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Analyza mikrosatelitni DNA fretky (Mustella putorius
furo)

Souhrn

Ve spolupraci s chovateli byly odebrany vzorky bukalnich bun¢k pro izolaci celkové
DNA. Odebrany byly v letech 2018-2019 na vystvach, v utulku a u soukromych chovatelt.
Dale byla DNA izolovana pomoci kitu (kit Qiagen) pro extrakci zivocisné DNA. Vzorky DNA
byly kvantifikovany, nafedény na standardni koncentraci (5 pg/ml) a otestovany pomoci panelu
vybranych mikrosatelitnich markerti (celkem 7) podle studie Ernest et al. (2012) metodou
mutiplex PCR. Tento panel byl nejprve optimalizovan pro laboratorni vybaveni Katedry
genetiky a slechténi. Polymorfismy byly zpracovany v programu GeneMapper 4.1 (Applied
Biosystem). Data byla roztfidéna podle kategorii celkova populace (cely soubor vzorki),
pohlavi, region (pivod) a fenotypy. Kategorizovand data byla analyzovana programem
GenALEx pomoci popisnych charakteristik. Program hodnotil nasledujici parametry: frekvenci
a distribuci alel, zakladni popisné charakteristiky (pocet alel, efektivni velikost populace,
Shannontiv index, pozorovana heterozygotnost, oc¢ekavana heterozygotnost a fixacni index),
Hardy-Weinbergovu rovnovahu, heterozygotnost, genotypovou vzdalenost, souhrny
ptibuznosti paru (Ritland (1996), Queller and Goodnight (1989), analyzu molekularni variace
(AMOVA) a genetickou vzdalenost mezi fenotypy (na zakladé Neiovy genetické distance).
Data byla také analyzovana programem DARwin, ktery vytvofil fylogeneticky strom testované
populace. Na zakladé vysledka téchto analyz byly vyvozeny zavéry o variabilité mikrosatelitni
DNA populace chovanych fretek. Na zéklad¢ téchto analyz bylo zjisténo, Ze populace fretek
v Ceské republice vykazuje dobrou trove variability. Jeji zdroje jsou hlavné tuzemské chovy.
Zaharni¢ni chovatelskd spoluprace by jisté pfispé€la k zvySeni variability u fenotypti DEW,
panda a skoticovy. Populace ceskych tchotovitych a ¢ernotchofovitych fretek ma vysokou
variabilitu a nevykazuje zadné vyznamné odchylky, tudiz maji nizs$i riziko inbreedingu a
pfenosu dédi¢nych chorob.

Klicova slova: Fretka; mikrostelitni markery; polymerazova fetézova reakce, variabilita

populaci



Analysis of microsatellite DNA of the ferret (Mustella
putorius furo)

Summary

In cooperation with breeders samples of buccal cells were taken to isolate total DNA.
They were taken in the years 2018-2019 at the stands, in the shelter and at private breeders.
Next, DNA was isolated using a Qiagen kit for animal DNA extraction. DNA samples were
quantified, diluted to a standard concentration (5 /g / ml) and tested using a panel of selected
microsatellite markers (7 in total) according to the study by Ernest et al. (2012) by mutiplex
PCR. This panel was first optimized for laboratory equipment of the Department of Genetics
and Breeding. Polymorphisms were processed by population analysis in GeneMapper 4.1
(Applied Biosystem). Data were categorized by total population (whole set of samples), sex,
region (origin) and phenotypes. Categorized data were analyzed by GenALEX using descriptive
characteristics. The program evaluated the following analyzes: allele frequency and
distribution, basic descriptive characteristics (number of alleles, effective population size,
Shannon index, observed heterozygosity, expected heterozygosity and fixation index), Hardy-
Weinberg equilibrium, heterozygosity, genotypic distance, Ritland summaries ( 1996), Queller
and Goodnight summaries (1989), molecular variation analysis (AMOVA) and genetic distance
between phenotypes (based on Nei genetic distance), and the data were analyzed by DARwin,
which created a phylogenetic tree of the test population. Based on the results of these analyzes,
conclusions were drawn about the variability of microsatellite DNA in the population of reared
ferrets. Based on these analyzes, it was found that the population of ferrets in the Czech
Republic shows a good level of variability. Its sources are mainly domestic breeds. Coarse
breeding cooperation would certainly contribute to increasing variability in the DEW, panda
and cinnamon phenotypes. The population of Czech sable and black sable ferret has a high
variability and does not show any significant deviations, therefore they have a lower risk of
imbreeding and transmission of hereditary diseases.

Keywords: Ferret; microstelite markers; polymerase chain reaction, population variability
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1 Uvod

Chov fretek v Ceské republice pedstavuje z molekularné-genetického hlediska malo
prozkoumanou oblast. V tomto dusledku je zde neznama variabilita, moznost inbreedingu
a prenosu dédi¢nych chorob. Nekteré fenotypy chovanych fretek jsou spojeny se zdravotnimi
problémy. V ceskych chovech by méla dle informaci uvadénych Svazem chovatelt feretk
probihat revitalizace domestikovanych fretek tchofem evropskym, z divodu zvySovani
variability. Diplomova prace tedy zkouma formou experimentu variabilitu mikrosatelitni
DNA fretek (Mustella putorius furo), podle které je dale hodnocena variabilita chovi v
souvislosti s pohlavim, piavodem a ur¢itym fenotypem.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Védeckou hypotézou diplomové prace je, ze analyza mikrosatelitni DNA poskytne
informaci o rozsahu variability populace fretek chovanych v Ceské republice.

Cilem prace je ziskat vzorky DNA zastupcu fretky fretek (Mustella putorius furo)
chovanych v Ceské republice, optimalizovat panel vybranych mikrosatelitnich markert
specifickych pro tento druh a oziejmit rozsah genetické variability v mistnich pomérech
chovu této Selmy.
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3 Literarni reSerze

3.1 Fretka (Mustella putorius furo) — obecné informace

3.1.1 Molekularni taxonomie a fylogeneze

Fretka (Mustela putorius furo, Linnaeus, 1758) je Selma (Carnivora, Bowdich,
1821) patiici do starobylé Celedi lasicovitych (Mustelidae, Fischer, 1817), ktefi se
pravdépodobné datuji do doby eocénu asi pied 40ti miliony let. Do této Celedi, uznané
Corbetem a Hillem, patii 67 druhti ze severni, stfedni a jizni Ameriky, Euroasie a Afriky
(Fox, 2014).. Anglicky vyraz ferret (fretka) je odvozeno z latinského furonem a z
italského furone, coz znamena zlodgj. Dalsi nazev putorius je z latinského putor
znamenajici zépach, ktery se vztahuje na pizmovy zapach fretek (Thompson, 1951).

