¢niho
zafeni. Dale musime brat v potaz vliv modifikujicich gent. Naptiklad u oshi byla
popsana alela a’® zptisobujici svétlé oblasti okolo nozder, o&i a svétlou krajinu b¥icha
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viz. ABITBOL, (2015). Stale se ale jedna o vranika pouze s modifikaci. Svétlé hnédky,
popisovat spiSe jako plavky, jelikoz pfipadné vznikne daleko mensi chyba nez pfi
popisu takového koné jako svétlé hnédky. V ramci popsanych hnédek je vétsi pocet
svétlejsich klisen, které byly genetickou analyzou uréeny jako plavky.

V ramci testovani chybovosti v popisu zbarveni klisen, jsme vytadili dva
piipady (tabulka ¢. 12), kdy se jednalo pravdépodobné o chybu nikoliv v ramci popisu
ale v ramci administrace a o chybu jedine¢nou, ktera by pro statistické vyhodnoceni
byla nedostatec¢nd. V ramci vyhodnoceni jsme tedy uvazovali dva druhy chyby, chybné

urceného vranika (12,8% vyskyt) a chybné uréeného plavaka (21,3% vyskyt).

Tabulka 12 Chybna ur¢eni zbarveni odstranéna ze souboru pro statistické zpracovani

Zbarveni dle PP Zbarveni dle genotypu Genotyp
Tmava plavka Hnédka AaEed?d?
Cerna hnddka Seda plavka aaEEDd?

Prikkazny rozdil mezi chybnymi zafazenimi nebyl u zihani hiivy a ocasu
(P =0,3703) a u intenzity zbarveni koncetin (P =0,3011). Naopak vysoce prikazny
rozdil byl u vSech dalSich znackt (P = 0,0001). Cramerovi koeficienty byly nasledujici,
0,5361 (primitivni znaky), 0,5656 (thoti pruh), 0,4315 (zebrovani koncetin), 0,5410

(osli ktiz) a 0,4399 (mira zbarveni koncetin), vSechny znaky jsou tedy stfedn¢ zavislé.

Chybné popsany vranik vykazoval neidentifikovatelnost jednotlivych znaki
z diivodi tmavého zbarveni a také vysoko zbarvené koncetiny. Pokud budeme tedy
popisovat vyrazné¢ tmavého koné bez viditelnych primitivnich znakl, jednd se
pravdépodobné pravé o vranika i kdyz barva nebude az tak charakteristicka, jak tomu
vétSinou byva.

Chybné popsany plavak ve velké vétSing€ pripadd vykazoval primitivni znaky
a malo aZz vysoko zbarvené koncetiny. Zejména u chybné popsanych plavaki by bylo
vhodné provést spektrofotometrické analyzy a detailnéjsi prizkum svétlych hnédaka,

hnédaki a plavaka v populaci, aby bylo mozné jednotlivé hrani¢ni odstiny lépe
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identifikovat. Je nutné tato data podlozit také genotypovymi informacemi. Jedince se

Spatné popsanym fenotypem podrobnéji uvadim v ptiloze €. 1.

5.5 FREKVENCE ALEL A GENOTYPU V POPULACI

Frekvence genotypt a alel pro geny ASIP a MC1R byly pocitany ze souboru vSech 118
klisen, kdy 96 z nich bylo testovano nejen pro tyto zakladni geny, ale také i pro gen
TBX3. Pro vypocet frekvenci alel a genotypti pro gen TBX3 byl pouzit pouze soubor
96 klisen.

Rozlozeni genotypti pro gen ASIP uvadim v tabulce ¢. 13, kdy nejvyssi
zastoupeni s 50-ti jedinci a frekvenci 0,4237 ma heterozygot Aa. Déle je pak dominantni
homozygot AA a recesivni homozygot aa s frekvencemi 0,3136 a 0,2627 po tadé. Vyssi
zastoupeni ma dominantni alela A s frekvenci 0,5254 oproti recesivni alele a s frekvenci
0,4746, avSak rozdil neni markantni, coz jsme mohli predpokladat jiz z pomérné
vyrovnaného po¢tu dominantnich a recesivnich homozygott. Populace vsech 118 klisen
byla v genu ASIP v HW genetické rovnovaze (P = 0,9360). STACHURSKA et al. (2012)?
uvadi klesajici tendenci frekvence recesivni alely a (0,4710). Frekvence recesivni alely
a u populace potomkii byla nizsi nez u rodiCovské populace, frekvence u matek byla

vyss$i nez u otct (P < 0,01).

Tabulka 13  Frekvence genotypi genu ASIP

Genotyp Absolutni Relativni Alela Relativni
frekvence frekvence frekvence
AA 37 0,3136 A 0,5254
Aa 50 0,4237 a 0,4746
aa 31 0,2627
> 118 1 1

Frekvence genotypt (viz tabulka ¢. 14) pro gen MCIR je také nejvyssi u
heterozygota Ee, a to s frekvenci 0,5085, nasleduje opét dominantni homozygot EE

s frekvenci 0,4237. Nejmensi zastoupeni s frekvenci 0,0678 ma recesivni homozygot ee,

2 Pozn.: Jednd se o vysledek dle fenotypovych dat viz. poznamka ¢&. 1
46



coz je logické vzhledem ktomu, Ze ryzaci nejsou v populaci huculskych koni
povazovani za pavodni zbarveni. Dochazi k jejich ¢aste¢nému vytazovani, nebo alespoii
upozadéni, a tim 1 minimalizaci s nimi spojeného recesivniho genotypu ee. Dominantni
alela E méla frekvenci vyrazné vyssi 0,6780 oproti recesivni alele e s frekvenci 0,3220.
Coz je opét dusledek nizkého poétu ryzek. Populace byla v genu MC1R v HW genetické
rovnovaze s hodnotou P = 0,1661. STACHURSKA et al. (2012)® zmifiuje mirné rostouci
trend recesivni alely e, momentalné je hodnota frekvence 0,1820. Rozdé&leni recesivni
alely e a dominantni E v populaci potomkd i rodi¢t bylo stejné, opét byla ale frekvence
recesivni alely e vyssi u klisen nez hiebcii (P < 0,01).

Meérensti a friSti koné jsou typickym piikladem, kdy plemeno charakterizuje
pouze jedno zbarveni. VSichni jedinci jsou ¢erni az na malou frekvenci recesivni alely e

(RIEDER et al., 2001).

Tabulka 14  Frekvence genotypti genu MC1R

Genotyp Absolutni Relativni Alela Relativni
frekvence frekvence frekvence
EE 50 0,4237 E 0,6780
Ee 60 0,5085 e 0,3220
ee 8 0,0678
> 118 1 1

Zajimavé rozlozeni genotypi je u genu TBX3 viz. tabulka ¢. 15, ktery je spojen
s lokusem dun. Velmi malo zastoupeny je dominantni homozygot DD, ktery je feknéme
az vyjimecny s frekvenci 0,0208 a zastoupenim pouze dvou klisen. Také recesivni
homozygot d'd* je malo zastoupen s frekvenci 0,0833. Pomé&rné shodné jsou zastoupeny
genotypy d?d?, Dd!, Dd? s frekvencemi 0,1563; 0,1875 a 0,1979 po fadg. Nejvyssi
zastoupeni ma genotyp d'd? s frekvenci 0,3542. Soudet frekvenci genotypti obsahujici
dominantni alelu D, tedy charakterizujici zastoupeni jedinct s projevem zesvétleni, je
0,4062. Zesvétlenych jedincd je tedy méné nez jedinci s projevem non-dun, tedy

zédkladnim zbarvenim. Nejvice zastoupena alela byla d? s frekvenci 0,4323, dale alela d*

8 Pozn.: Vysledky na zakladé fenotypovych dat.
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s frekvenci 0,3542 a jen o néco méné alela D s hodnotou 0,2135. Cela zkoumana

populace byla v genu TBX3 také v HW genetické rovnovaze (P = 0,4434).

Tabulka 15 Frekvence genotypt genu TBX3

Genatyp Absolutni Relativni Alela Relativni
frekvence frekvence frekvence
did! 8 0,0833 d? 0,3542
d'd? 34 0,3542 d? 0,4323
d?d? 15 0,1563 D 0,2135
Dd* 18 0,1875
Dd? 19 0,1979
DD 2 0,0208
> 96 1 1

STACHURSKA et al. (2012)* a jeji vypocitana frekvence 0,933 recesivni alely d.
Frekvenci autorka pocitala z fenotypovych dat a vychazela pouze z informaci o
dominantni alele D a recesivni alele d, nebot’ jesté v té dob¢é nebyla znama existence
dvou non-dun alel a jejich interakce. Musime tedy piipadné porovnavat soucet nasich

frekvenci d'a d? s autor¢inou alelou d.

IMSLAND et al. (2016) analyzovala 366 jedincti 19 plemen véetné przewalského
kong. Vysledkem bylo 96 jedincti genotypu DD (26,23 %), 111 jedinct Dd (30,33 %) a
159 jedinct dd (43,44 %). Nase data také prokazuji tendenci vétsiho zastoupeni non-

dun koni (bez ohledu na typ recesivni alely).

Fjordsti koné jsou z 9,8 % zbarveni Sedy plavék. Polsti konici jsou aZ na
vyjimky, které jsou z chovu vyfazovany (Zluty plavdk a vranik), vzdy Sedi plavéci
riznych odstinll. Jednotlivé zastoupeni je 75,4 % stiedné Sedych, 14,6 % svétle Sedych,
9,7 % tmavé Sedych a 0,3 % Sedych se Zlutym odstinem (STACHURSKA et. al., 2004)°.