Tchot evropsky (tmavy, Mustela putorius, Linnaeus 1758) a stepni (Mustela
eversmanii, Lesson 1827) byli puvodné fazeni jako jeden druh. V soucasnosti je tchof
tmavy povazovan za samostatny druh, blizce pifibuzny tchofi stepnimu a norku
evropskému (Mustela lutreola, Linnaeus, 1761) (Michaux et al., 2005). Geneticka data
naznacuji, ze k oddé€leni téchto téi druhd tzv. putorius group (Mustela putorius, lutreola
a eversmanni) pravdépodobné doslo v nedavné minulosti, nebo ze speciace téchto druhti
dosud probihd (Hosoda et al., 2000). Zatim se nepodafilo fylogenetickymi metodami
vyfesit vztahy mezi druhy (Davison et al., 1999). M. putorius a M. eversmannii se mezi
sebou kiizi, a tim se genofondy jejich druhu piekryvaji (Blandford, 1987).

3.1.1.1 Fylogenetické vztahy mezi tchofi a fretkami

Podle genetickych testa v 70. letech bylo prokazano, ze predek fretky je tchof
tmavy. Sdileji stejny pocet chromozomu (2n = 40), zatimco tchot stepni mé pouze 38
chromozomu. | kdyz fretka vznikla z tchofe tmavého, pii jejim kiizeni S tchofem
stepnim dokaze produkovat plodné potomstvo (Grafodatskij et al., 1976).

Davison et al. (1999) uvadi, Ze po introdukci domestikovanych fretek do Velké
Britanie mnoho jedinct tohoto druhu bud’ uteklo na svobodu, nebo bylo vypusténo
svymi chovateli do mistni volné ptirody. Populace tchoti klesla béhem 1. svétové valky.
K objasnéni, zda soucasna expandujici populace tchote je ptevazné hybridniho ptivodu
a charakterizaci genetické rozmanitosti tchofe v Britanii bylo pouzito sekvenovani
oblasti cytochromu B za pouziti primertt L14771 a H15149. Pro kontrolu pouzili usek
D-smycky. Objevili pouze dva typy cytochromu B, které se li§i na bazi ptechodu
substituce na tfeti pozici kodonu. Tyto haplotypy jsou ozna¢ovany jako ,,Welsh polecat"
(WP) u divokych tchoit a ,,domestic ferret" (F) u domacich fretek. WP haplotyp byl
omezen na oblast Walesu, zapadni a sttedni Anglie, zatimco F haplotyp byl nalezen v
pevninské ¢asti Anglie, Walesu a Skotska a také na ostrovech (Benbecula, Shetland,
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Man). Sekvence cytochromu B druhého haplotypu F byla totozné se dvéma fretkami v
databazi Genbank. Tyto dva haplotypy cytochromu B odpovidaly dvéma odlisnym D-
smyckam. Haplotyp F byl také nalezen ve fenotypu slovinského tchofe.

3.1.2 Karyotyp

Fretka ma 20 pard chromozomu, a to 19 part autozému a 1 par gonozomu (X a
Y)

Frykman (1972) a Omodeo a Renzani (1966) uvadéji, ze chromozémy fretky
jsou rozdéleny do Ctyt skupin stejné, jako tomu je i u jinych savcl (obrazek 1). Skupiny
jsou nazyvany dle lokace centromery na chromozdémech. Ve skupiné m (metacentrické)
je pét parti autozému a gonozémy X a Y. VSechny jsou rozeznatelné podle poméru délky
jejich ramen. Ve skupiné sm (submetacentrické) je umisténo také pét part autozoémi.
Skupinu st (subtelocentrickou) tvofi ¢tyfi pary autozomu. Skupina t (telocentrickd)
obsahuje pét para autozoémil.

L
5
4
3 '
2 ' I |
| : I
oJ
1 b 4 1 2 3 4 S 1 2 3 a4 | 2 3 a4 S
sm st 1 4

A

U]

1

ol

2 3 x 4 S
m

Obrazek 1. Idiogram — rozdéleni chromozému do skupin m, sm, st at. V kazdé z
nich jsou jednotlivé chromozomy ¢islovany v potradi podle klesajici délky (Zdroj:
Frykman, 1972).
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3.1.3 Reprodukce

Domestikované fretky jsou sezoné polyestrické (Hrapkiewicz a Medina, 2006).
Pohlavni cyklus ovliviiuji stfidajici se periody dlouhych a kratkych dnti. Ob¢ pohlavi
jsou nejplodnéjsi, kdyz se dny zacinaji prodluzovat (Lindeberg, 2008). Pro zvySeni
uspesnosti zabteznuti samice se doporucuje, aby se umistily se samcem do spole¢ného
kotce jiz deset dni pted zacatkem fije. Po ukonceni fije opoustéji kotec po 48 hodinach
spole¢né. Pohlavni dimorfismus je vyrazny, samci jsou vétsi a mohutnéjs$i nez samice
(Purcell a Brown, 1999).

Fretky jsou plodné s evropskymi tchofi, coz potvrzuje blizky geneticky vztah.
Divoké evropské fretky (tchoti) v§ak obvykle mivaji pouze jedno mlad¢, kdezto fretky
domestikované maji dvé a vice mlad’at ro¢né. Také F1 generace z divokych tchofil a
domacich fretek ma plodné potomstvo. Stepni tchofi se mohou téz kiizit s tchofem
¢ernonohym (Mustela nigripes). Samice fretek a samci hranostaji (Mustela erminae,
Linnaeus, 1758) také mohou vyprodukovat Zivotaschopné potomky (Williams et al.,
1996).

3.1.3.1 Reprodukce samic

Reprodukce je téz zavisla na datu narozeni, protoze pohlavni dospélost u samic
muze nastat i v 6 mésicich. Béznéjsi je nastup fije v 8.—10. mésici (obvykle prvni jaro
od jejich narozeni (Purcell a Brown, 1999). Rije probih4 vétsinou od biezna do srpna.
K ovulaci dochazi 30-36 hodin po kopulaci (Hrapkiewicz a Medina, 2006). Zacatek fije
muze byt urychlen a sezona prodlouZena pomoci umélého svételného reZzimu a
zvySenim teploty, a to az o 3 - 5 dni (Skoupd, 1998). Pohlavni aktivita miiZze byt
prodlouzena, pokud je fotoperiodicky cyklus 16 hodin denné - svétlo a 8 hodin tma. S
prodluzujici se délkou dne nastupuje fije. Mezi ptiznaky patii otekla vulva (dosahuje
maximalni velikosti 30. den od objeveni ptiznakl), vytok z vulvy a ochota k pateni.
Vulva by méla dosahovat velikosti liskového ofechu (Svoboda, 1998). Priimérné se
prvni fije v roce objevuje okolo 20. 3. a proestalni faze se objevuje cca od 15. 2. do 15.
3. Trva ptiblizn€ 2-3 tydny a je charakterizovana rostoucim podilem epitelialnich buniek
a zvétSenim vulvy (Skoupd, 1998).