Vysoké zastoupeni koni fenotypu dun je dano povahou studované populace.

4 Pozn.: Vysledky na zakladé fenotypovych dat.
5 Pozn.: Opét jsou zdkladem fenotypova data. U Polskych konikii, ale Ize ocekavat opravdu velkou édst
jedincii dun genotypu.
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U polskych konikii nebyla nalezena mutace 18,227,267+1,066 G >T v genu
Dun, nachdzejici se v oblasti dalece v souvislosti salelou d'. Naopak byl nalezen
vzacny genotyp WTWT GG AA, diive objeveny pouze u puvodnich estonskych koni.
Dale autorka uvadi velice zajimavé dva nové identifikované genotypy WTWT GG AG a
WTdel Gdel GG (STEFANIUK-SZMUKIER et.al., 2017). V této praci byli nebylo testovano
SNP2, nemohu tedy porovnat kompletni genotypy.

V kontingen¢ni tabulce (¢. 16) vztahti genotypi geni MCI1R a ASIP, opét
vychazime z celkového souboru 118 klisen. Nejvice zastoupenym genotypem je
kombinace heterozygoti AaEe (0,2119), dale kombinace heterozygota a dominantniho
homozygota AAEe (0,1864) a AaEE (0,1695). Také Kombinace recesivniho a
dominantniho homozygota je vice zastoupena, ale pouze v kombinace aaEE (0,1525).

Recesivni homozygot v obou znacich aaee se ve zkoumané populaci nevyskytuje.

Tabulka 16 Kontingen¢ni tabulka vztahu genotypt pro geny ASIP a MC1R

MCI1R
EE Ee ee 2
AA 12 22 3 37
0,1017 0,1864 0,0254 0,3135
% Aa 20 25 5 50
< 0,1695 0,2119 0,0424 0,4238
a3 18 13 31
0,1525 0,1102 0,2627
50 60 8 118
2 0,4237 0,5085 0,0678 1

Kompletni genotypy véetné genu TBX3 a jejich interakce nalezneme v tabulce ¢.
17, 18 a 19. Mezi nejzastoupendjsi genotypy patii se sedmi zastupci AaEed'd? a AaEE
did?, ss3esti zastupci AaEeDd!, AaEeDd? a AAEedl1d2 a spéti zastupci AaEed?d?.
Kombinace s recesivnimi homozygoty v genech ASIP a MC1R jsou obecné velmi malo
zastoupené a Casto ani neexistuji. V naSem studovaném vzorku klisen jsem také
nenalezla genotyp AaEed'd!. Genotypy s dominantnim homozygotem DD jsou pouze

dva.
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Tabulka 17 Kontingenéni tabulka vztahu genotypt v MC1R a TBX3 ke genotypu AA

TBX3

did? dtd? d?d? Dd! Dd? DD 2

e 2 4 2 1 1 1 11
0,0690 0,1379  0,0690  0,0345 0,0345  0,0345 |0,3793

o - 2 6 2 3 4 17
g 0,0690 0,2069  0,0690 0,034  0,1379 0,5862

1 1
e 0,0345 0,0345

4 11 4 4 5 1 29

0,1379  0,3793  0,1379  0,1379  0,1724  0,0345 1

Tabulka 18 Kontingenéni tabulka vztahu genotypti v MC1R a TBX3 ke genotypu Aa

TBX3

did! d'd? d?d? Dd! Dd? DD 2

-~ 2 7 2 4 1 1 17
0,0435 0,1522  0,0435  0,0870  0,0217  0,0217 | 0,3696

o . 7 5 6 6 24
“2’ ¢ 0,1522  0,1087  0,1304  0,1304 0,5217

oo 2 1 1 1 5
0,0435  0,0217  0,0217  0,0217 0,1087

2 16 8 11 8 1 46

0,0435 0,3478 0,739  0,2391  0,1739  0,0217 1

Tabulka 19 Kontingenéni tabulka vztahu genotypt v MC1R a TBX3 ke genotypu aa

TBX3

dd? dd? d2d? Dd* Dd? DD 2

. 1 3 3 1 4 12

o 0,0476  0,1429  0,1429  0,0476  0,1905 0,5714

5 . 1 4 2 2 9

= S| 00476 0,1905 0,0952  0,0952 0,4286
ee

2 7 3 3 6 21

0,0952  0,3333  0,1429  0,1429  0,2857 1
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5.6 PRIMITIVNI ZNAKY, JEJICH VYSKYT A MIRA ZBARVENI
KONCETIN

Znaky byly hodnoceny na souboru klisen testovanych i na gen TBX3, tak abychom

mohli provést analyzu vztahti mezi t€émito proménnymi.

V tabulce ¢. 20 muzeme vidét absolutni i relativni zastoupeni jednotlivych
hladin projevu primitivnich znakt. Pomé&mé& velké mnozstvi klisen (25 %)
nevykazovalo primitivni znaky, coz je pon€kud zaraZejici, jelikoz se jedna o plemeno,
které by primitivni znaky mélo nést. Cast téchto klisen alespoii nesla (tho#i pruh, ktery
neni v tomto kritériu hodnocen, avSak nékteré nemély ani ten. Bylo by vhodné rozvést
tuto problematiku, zda se jedna o pfipadnou hrozbu pro chov a udrzeni hucult
V ptivodnim rdzu ¢i nikoli. Dle mych zkuSenosti ma vyskyt klisen bez primitivnich
znakl bohuZel vzrlstajici tendenci. Stale ale 53,1 % klisen alespont néjaké €1 vyrazné
znaky, které jsme schopni pozorovat, nese. U 21,9 % klisen jsme nebyli schopni ur¢it,
zda primitivni znaky nesou ¢&i nikoli, vzhledem kvelmi tmavému zbarveni,
problematiku $patné viditelnych primitivnich znakd zminuje IMSLAND et al. (2016). Zde
by mohla pomoci geneticka analyza, analyza souvislosti jednotlivych alel Dun a
vyskytu primitivnich znaka a ptipadné spektrofotometrie, ktera by mohla urcité odstiny
odhalit, na zaklad¢ vysledkt bychom mohli byt schopni predikovat, zda jedinec opravdu

primitivni znaky nese a nejsou pouze vidét nebo zda je nenese.

Tabulka 20 Vyskyt primitivnich znaka pfi pohledu z boku koné

Primitivni znaky Pocet jedinct %
Nejsou pfitomny 24 25
Slabé 32 33,3
Stiedné vyrazné 12 12,5
Vyrazné 7 7,3
Nelze vidét 21 21,9
> 96 100

NejvyraznéjSim primitivnim znakem byva uhofi pruh, ktery by se mél nachazet
u kazdého jedince huculského plemene. Z naSeho Setfeni (viz. tabulka ¢. 21), ale

vychazi pomérné znepokojiva statistika, kdy 6,3 % jedincii uhofi znak nem4d, u 15,6 %
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je velmi malo znatelny a 4,2 % klisen maji pouze tmavsi zbarveni v oblasti thotiho
pruhu. V 6,2 % se vyskytuje pouze svétly uhofi pruh, ktery byl zejména u ryzek, jejichz
znaky jsou v barvé téla a nikoli ¢erné, avSak svétly uhofi pruh jsem identifikovala i u
klisny genotypu plavka. Plavky by ale nemély mit barvu znakt ovlivnénou zfedénim,
jak uvadi IMSLAND et al. (2016) a THIRUVENKADAN et. al. (2008).

Tabulka 21  Vyskyt a intenzita thotiho pruhu

Uhof#i pruh Pocet jedinct %
Neni pritomny 6 6,3
Svétly a uzky 3 3,1
Svétly a stiedné Siroky 2 2,1
Svétly a Siroky 1 1
Tmavy a uzky 17 17,7
Tmavy a sttedné Siroky 26 27,1
Tmavy a Siroky 4 4,2
Nelze vidét 18 18,8
Pouze tmava oblast 4 4.2
Malo znatelny 15 15,6
> 96 100

Zebrovani koncetin neni v populaci huculskych klisen vyznamné zastoupeno,
jak mizeme vidét 1 v tabulce €. 22, kdy pouze 31,5 % klisen nese alesponi néjaky projev.
42,1 % Kklisen tento znak dokonce nema a u 26,3 % neni mozné uréit vzhledem k

celkovému tmavému zbarveni ¢i vysoko ¢erné zbarvenym koncetinam.

Tabulka 22  Vyskyt a intenzita zebrovani koncetin

Zebrovani koncetin Pocet jedinct %
Neni pfitomno 40 42.1
Slabé 16 16,8
Stiedné vyrazné 8 8,4
Vyrazné 6 6,3
Nelze vidét 25 26,3
> 96 100
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Problematice osliho kiize se vénuje tabulka ¢. 23 a je vidét, ze se jednd opét o
méné zastoupeny znak. Kdy témét 20 % klisen neni mozné urcit vzhledem k tmavé
barvé a 27,1 % osli kiiz nema. Klisny, které osli kiiz maji, vykazuji spiSe vyssi
frekvenci mensSich a neohrani¢enych variant (13,5 % svétlych a malych, 14,6 %
tmavych a stfednich uhofich pruhti). Nékteré nadefinované varianty se neobjevily

vubec.