Pti kopulaci se zvySuje hladina lutheinizacniho hormonu (LH), ktery je
zodpovédny za dozravani vaji¢ek a dochazi k provokované ovulaci. Oocyty se do
vejcovodu uvolni ptiblizné za 30 - 40 hodin. Otok vulvy by se m¢l zacit zmenSovat po
2-3 dnech. Pokud otok nemizi, méla by byt samice znovu piipusténa. Kdyz nedojde k
oplozeni, nasleduje vétsinou fale$na biezost (Svoboda, 1998).

Délka brezosti u domestikovanych fretek dosahuje primérné 41 dni (39-42 dni).

Porod probiha obvykle v noci. Pozadovana porodni poloha je podélna predni. Jestlize
se u samice neprojevuji znamky pokrocilejsi biezosti poté, co u ni byla indikovana,
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jedna se o faleSnou brezost, ktera trva 40-42 dni (Hrapkiewicz a Medina, 2006). Samice
rodi primérné 8 mlad’at (1-18 mlad’at) o vaze 6-12 gramt. Jsou slepa, hluchd a maji
tidkou bilou srst (Lindeberg, 2008). Samice vychovava mlad’ata sama. Potravu zacinaji
piijimat od 21. dne veéku, kdyZ poprvé oteviou o€i. Odstav probihd mezi 6. — 8. tydnem
zivota (Hrapkiewicz a Medina, 2006).

3.1.3.2 Reprodukce samct

Samci dosahuji puberty v 9 mésicich zivota (Purcell a Brown, 1999). Béhem fije jsou
samci neklidni, maji zvySenou pohybovou aktivitu a znackuj. Samci, na rozdil od samic, jsou
schopni se pafit po celou dobu fije (Purcell a Brown, 1999). Spermatogenni aktivita samct
probiha od prosince do ¢ervna (Lindeberg, 2008).

3.1.3.3 Kastrace

V klinické praxi se vyuziva chemicka kastrace piipravkem Suprelorin (implantat).
Pouziva se u psu a fretek (zdravych, nekastrovanych a pohlavné dospélych) k vyvolani
docasné neplodnosti. Implantat se zavadi podkozné (injekcné€) do volné kiize na hibeté mezi
lopatky a pomalu nepietrzité uvolnuje nizkou davku deslorelinu. Samci fretek se vyznacuji
silnym pizmovym zapachem. Chirurgicka gonadektomie byla rutinné provadéna v klinické
praxi, aby se snizil tento typicky zapach a inhibovalo se agresivni chovani. Nevyhodou je, ze
casn¢ chirurgické kastrace zvySuji vyskyt onemocnéni nadledvin (druhové specificky
neoplasticky stav) a prostatické hyperplazie samci (Bo et al., 2019). Uginek piipravku
Suprelorin se dostavi pfiblizné po 5 az 14 tydnech. 9,4mg implantatu ¢inkuje po dobu 16
mésict, poté mize byt v piipadd potieby implantit opétovné zaveden. Uginna latka v
ptipravku Suprelorin (deslorelin) pusobi jako pfirozeny gonadotropin uvoliujici hormon
(GnRH), ktery tidi vylu¢ovani dalSich hormoni ovliviiujicich plodnost. Tim dojde k potlaceni
(blokaci) tvorby folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) a luteinizaéniho hormonu (LH). V
disledku toho cirkuluje v krvi fretek méné testosteronu, prestava se vytvaret sperma a snizuje
se jejich libido. Pokud se samec 1é€eny piipravkem Suprelorin spafi s fijnou samici, bude
pravdépodobnost bfezosti samice extrémné nizkd. V misté¢ implantatu se mize pirechodné
objevit mirny otok, svédéni nebo zarudnuti (van Zeeland et al., 2014).

U negonadektomizovanych samic hraje chronicka stimulace nadledvinek
luteinizatnim hormonem klicovou roli v patogenezi adrenokortikalnich nadora.
Gonadotropni hormon (GnRH) vyvolava sekreci folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) a
luteiniza¢niho hormonu (LH) z pfedni hypofyzy. FSH a LH stimuluji gonady k syntéze a
sekreci hormont (estrogentl), které negativni zpétnou vazbou reguluji pulzativni uvoliiovani
GnRH a nasledné i LH a FSH. U gonadektomizovanych fretek vSak chronicka stimulace
adrenalnich receptorti, které nejsou regulovany gonadotropiny (zejména LH), vede k
hyperplastické reakci a k neoplastickému vyvoji nadledvin. Jejich adrenalni Zlazy vylucuji
abnormalni mnozstvi pohlavnich hormont (estradiol, 17- hydroxyprogesteron a
androstendion), coz zptsobuje alopecii, svédéni, kozni atrofii, agresivni chovani, hubnuti,
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letargii a vulvarni otoky (Schoemaker et al. 2000, Bo et al., 2019). Chemicka kastrace samic
se téz provadi piipravkem Suprelorin, ktery zastavuje fiji a funguje zhruba 10-40 mésica.
Fretku lze opétovné zaradit do chovu, pokud bude implantat chirurgicky vyjmut, nebo po
ukonceni ptsobeni Suprelorinu.Wagner et al. (2009) uvadi, Ze u vétsSiny nekastrovanych fretek
dochazi opakované Kk problémim s fiji. Samice zlstavaji v tiji tak dlouho, dokud nedojde
k pafeni se samcem. Pro fretku je nebezpecné, pokud je v iji déle nez 4 tydny. Béhém fije se
zvysuje hladina estrogent v krvi, kterd po delsi dob¢ zptisobuje utlum kostni dfen€, coz ma
za nasledek chudokrevnost a snizenou imunitu. Kastrované samice se dozivaji vyssiho véku.
U samcu fretek se silnym pizmovym zapachem byla chirurgicka gonadektomie rutinné
provadéna v klinické praxi, aby se snizil tento typicky zépach a inhibovalo se agresivni
chovani. Nevyhodou je, Ze ¢asn¢ chirurgické kastrace zvysuji vyskyt onemocnéni nadledvin
(druhové specificky neoplasticky stav) a prostatické hyperplazie samcti (Bo et al., 2019).