Tabulka 23  Vyskyt a intenzita osliho k¥ize

Osli kiiz Pocet jedinct %
Neni ptitomny 26 27,1
Svétly, neohrani¢eny, maly 13 13,5
Svétly, neohraniceny, stfedni velikosti 7 7,3
Svétly, neohraniCeny, velky
Svétly, ohranic¢eny, maly 2 2,1

Svétly, ohrani¢eny, stfedni velikosti
Svétly, ohraniceny, velky
Tmavy, neohranic¢eny, maly 7 7,3
Tmavy, neohraniceny, stiedni velikosti 14 14,6
Tmavy, neohraniceny, velky 4 4,2
Tmavy, ohrani¢eny, maly 2 2,1
Tmavy, ohrani¢eny, stfedni velikosti 2 2,1
Tmavy, ohrani¢eny, velky
Nelze vidét 19 19,8

D 96 100
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Zihani hiivy a ocasu je také uvadéno jako primitivni znak, podle vysledkt
(tabulka ¢. 24) se ale jedna o velmi malo zastoupeny s celkovym vyskytem na hiive i
ocasu Vv 32,3 % pripadt. Vice nez polovina klisen (54,2 %) nevykazovala zihani hiivy

ani ocasu. Vyrazné zihani htivy i ocasu bylo zejména u plavaki.

Tabulka 24  Vyskyt a intenzita Zihani hiivy a ocasu

Zihani hiivy a ocasu Podcet jedincti %
Neni piitomno 52 54,2
Pouze hiiva 9 9,4
Pouze ocas 4 4.2
Hfiva i ocas 25 26
Vyrazn¢ hiiva i ocas 6 6,3
> 96 100

Mira zbarveni koncetin neni popisovana jako znak primitivni, avSak je zajimava
z davodii mozné souvislosti se zbarvenim zdkladnim. Ptredpoklada se, ze by se tedy
mohlo jednat o vhodného kandidata k uptfesnéni identifikace zbarveni pti zapisu klisen
do plemenné knihy. V tabulce ¢. 25 vidime pomérné velké (40,6 %) zastoupeni klisen
S VEtsi ¢asti koncetin zbarvenych. Klisny, u kterych nebylo mozné pozorovat prechod
zbarveni u koncetin a téla jsou pouze dvé a predpoklada se, ze vzhledem k vyrazné
tmavému zbarveni téla jiz neni rozdil v téchto barvach. Stiedni zbarveni koncetin bylo

pozorovano ve 33,3 % piipadi a zbarveni mensi zastoupené v 10,4 % piipadi.

Tabulka 25 Mira zbarveni konéetin

Mira zbarveni koncCetin Pocet jedinct %
Ne 5 5,2

Velmi mélo 8 8,3

Malo 10 10,4

Stredné 32 33,3

Velmi 39 40,6

Nelze vidét 2 2,1

> 96 100
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Intenzita zbarveni koncetin je uvedena v tabulce ¢. 26. V barve téla a svétlejsi
byly, ve vétSin¢ piipadl, koncetiny ryzek. Velké mnozstvi klisen (68,8 %) mélo

koncetiny vyrazn¢ zbarvené a dalSich 19,8 % tmavéji zbarvené nez télo.

Tabulka 26 Intenzita zbarveni kondetin

Intenzita zbarveni koncetin Pocet jedinci %
Svétlejsi nez télo 1 1
Barva téla 10 10,4
Tmavsi nez télo 19 19,8
Vyrazné tmavsi nez télo 66 68,8
> 96 100

5.7 SOUVISLOST GENOTYPU DUN A INTENZITY
PRIMITIVNICH ZNAKU
VSechny kategorie primitivnich znakd byly hodnoceny na souboru 96 klisen

otestovanych také pro gen TBXS.

5.7.1 PRIMITIVNI ZNAKY
Z analyzy téchto dat vychazi vysoka prikaznost (P =0,0001) a zaroven Crameriv
koeficient udava stiedné silnou zavislost mezi daty (V =0,3674).

Nevyskytujici se primitivni znaky byly nejéastéjsi u genotypu d*d? (11,5 %) a
d?d? (6,25 %) z celkového poctu 24 % klisen. Pripady, které nebylo mozné identifikovat
byly zastoupeny z21% a ztoho 12,5% ve spojitosti s genotypem did* a 7,3 %
s genotypem d?d?. Slaby projev znakti byl korelovan ke genotypu d'd? (11,5 %), Dd*
(8,3%) a Dd? (7,3 %) z 33,3 % klisen stimto projevem. Stiedné silny projev byl u
12,5 % klisen zejména o genotypu Dd? (5,2 %). Vztah mezi silnymi znaky a genotypem
Dd! (3,1 %) a Dd? (3,1 %) ze 7,3 % piipadf. V souvislosti s alelou D byly primitivni
znaky vzdy vidét, naopak zejména genotyp dd? je asto spojovan s neidentifikovanymi

a nevyskytujicimi se znaky.
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5.7.2 UHORI PRUH
Hladina prikaznosti byla u tohoto znaku opét vysoka spolu v kombinaci s koeficientem
V =0,4503 se jednalo o stfedné silnou zavislost zkoumanych veli¢in.