3.2 Fenotypové varianty

Lewington (2007) uvadi, ze neexistuji zadna specifickd plemena fretek, ale barevné
standardy a razy existuji. Chovatelsky standard, vytvofen americkym svazem chovatelt
feretek (The American Ferret Association, Inc., AFA), je sméfovan na podporu chovu
zdravych fretek odpovidajicich stavbou téla pivodnimu uréeni fretek (ferreting).
Odchylky téchto standardi jsou zavadné, stejné jako upeviiovani znaku, které se bézné
u fretek nevyskytuji, napfiklad neuznavaji angorskou variantu. Jedinci tohoto typu
se na vystavach neumist'uji dobte kviili slabé télesné stavbé, tudiz AFA odmitd angory uznat
z divodu zdravotnich disledka pieslechténi, jako je nizka hustota kosti, tendence ke kostnim
nadortim, slaba stavba téla a kratkovékost (okolo tti let). AFA uznala nasledujici standardy
pro ucely vystavy a chovu (standardy jsou téZ uvedeny na internetovych strankach Spolku
chovateli fretek pro Ceskou republiku) (SCHF, 2015 a AFA, 2020).

3.2.1 Barevné standardy

1. Albin (albino) — Kryci srst a podsada je bila az krémova. Bez masky. Barva o¢i je
pouze Cervend a Cenich je vzdy razovy (obrazek 3A).

2. Tmavooky bily (Dark Eyed White, DEW) - Kryci srst a podsada je bila az krémova.
Maska chybi. O¢i jsou karminové Cervené a ¢enich riizovy (obrazek 2B).

3. Sampaiiské (champagne) — Kryci srst je Zlutohnéda az bézova. Podsada je bila az
krémova. Maska ma tvar "bandity", "V", nebo mize byt neuplnd. O¢i jsou tmave
Servené (miizou byt i svétlejsi). Cenich je béZovy, rizovy, nebo se svétle hnddym
obrysem "T" (obrazek 2C). Je-li champagne gen (cp) ovlivnén genem B, vysledek bude
"kouroveé Sampanské” zbarveni. Je-1i ovlivnén recesivni alelou b, vysledkem bude vice
zlaté Sampanské nebo "topasoveé Sampanské"” zbarveni (Grabolus at al., 2019).

4. Skoticovy (cinamon) — Kryci srst je svétle cervenohnéda. Podsada je zlata (i svétlejsi
je ptijatelnd). Maska mtze mit rozdilnou barvu, nebo odstin. O¢i jsou tmavé Cervené
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(mtizou byt i svétlejsi). Cenich je zadouci cihlové oranzovy, béZovy nebo se svétle
hnédym ¢i cihlové oranzovym obrysem "T" (obrazek 2D).

5. Cokoladovy (chocolate) - zbarveni je totozné jako tchorovité, ale pesiky nejsou
¢erné. Kryci srst je mlécno-Cokoladoveé hnéda. Podsada je svétla, zadana je bila, ale
jemng¢ nazlatla je akceptovatelna. Maska muze mit rozdilnou barvu (obrazek 2E).

6. Tchorovity (sable) — Zakladni zbarveni domestikované fretky. Znaky a maska se
podobaji pivodni form¢ nedomestikovaného tchote tmavého, neboli evropského. Kryci
srst je tmaveé hnéda az Cernd. Podsada je svétla az bézova, nebo krémova a neméla by
byt zluta. Maska je nejcastéji ve tvaru "bandity" a miize mit rozdilnou barvu nebo odstin.
O¢i jsou tmavé hnédé az k ¢erné. Cenich ma byt svétle hnédy, skvrnity nebo s hnddym
obrysem "T" (obrazek 2F). Srst, ktera se jevi jako "modra - blue" je zptisobena d alelou
s tchofovitym pigmentem (Grabolus at al., 2019).

7. Cernotchorovity (black sable) — Kryci srst je jasanové tmavé hnéda az k erné
(hnéda nesmi mit nadech do teplych tontl). Podsada je svétla az krémova., zadana je
bilad. Maska byva tmava a je Casto plnd — tedy tvoii takzvanou "kuklu", nebo ma tvar
"bandity". OG&i jsou tmavé hnddé az Gerné. Cenich je tmavé hnédy az Gerny a
puntikovany, nebo flekaty (obrazek 2G).

8. Cerny (black) — Kryci srst je Gerna. Podsada je zadana bila. Maska je tmava. O&i jsou
tmavé az ¢erné. Cenich je Gerny nebo tmavé hnédy, miize byt i Gerno skvrnity. Vzdy
pouze s bilymi ponozkami a nikdy v koncentraci typu jednobarevny nebo standardni
(obrazek 2H).
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Obrazek 2. Barevné standardy (Zdroj: http://www.fretka.cz/)
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3.2.2 Standardy sytosti zbarveni (koncentrace)

AFA shrnula skupiny greying a silvermitt do jedné zvané "roan". Pfesto jsou tyto
koncentrace rozdilné, jak je uvedeno nize v textu.

1. Jednobarevny (solid, self) - Pesiky kryci srsti by mély byt barevné bez bilych. Rozdil mezi
hustotou zbarveni koncetin a téla je minimalni a na pohled se jevi, jako jednolité (obrazek

3A). Chlupy jsou pigmentovany po celé délce az ke kofinktim.

2. Standardni (bay point) - Vétsina pesika kryci srsti je barevna a jenom zhruba do 10%
jsou barvy bilé. Celkové zbarveni neni tak jednolité, ale je zde viditelny rozdil mezi
koncentraci zbarveni t€la a koncetin (obrazek 3B). Standardni koncentrace "bay point” je
zpusobena alelou A a je nejbéznéjsi formou zbarveni nejen u fretek, ale také u dalsich druht

z rodu lasicovitych. Chlupy jsou pigmentované az do 2/3 délky.

3. Siamska (siamese) - Zretelny rozdil je mezi zbarvenim koncetin a téla. Svétla podsada
rozdil jest¢ zduraziuje (obrazek 3C). Ovlivnéna alelou ip na lokusu I. Chlupy byvaji

pigmentované jen do 1/2 délky a v zimnim obdobi pouze do 1/3 (Grabolus at al., 2019).

4. Gro$ovana (roan) - Promisena srst barevnych chlupt s bilymi (obrazek 3D).

5. Progresivné Sedivéjici (greying) - Béleni zacina na ocase a bocich az ve véku 2 let
apozdgji. Neni ptimo vazané na urCity vzor ani barvu (obrazek 3E). Progresivni Sedivéni
se vyskytuje i u koni a pst. U mnoha zvifat je groSovana (Seda) dominantni a nékteré
alely R lokusu jsou letalni v homozygotné dominantni kombinaci. U fretek je
progresivni Sedivéni projevem recesivni alely gr. Jedinci s alelami Gr|Gr nebo Gr|gr
mohou vykazovat mirné groSovani ve vyssim veku (Grabolus at al., 2019).