Z kontingenc¢ni tabulky vySly tyto vztahy. Pokud se v genotypu vyskytovala
alespon jedna alela D byl v zavazné vétsing piipadii spojen s vyskytem tmavého uhotiho
pruhu Dd! (15,6 %) a Dd? (14,6 %). Genotyp d?d? je zejména spojen s fenotypem bez
tihotiho pruhu (4,2 %) a kde neni thoii pruh vidét (6,25 %). U genotypu d'd? je opét
ptipad, kdy neni thofi pruh vidét (10,4 %), kdy je jen malo znatelny (11,5 %) a pouze
tmavsi zbarveni v oblasti thotiho pruhu (4,2 %). Tmavy thofi pruh se vyskytoval
v5,2% u genotypu d'dl. Z toho miizeme vyvodit uréitou zavislost mezi alelou d* a
vyskytem primitivnich znak i bez pfitomnosti alely D. Zarovei alela d? neprojevuje
vy$§i miru vztahu s primitivnimi znaky. Tento zavér uvadi také IMSLAND et al. (2016),
ktera ale alelu d? nepropojuje s primitivnimi znaky viibec. Uvadi popis kong, ktery je
genotypové E-aad'd® jako vranika s primitivnimi znaky, koné E-aad?d? jako vranika

bez primitivnich znakl a kon¢ E-aaD- Sedého plavaka.

5.7.3 ZEBROVANI KONCETIN
Tento znak byl vysoce prikazny (P <0,0001) s hodnotou Cramerova koeficientu
V =0,3721, coz znaci stiedné silnou zavislost mezi daty.

Genotyp d'd! s celkovym vyskytem 8,4 % byl nejcast&ji spojovan s variantou
bez vyskytu zebrovani (4,2 %). Casty genotyp d*d? (35,8 %) byl v 17,9 % spojovan
S nepfitomnosti a v 15,6 % s pfipadem, kdy tento znak nebylo mozné urcit vzhledem
k tmavé barvé klisny. Genotypy obsahujici dominantni alelu D byly ¢astéji spojovany
s vyskytem tohoto znaku. Genotyp Dd' celkové 19 %, a nejcast&ji v 6,3 % se slabym
a ve stejném procentu piipadii s nevyskytujicim se zebrovanim. Genotyp Dd? celkové
20 % piipadu a z toho 6,3 % se stfedné silnym, 5,3 % slabym a 5,3 % bez ptitomnosti
zebrovani koncetin. Zebrovani se vyskytuje prevazné v souvislosti s dominantni

alelou D.
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5.7.4 OSLi KRiZ
Data tohoto znaku byla prikazna (P = 0,0379) s hodnotou V = 0,3629, tedy opét stiedni
zavislost mezi daty proménnymi.

U tohoto znaku je také vidét urcita souvislost mezi alelami a intenzitou projevu
znaku. Obecné lze fici, Ze dominantni alela D je spojovana s vyskytem osliho ktize,
alela d* a d? se vyskytuje spiSe v souvislosti s nepiitomnosti osliho kfize, nebo
piipadem, kdy nelze identifikovat, zda ho ki nese ¢ ne. Genotyp d?d? je spojen
v 7,3 % ptipadi s fenotypem bez osliho kiize a v 6,3 % s neidentifikovanym fenotypem.
Genotyp d*d? v 11,5 % piipadii je spojovan s neidentifikovanym fenotypem, v 10,4 %
s nevyskytujicim se znakem a shodn¢ po 4,2 % mensi a sttedni svétly osli kiiz. Genotyp
d'd' s 4,2 % u tmavého stiedng velkého osliho kiize. Nakonec genotyp Dd! s 11,4 %
vyskytem s tmavym znakem, v 5,2 % ptipadi bez znaku a genotyp Dd? vétSinou se

znakem a v 4,2 % piipadi bez znaku.

5.7.5 ZIHANT HRIVY A OCASU

Zihani hifvy a ocasu neni tak asto popisovany primitivni znak. U nékterych plavakd ho
ale mizeme pozorovat v dobré intenzité. Analyza vyhodnotila vysokou prikaznost
(P =0,0014) a Crameruv koeficient (V = 0,3390), stiedné silna zavislost.

Znak vykazuje ur¢itou souvislost mezi genotypem v genu Dun a intenzitou a
mirou Zihani. Zejména genotypy s dominantni alelou D jsou spojovany s vyskytem
7ihani v hiivé a ocasu. Genotyp Dd! ma v 10,4 % Zihany ocas i hiivu, genotyp Dd? bez
7ihani (8,3 %) a s zihdnim ocasu i hiivy (5,2 %). Genotyp dd! byl v 7,3 % pripadt bez
7ihani. Genotypy d'd? a d?d? jsou spojeny zejména s fenotypem bez Zihani 25 % a
10,4 % po tadé.

5.7.6 MIRA A INTENZITA ZBARVENI KONCETIN

Tyto znaky byly neprikazné, a to shodnotami P =0,4460 pro miru zbarveni a
P =0,9406 pro intenzitu zbarveni. Hodnoty poukazuji na to, ze velka ¢ast variability
neni statistikou vysvétlena. Mira a intenzita zbarveni koncetin tedy pravdépodobné

nema s genotypem v genu Dun Zadnou souvislost.
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5.8 SOUVISLOST GENOTYPU MCIR, ASIP SE ZBARVENIM
KONCETIN

Na zéklad¢ predeslych negativnich testl, zda je v souvislosti mira a intenzita zbarveni
koncetin s genotypem v genu Dun. Coz se dalo ocekavat, jelikoz tyto proménné nepatii
do skupiny primitivnich znakti. Jsme dale otestovali vazbu toho znaku ke genotyptim
v genech MC1R a ASIP. Bylo vychazeno z RIEDER et al. (2001), ktery spojil varianty
genotypu s odstiny hnédé. Genotyp Ee byl spojovan se svétleji zbarvenymi a genotyp
EE s tmavéji zbarvenymi konmi (P < 0,01). U genu ASIP tento trend v ramci porovnani

genotypil AA a Aa neprokézal.

5.8.1 MiRA ZBARVENI KONCETIN

Souvislost s genem Dun nebyla prokazana, avsak ve spojitosti s geny MC1R a ASIP jiz
vychazi vysoce statisticka prikaznost (P < 0,0001) a CramerGv koeficient s hodnotou
0,5285, coz je stiedné silna zavislost pozorovanych dat.

Genotypy zalozené na heterozygotovi Aa, vyjma kombinace s recesivnim
homozygotem ee, vykazuji vy$§i miru zbarveni koncetin, a to ve varianté stiedné a
hodn¢ zbarvenych koncetin. Genotyp AaEE je v souvislosti s 12,5 % hodné zbarvenymi
a 4,2 % sttedné zbarvenymi konc¢etinami. Genotyp AaEe pak s 10,4 % hodné a s 8,3 %
sttedn¢ zbarvenymi koncetinami. Genotypy s dominantnim homozygotem AA maji
tendenci spiSe ke stfedné, velmi malo a Céastecné 1 hodné zbarvenym koncetinam.
Genotyp AAEE je vsouvislosti $5,2% stfedné a s4,2% hodné zbarvenymi
konCetinami a genotyp AAEe odpovidd s8,3% stfedné¢ a s5,2% velmi malo
zbarvenymi konéetinami. Ryzky, tedy genotyp Aaee a AAee, m¢ly ve vSech pripadech
koncetiny tmavé nezbarvené. Vranky prokazovaly stfedné a hodn€ zbarvené koncetiny a
ty s genotypem Ee navic Castéji nemély identifikovatelnou miru zbarveni vzhledem
K tmavé barvé téla. Genotyp aaEE je ve spojitosti s 8,3 % hodné a s 4,2 % stiedné

zbarvenymi koncetinami.
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5.8.2 INTENZITA ZBARVENI KONCETIN
Intenzita zbarveni byla také testovana a vyhodnocena jako vysoce prukazna
(P < 0,0001) s koeficientem V = 0,5163.

Intenzita zbarveni byla nejvice zastoupena variantou vyraznych a tmavéji

zbarvenych koncetin. Kromé ryzek, které mély koncetiny barvy téla nebo svétlejsi.
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6 ZAVER
Vzorek 118 testovanych klisen je, jednoduse feceno, Gtvrtina celkové populace v CR a
v ramci GZ, se jednd o vyraznou vétSinu jedinct. Vysledky jsou tedy pomérné dobie a
a ASIP a v ramci tohoto vybéru pak 96 klisen i pro gen TBX3.

Geneticka analyza prokazala rovnovazny stav u vSech alel (HW pro ASIP
P =0,0,9360; pro MC1R P =0,1661 a pro TBX3 P =0,4434). Frekvence alel byla
nasledujici, fazeno sestupné: E (0,6780), A (0,5254), a (0,4746), d® (0,4323), d*
(0,3542), e (0,3220) a D (0,2135). Nejéastéjsim genotypem byl AaEed'd? a AaEEd*d?.
V populaci byly velmi malo, nebo zcela chybély genotypy na zakladé recesivnich

homozygoth v zakladnich genech, také jsme neidentifikovali zddného AaEedd?.

Analyza zavislosti mezi genem dun a primitivnimi znaky potvrdila tvrzeni
jinych autord, ze alela D je vzdy spojovana s vyskytem primitivnich znakt, avSak
primitivni znaky se vyskytuji i bez alely D v souvislosti s alelou d*. Genotyp d?d? je pro
zménu Casto spojovan s fenotypem bez primitivnich znakt nebo u kterého nelze urcit,
zda jedinec tyto znaky nese nebo ne. 25 % klisen bylo bez primitivnich znakd (vyjma
uhotiho pruhu, ten se neobjevil v 6,3 % piipadl). Tento fenomén nevyskytujicich se
primitivnich znaka by se mél dala analyzovat, aby bylo jisté, zda nedochazi ke ztraté
téchto charakteristickych znakt. Zatim vsak stale 53,1 % klisen znaky nese a ve 21,9 %
piipadii jsme nebyli schopni identifikovat, zda jsou primitivni znaky pfitomny ¢i ne.