6. Stfibrna s ponozkami (Silvermitt) - Promisena srst tmavych chlupi s bilymi.
Zatimco u progresivné Sedivéjici fretky se docili promiseni barevnych chlupti s bilymi
az béhem Zivota, stiibrné fretky se s touto koncentraci rodi. K této koncentraci je také
vazany znak "bilé ponozky" (neexistuje stiibrna fretka bez ponozek a bilé naprsenky),
ale groSovana a progresivné Sedivéjici fretka mit ponozky nemusi (obrazek 3F).
Silvermitt je u fretek recesivni a ma znaky podobné Irskym znakiim. U dominantnich
homozygotii a heterozygotnich jedinci jsou bilé chlupy po téle zastoupeny jako
groSovani ¢i siamska kresba. Recesivné homozygotni freteky maji 4 bilé ponozky na
vsech tlapkach s nezfetelnym ukoncenim (Grabolus at al., 2019).
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Obrazek 3. Koncentrace zbarveni (Zdroj: http://www.fretka.cz/)

3.2.3 Standardy bilych znaki

1. Lysina (blaze, harlekyn) - Dlouhy bily nebo krémovy pruh zaéinajici od Cela,
pfechazejici mezi uSima na krk az k ramentim. Pruh by mél byt silny a zfetelny. Zuzujici
se pruh na vrcholu hlavy neni povaZzovan za blaze. Fretky s timto znakem musi mit na
ptednich i zadnich tlapkach bilé ponozky, a to bud’ do 2/3 ("mitts"), nebo jen bilé prsty
("tips") (obrazek 4A).

2. Bila hlava (panda) - Srst na téle ma jakoukoliv barvu a hlava je kompletné bila. Povoleny
jsou jenom skvrnky a kruhy okolo o¢i. Barva srsti t€la musi za¢inat od ramen, aby mohla byt
fretka klasifikovana, jako panda. VSechny koncetiny jsou bilé aZ nad kotniky, bila barva vSak
nedosahuje vyse nez do dvou tietin délky koncetin (obrazek 4B).

3. Bilé ponozky (mitt) - Srst na té¢le ma jakoukoliv barvu. Koncectiny jsou bilé az nad kotniky,
bila barva vsak nedosahuje vyse nez do dvou tietin délky koncetin. Pouze bilé prsty nejsou
povazovany za mitt (obrazek 4C). Vzory bilych znakti na té€le (naprsenka, kresby na hlave,
bfise a ocase) se vyskytuji u mnoha domestikovanych zvitat a nazyvaji se Irskymi znaky. Tyto
znaky jsou projevem recesivni alely si. Rozsifeni a vyskyt bilych znakl po téle je ovlivnény
vice faktory. Vétsina mitt jedincti za¢ne mezi 2 - 4 rokem Sedivét. Bilé znaky jsou dédény
nezavisle na barvé fretky a dalSich typech znaka. Urcit, zda je fretka typu mitt (si|si) nebo
silvermitt (sab|sab) Ize prozkoumanim ponozek. U mitt jedinct bila barva ponozek vétsinou
kon¢i u zapésti a prechod bilé barvy je Cisty. U typu silvermitt bild pokracuje nahoru az do
2/3 délky tlapy az k loktiim, konce nebyvaji jasné a bila barva se mlize misit se zakladni
barvou. Silvermitt se nevyskytuje s Zadnou jinou barvou ani vzorem kromé varianty si
(Grabolus at al., 2019).
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Obrazek 4. Standardy bilych znakua (Zdroj: http://www.fretka.cz/)

3.2.4 Kombinace zbarveni a kresby (zankii)

AFA ma ve svych vystavnich standardech fretek nejpropracovanéjsi systém
rozliSovani razi fretek. RozliSuje se zde zbarveni, koncentraci zbarveni a umisténi
bilych znakl. Vzajemnou kombinaci vznika az okolo stovky riznych barevnych typt.

3.25 Genetika barev

Barva srsti zvifat zavisi na pfitomnosti a obsahu melaninu v kiiZi a vlasech. Vyskytuji
se zde dva typy melaninu (samostatné nebo spole¢né), a to eumelanin a phomeomelanin
(Rzepka et al. 2016). Studie Grabolus at al., 2019 uvadi Zze, mnoho gent hraje dilezitou roli v
ruznych stadiich melanogeneze. Nékteré lokusy ovliviuji diferenciaci a migraci bunék
nervovych hiebenti a jiné ovlivituji morfologii nebo schopnost melanocyti lokalizovat
melanosomy ve vlasech a kiizi. Dalsi skupina lokust pfimo ovliviiuje enzymatickou aktivitu
a proteinoveé slouceniny odpovédné za proces melanogeneze. Nékteré geny maji alely, které
ovlivituji vazbu aMSH (Metaloprotedza zinku, ktera specificky §tépi polyubikvitinové
fetézce) na melanocyty. VSechny nize uvedené lokusy ovliviiuji koneény fenotyp jednotlivce.
Ve studii neni uvedeno, na ktertych chromozoméch se dané lokusy nachazeji. Lokusy
ovlivilujici expresi zbarveni u fretek jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1.

Lokusy ovliviujici zbarveni podle studie Grabolus at al., 2019.

LOKUS EXPRESE ALELY
Dominantni Recesivni
ovliviiuje aplné CC —uplna exprese barvy | cc—albin
vyjadieni barvy a | Cc - aplna exprese barvy, | cp — champagne (cp/cp)
C albinismus nese vSak vlohu pro cp/c — champagne, nese
albinismus vlohu pro albinismus
Clcp - uplna exprese
barvy, nese vliohu pro
champagne
B ovliviiuji stavbu B — exprese Cerné barvy- b — exprese hnédého
eumelaninu tchotovity pigmentu — ¢okoladovy
ovliviiuje projev D - vSechny pigmentové d - stfidani
D pigmentace oblasti budou plné pigmentovanych oblasti
(zeslabeny/uplny) | pigmentované s oblastmi bez pigmentu
ovliviiuje expresi | A - standardni koncentrace | a — jednobarevny
vzord za pomoci "Bay Point"
A upravovani
cervenc¢ho a
¢erného pigmentu
ovliviuje Ip — siamska kresba
I zeslabeni a plné
zesileni barvy
Si Exprese zbaku bilé Si — s ponozkami
ponozky (Mitt)
Ovliviuyje projev sab — stfibrna s
SAB | znak stiibrna ponozkami
S ponozkami
(Silvermitt)
G Ovliviuje projev gr — progresivni
Sedé barvy Sedivéni

Na lokusu C se projevuje albinismu, ale téz zbarveni champagne. Je to jedna z
prvnich mutaci, ktera se poprvé objevila ve Welsu okolo roku 1900. Mutace na lokusu
B byla upevnéna ve Skotsku opakovanym kitizenim champagne fretek s cokoladovymi.
Vysledkem je vétsinou vrh tchofovitych mladat. Cokoladové a champagne alely jsou
dédény nezavisle. Vrhu champagne fretat 1ze docilit bud’ kiizenim dvou champagne
fretek, nebo kiizenim champagne x albin. Lokusy B a C ovliviiuji pfimo molekuly
pigmentu, ale D lokus ovliviiuje migraci molekul pigmentu do srsti a kize. Exprese
lokusu A je $patné rozpoznatelna, protoze fretky mivaji podsadu v riznych odstinech a
muze se zdat, Ze srst na téle je svétlejsi. Funknce genu na lokusu | je zeslabeni nebo
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zesileni mnozstvi pigmentd ulozenych do chluptl, a to zejména v téch oblastech, kde
jsou chlupy piirozené tenci (Grabolus at al., 2019).