V ramci analyzované populace neni prikazny rozdil v barevné frekvenci mezi
liniemi, lze tedy suréitou nadsazkou fici, ze je zde uniformita v ramci tradi¢nich
ceskych linii (goral, gurgul a ouSor).

Porovndnim uréenych zbarveni v PP a zbarveni detekované v ramci genetické
analyzy jsme zjistili, Ze ackoli data globalné¢ odpovidaji a neni mezi nimi prikazny
rozdil, pfi detailnéjsi analyze nalezneme vyrazné pochybeni v ur€eni zejména plavek a
vranek. Plavky jsou ve velké mife popisovany jako hnédky a vranky jako tmavé
hnédky, ¢erné hnédky a tmavé Sedé plavky. Tento rozdil je aZ do takové miry, ze dle
puvodovych dat byl nas vzorek ze 70,8 % slozen z hnédych klisen a z genotypu
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uréenych zbarveni pak jiz jen z 42,7 %. Podobna situace je i u vranek, kdy dle PP jich je
2,1 % a dle genotypu 12,5 %.

V ramci prevence bych doporucovala brat na védomi, ze vranky a plavky jsou
V populaci pomérné¢ bézné a je tak velka pravdépodobnost, ze popisovany jedinec, u
kterého si nejsme jisti zbarvenim, bude pravé tento piipad. Obecné Ize fici, Ze jakmile u
popisovaného jedince nejsme schopni rozeznat primitivni znaky, zejména uhoti pruh,
koncCetiny jsou také vyrazné zbarvené, a presto vykazuje svétlejsi odstin ¢erné, nez jsme

zvykli u jinych plemen, bude to pravdépodobné vranik.

Vysledky genetické analyzy a odvozeni spravného zbarveni bude nabidnuto
ACHHK z.s. jako moznost upfesnéni zbarveni u chybné popsanych klisen. Pti dalsim
postupu bych doporucovala zaméfit se na problematicka zbarveni a naptiklad pomoci
spektrofotometrie provést méfeni a pokusit se detailnéji urcit hranicni odstiny a omezit
tak chybovost pii popisu huculii. Samoziejmé by problematiku také ulehcily genetické
analyzy, nejsem si vSak jista, zda by to bylo finan¢né realné, stejnou obavu vyslovil i
PAWELEC et al., (2014). Plosné genotypovani by také mohlo mit za nasledek snahu
chovatelli vybirat jimi preferované plemeniky v rdmci zbarveni a genotypu, tak aby
zvysili Sanci na hiibé chténého zbarveni. Tim by se zvySovala hrozba nerespektovani

piibuznosti a diverzity populace.

Doporucuji frekvenci zbarveni a alel dale sledovat a mit tak k dispozici dalsi
faktor urcCujici zmény v populaci. Pfipadné¢ na zakladé dalSich dat zkompletovat

metodiku urCovani zbarveni specidln¢€ pro huculské plemeno.
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10 PRILOHY

Priloha 1

Chybn¢ uréené klisny a jejich genotypy

Barva dle PP Barva dle genotypu genotyp
tmava plavka vranka aaEed'd!
tmavé $eda plavka vranka aaEed'd?
¢erna hnédka vranka aaEEd'd!
gerna hnédka vranka aaEed'd?
¢erna hnédka vranka aaEEd'd?
¢erna hnédka vranka aaEEd?d?
¢erna hnédka vranka aaEEd?d?
tmava hnédka vranka aaEed'd?
tmava hnédka vranka aaEEd'd?
erna ryzka vranka aaEed'd?
tmava plavka hnédka AaEed?d?
svétla hnédka plavka AAEEDD
svétla hnédka plavka AAEeDd?
svétla hnédka plavka AAEeDd?
hnédka plavka AaEeDd*
hnédka plavka AAEeDd!
hnédka plavka AaEeDd!
hnédka plavka AAEeDd!
hnédka plavka AaEeDd!
hnédka plavka AAEeDd!
hnédka plavka AaEEDd!
hnédka plavka AaEeDd*
hnédka plavka AAEEDd?
hnédka plavka AaEEDd?
hnédka plavka AAEeDd?
hnédka plavka AaEeDd?
hnédka plavka AaEeDd?
hnédka plavka AaEeDd?
hnédka plavka AaEeDd?
tmava hnédka plavka AaEEDd!
tmavéa hnédka plavka AaEeDd?
¢erna hnédka Seda plavka aaEEDd?
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