3.3 Problematika chovu

3.3.1 Rizeny a cileny chov

V fizeném chovu potomci nejsou vysledkem ndhodnych spojeni neurcitych jedinct —
podléha uréitym zasadam a pravidlim (udrzuje genetickou variabilitu). Cileny chov je veden
za dosazenim konkrétniho cile a podléha urcitym zasadam a pravidlim pfi vybéru a vytvareni
chovnych para (napiiklad Slechténi na uréity fenotypovy znak, nebo jeho odstranéni) (Ralls
etal., 1988)

V Ceské republice chov fretek zastituje Spolek chovateli fretek (The Czech Ferret
Breeders Association, SCHF). Vede také plemennou knihu, ktera je souhrnem informaci o
fretkach, jedincich uzitych v chovu a jejich potomcich. Mapuje predevsim fretky v Ceské
republice a je rozdélena do ti ¢asti:

1. Hlavni plemenna kniha (PK) - Zapisuji se zde fretky s prukazem ptivodu, které maji
znamé vSechny predky do tfeti generace (piedevSim potomci chovnych jedinct uznanych
SCHF nebo jedincti akceptovanych organizaci).

2. Pomocna plemenna kniha (P-PK) - Zapisuji se zde fretky s prukazem puvodu, které
nemaji znamé vSechny predky do tieti generace, dale fretky importované se znamymi predky
doposud nezapsané v Zadné plemenné knize uznané SCHF a fretky, které jsou zapsané v jiné
plemenné knize, ale majitelé maji zajem byt vedeni i u SCHF.

3. Zvlastni plemenna kniha (Z-PK) - Zapisuji se zde fretky uzité v chovu se znamymi pfedky
I bez, predci fretek s pisobnosti ve SCHF uzitych v chovu, je-li to nezbytné pro potieby PK,
dale fretky s nekompletnimi informacemi, bez znamého majitele; bez oznaceni mikro¢ipama
tchofi i polotchoti uziti v chovu fretek pro oziveni krve.

Do plemenné knihy nelze zapsat mezidruhové kiizence fretky s jinou lasicovitou
Selmou. Vyjimkou je tchof tmavy z divodu procesu revitalizace chovu fretek (SCHF 2020).

Tvar zapisu

Existuji dvé verze zapisu do plamanné knihy. Lisi se informaci o roku narozeni. U
verze ¢.2 se uvadi rok zapisu do PK misto roku narozeni.

21



verze 1:

PK-SCHF/20050112CZ

PK = hlavni plemenna kniha

SCHF = Sdruzeni chovatell fretek

2005 = rok narozeni

0112 = cislo fretky/Cislo zapisu v daném roce
CZ = zemé narozeni/zemé pavodu

verze 2:

SCHF12011001CZ

SCHF = Sdruzeni chovatell fretek

1 = oddil plemenné knihy (1 - hlavni, 2 - pomocna, 3 - zvlastni)

2011 = rok narozeni (v tomto piipadé rok zapisu) - fretka se narodila v roce 2005
001 = ¢islo fretky/Cislo zapisu v daném roce

CZ = zem¢ narozeni/zemé¢ ptivodu fretky

"PK" miiZe byt nahrazeno ptisluSnou pomocnou ¢asti P-PK, nebo ¢asti zvlastni Z-PK.
Pted rokem narozeni miiZze byt napsano "Z", coz znamend, Ze v tom piipadé se nejedna o rok
narozeni fretky, ale jde o rok zapisu do PK z diivodu neznalosti data narozeni ptedevs§im u
fretek zapsanych do pomocné ¢asti plemenné knihy.

SCHF vede také Piehled vrhii - seznam odchovil pod zastitou SCHF. Prehled rodict a
potomki s jejich ¢islem zapisu a odkazem na registr fretek.

3.3.1.1 Geneticka variabilita v chovu

Variabilita, nebo-li proménlivost je zptisobena genotypovymi rozdily mezi jedinci.
Genetickou variabilitu zvySuji mutace (zmény ve struktufe genetického materialu — vznik
novych alel), genovy tok (pfedavani gend mezi populacemi) a rekombinace. Rekombinace
ptredstavuji preskupeni alel (formy gent) za vzniku novych genotypl. Vznikaji tak novi
jedinci s kombinacemi alel rozdilnymi od rodi¢ovskych. Déje se tak v dusledku volné
kombinovatelnosti a crossing-overd (Flégr 2009, Ralls et al. 1988). Rozmanitost je zajisténa
Sirokou chovnou zékladnou jedincti, ktefi nejsou tzce piibuzni, jejich genotyp neni jednotny
a je tudiz variabilni. Zaru€uje zdravéjsi populaci (Relichova, 2014).

Naopak ztratu variability zptisobuje ptibuzenska plemenitba (inbreeding). Miru ztraty
genetické variability u konkrétniho vrhu (jedince) ndm urcuje koeficient piibuzenské
plemenitby (Fx). Ukazuje také miru dédi¢nych znaka stejnych vloh pienesenych z rodi¢l na
Ralls et al., 1988). Na strankach SCHF uvadgji, Zze v chovech, kde existuje Siroka zakladna
jedincti s vysokou genetickou variabilitou by tato ztrata neméla byt vyssi nez 1%. V chovech,
kde je naopak tato chovné zékladna uzkd, miZze byt tato ztrata variability az 10%. Pocita se
na 4 generace piedki.
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Tabulka 2. Mira ztraty genetické variability u potomka (upraveno podle studie Relichova,
2014)

PAR FX
Potomci dvou sourozenci 37,5 %
Rodice x déti 25%
Sourozenci 25 %
Polosourozenci 125 %
Stryc x netef; teta X synovec 125%

3.3.2 Vrozené vady souvisejici s fenotypem

Nékteré barevné varianty jsou spojeny se zdravotnimi problémy, z nichz nejzndméjsi
je hluchota. Tyto problémy souvisi s neptfitomnosti pigmentu (piivodni barva je tchofovita),
tudiz je vyznamné, jestli a kde ma jedinec bilé znaky. Problematika chovu ¢ernych fretek je
ovlivnéna jinymi faktory.

3.3.2.1 Albini

Albinismu je vrozend absence enzymu tyrozinazy, ktery je nezbytny pro tvorbu
melaninu. U albinotickych jedinct tak nedochazi k jeho tvorbé, coz se projevuje na zbarveni
casti téla, za néz je melanin zodpovédny. Charakteristickd je bezbarvd kize a Cervené
zbarvené oéi, coz je zpisobeno prosvitajici krvi v kapilarach (van Grouw 2006).

V nedavné minulosti se chovaly predevSim albinotické fretky (vyuziti zejména ve
ferretingu — 1épe odlisitelni od kralik() a zda se, Ze kiizeni albind jen mezi sebou zpisobuje
zvysené riziko srde¢nich vad, kiehkost kostry a mensi vzrist. Tyto problémy mohly byt
zpusobeny i nespravnym chovem (piibuzenskym kiiZenim ¢i zatazenim nevhodnych jedinct
do chovu). V mnoha zemich, které maji kluby chovatelu fretek a organizace jim podobné, se
dba na to, aby spolu nikdy nekiizily dvé albinotické fretky (Nedrazicova, 1999). Informace
0 hor$im sluchu albinli pravdépodobné vychazeji z nespravné interpretace diivodi hluchoty
u fretek s bilymi znaky, coz potvrzuje studie Piazza et al. (2014).

3.3.2.2 Bilé znaky

Bilé znaky typu panda, blaze a DEW byvaji u fretek svazany s Waardenburgovym
syndromem, ktery zptsobuje nejen hluchotu, ale i poskozeni o¢i a mozku, zmény v chovani
a také snizenou inteligenci. Nejvice se onemocnéni projevuje ve stiednim uchu (hluchota),
dale v mozku a mize zasahnout i vnitini organy. Pokud je syndrom rozvinut ve velké mifte,
vede to Kk umrti plodu uz v dé€loze, coz ohrozuje samici i ostatni plody v déloze. Pokud
je syndrom mirnéjsi formy, mtize mladé zemfit po narozeni, nebo ptezije. Dal§imi projevy
jsou kratsi ocas adeformity koncetin, problémy se zazivacim traktem, rozStépy ¢i

23


https://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym
https://cs.wikipedia.org/wiki/Melanin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kapil%C3%A1ra

nedovyvinuti srdce, zména pohyblivosti o¢nich vicek a nemoznost jejich plného otevieni tim,
ze jsou o¢i moc blizko u sebe (Heber,1999).

Piazza et al. (2014) ve své studii uvadi, Ze do vyzkumu byl zafazen soubor 152 fretek,
z toho bylo 67 samcu a 85 samic, 27 angor a 125 kratkosrstych a obsahujici v§echny barvy a
vzory. VE€k se pohyboval vrozmezi od 8 tydnt do 6 let. Jedinci pochazeli z riznych
evropskych linii (francouzskych, belgickych, némeckych, nizozemskych a danskych). Ze 152
testovanych fretek mélo 71% normalni sluch a 29% bylo hluchych. Z 29% hluchych fretek
mélo 7% jednostrannou hluchotu a 22% meélo bilateralni hluchotu, pficemz nebyla zjisténa
zadna souvislost mezi hluchotou a pohlavim ani mezi angorami a kratkostymi fretkami U
barvy srsti a znakd byl zjistén vyznamny rozdil. Pozorovan byl v prevalenci hluchoty mezi
jedinci s bilymi znaky a bez nich. VSechny fretky typu panda (11), americka panda (7) a blaze
(9) byly hluché. Na druhé stran¢ vSechny fretky bez bilych znaku (63), mély dobry sluch.
Pouze 1 z 10 testovanych albinotickych fretek byla hlucha. 8 z 26 mitt fretek bez dalsich
bilych znak, 3 ze 14 mitt fretek s jinymi bilymi znaky, 2 z 5 DEW fretek a 3 ze 7 stiibrnych
fretek byly hluché. Procento hluchych jedinct u progresivné Sedivéjicich bylo vyrazné vyssi
(87%) nez u fretek bez tohoto znaku (9,6%) (tabulka 3).

Tabulka 3. Prevalence (%) hluchoty u 152 fretek podle ruznych fenotypovych markert
(Zdroj: Piazza et al., 2014).

Fenotypovy SlySici | Jendnostranna | Oboustranna | Celkova P
marker Hluchota Hluchota hluchota | hodnota

Celkova ¢etnost | 108 (71) 10 (7) 34 (22) 44 (29) -
(n=152)
Males (n=67) 45 (67) 6 (9) 16 (24) 22 (33) 0.14
Females (n=85) 63 (74) 4 (5) 18 (21) 22 (26)
Nealbinoti¢ti 99 (70) 10 (7) 33 (23) 43 (30) 0,31
(n=142)
Albini (n=10) 9 (90) 0 (0) 1(10) 1 (10)
Bez bilych znakii | 63 (100) 0 (0) 0 (0) 0(0) <0.001
(n=63)
Bilé znaky (n=79) 36 (46) 10 (13) 33 (41) 43 (54)
Zadné pied&asné | 75 (90) 4 (5) 4 (5) 8 (10) <0.001
Sedivéni (n=83)
Pied&asné 3(13) 2 (9) 18 (78) 20 (87)
Sedivéjici (n=23)
Kratkosrsté 86 (69) 9(7) 30 (24) 39 (31) 0.19
(n=125)
Angory (n=27) 22 (81) 1(4) 4 (15) 5(19)
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3.3.2.3 Cerné fretky

Problematika chovu cernych fretek je specificka tim, ze kvili dosaZeni cerného
odstinu srsti jsou do chovu fretek bez ptiznani zafazovani norci. Norek patii mezi piibuzné
druhy fretky, ale ma vyrazn¢ jiné povahové vlastnosti — je tézko vychovatelny a
neochocitelny. Povaha potomku takového ktizeni byva nejvétsi problém. Tchot, ze kterého
fretky pochazeji, je oproti norkovi relativné snadno ochocitelny, proto nejspis také v minulosti
probéhla domestikace z tchote. Je obtizné v Ceské republice sehnat hodn& tmavou nebo
dokonce uplné cernou fretku. Vétsina z nich ma predky v Némecku s pochybnymi zdznamy
jejich ptuvodu. Bohuzel se stava, ze tyto fretky kupuji ¢esti chovatelé, ktefi nejsou s touto
problematikou seznameni a poté je nabizi ke kryti jako import nesouci dobré geny (rodokmen
samoziejme chybi) (Matouskova, 2012).

3.4 Genetické analyzy

3.4.1 Genetické analyzy u fretek

V soucasné dobé se pro molekularné genetické testy vyuzivd zejména metoda PCR.
Dfive se k t€émto testim pouZzivala metoda Southern blotting, kterd je pomérné drahd a slozita
(Koetsier et al., 1993). Dnes se pouziva pievazné jen vyzkumné. Byla plné nahrazena PCR
technikami (Innis et al., 2012).

Genom fretek se zkoumd zejména kvili jejich vyuziti jako modelii pro studium
lidskych virovych onemocnéni pievazné respiracniho charakteru (modelovy organismus).
Analyzy odhalily vysoké sekvencni a proteinové podobnosti, a také sdileni tkanovych
expresnich vzorcii mezi fretkami a lidmi, coz naznacuje potencialni uZitenost fretek jako
modell v SirSim souboru onemocnéni (Ouborg et al., 2010).

Mikrosatelitni markery byly zkoumany ve studii Anistoroaei a Christensen (2006), kde
porovnavali mikrosatelitni markery norka s fretkou a hodnotili jejich pouzitelnost pro
genetické analyzy napfti¢ obou druhti. Dospéli k zavéru, Ze mikrosatelitni markery norka
amerického mohou byt vyuzity pro genetické analyzy fretky, ale pouze v omezené mife, na
rozdil od studie Ernest et al., 2012, ktefi zjistili, ze mikrosatelitni markery tchofe a fretky maji
vyuzitelnost pii genetickych analyzach obou druhi.

3.4.2 Metody pro genetické analyzy

3.4.2.1.Metoda multiplex PCR

PCR je enzymova metoda slouzici k syntéze definovaného tiseku DNA probihajici v
termocykleru. Béhem této metody dochazi k rychlému a snadnému mnozeni tisektit DNA (az
mnoha miliont kopii), zalozeného na principu replikace nukleovych kyselin. Tato reakce
probiha v termocykleru a ma 3 kroky: denaturaci (rozruseni vodikovych mustkl a rozvolnéni
dvousroubovice), annealing (na dvouvldknove tiseky DNA-primer se vaZze DNA polymeraza)
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a prodluzovani primerd, kdy dochéazi k samotné syntéze DNA (Innis et al., 2012). K metodé
PCR se vyuzivaji prevazne mikrosatelitni markery. Mikrosatelitni DNA jsou tandemové se
opakujici useky DNA o délce 1-10 part bazi (nejcastéji 2-6bp) a lisi se délkou repetic
(naptiklad AC17 a AC29), nebo opakujicim se motivem (napiiklad GA a TA). Maji vysokou
rozliSovaci schopnost heterozygoti od homozygoti. Tyto markery jsou dobie
amplifikovatelné pomoci metody PCR (Budowle et al., 2005). Primery jsou kratké
oligonukleotidy, které ohranicuji konce 5’-3’ a slouzi jako po¢ate¢ni misto replikace DNA.

Metoda Multiplex PCR pouzita pro tuto diplomovou praci je Siroce rozsifena technika
molekularni biologie vyuzivand pro amplifikaci vice genovych sekvenci v jedné PCR
(Polymerase Chain Reaction) reakci. ZaloZena je na pouziti vice pard primert (vice cilovych
fragmenti) v reakéni smési (obrazek 5). Vyhodou je tispora ¢asu v laboratofi, aniz by byla
ohroZena uzite¢nost experimentu. Vychazi tedy z klasické PCR (Poirel et al., 2011).

Klasicka PCR

O - &

L]

Primer Set 1 Primer Set 2 Primer Set 3 Primer Set 4

Dultiplex PCR

O - &
PrimerSet11.2.3 &4

Orazek 5. Rozdil mezi PCR a Multiplex PCR, ¢isla 1-4 ptedstavuji markery (Zdroj:
https://info.gbiosciences.com )

3.4.2.2. Kapilarni elektroforéza

Jedna se o separacni metodu, kterd vyuziva pohyb nabitych ¢astic (napiiklad fragmentt
DNA) v elektrickém poli, a to ptimo ve volném roztoku elektrolytu, nebo v nosném médiu. V
kapilarni elektroforéze se separace provadi v kapilafe naplnéné polymerem, ktery ptisobi jako
molekulové sito, v némz pii daném poméru naboje k hmotnosti migruji mensi molekuly
kapilarou rychleji nez vétsi. Vyuziva se pro separaci biologickych makromolekul (bilkovin,
fragmentll DNA) podle jejich molekulové hmotnosti (Gas, 2001).
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Na vnitinim povrchu kapildry se styka kapalny roztok s pevnou sténou kapilary a vznika
zde elektricka dvojvrstva. Vnitini sténa kapilary (pevna vrstva elektrické dvojrstvy) je nabita
plosnym elektrickym nabojem, ktery je nepohyblivy. Kompenzovan je nabojem v kapalné
¢asti dvojvrstvy, ktera se v elektrickém poli pohybuje. Vzniklé napéti zplisobi elektroforeticky
pohyb analyzovanych iontii smérem k ptisluSnému pélu. Rychlost elektroosmotického toku
je vSude stejna (u stény i uprostied kapilary) (Grossman a Colburn 1992, Gas 2001).

Kapilara o malém pruméru je z laboratorniho skla. Kousek pted koncem kapilary je
ktistalové okénko, které prosvécuje snimac (detektor) laserem (obrazek 6). Kiistal ma
nejmensi schopnost pohlcovat laserovy paprsek. Kdyz molekula projde pod snimacem,
detektor zaznamena signal, ktery zpracuje ptislusny software. Vysledkem je chromatogram
(soubor peakil). Kapildra ma zahtaté konce na 60 °C, coz blokuje vzniku vlasenek (vlasenkové
struktury migruji pomaleji). Kazdd kapilara méd omezeny pocet cykli (kolikrat uz byla
pouzita) (Grossman a Colburn, 1992).

zdroj napéti

kapilara

/

detektor

elektroda elektrolyt elektroda

Obrazek 6. Kapilarni elektroforéza (Zdroj: http://ciselniky.dasta.mzcr.cz ).
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4 Material a metody
4.1 Soubor vzorki DNA

Vzorky DNA byly odebrany na vystavach, v utulku fretek v Boleslavi a u soukromych
chovatelti v Praze formou bukalnich stérti (bukalni buniky z ustni sliznice) ve spolupraci s
chovateli. Na stéry byl pouzit kartacek CytoBrush urceny na cytologické stéry. Nasledné byly
opatrné Vlozeny zpét do obalu kartacku, oznaceny a ulozeny oddélen¢ do plastového boxu,
aby nedoslo k jejich kontaminaci. Uchovany byly v mrazicim boxu.

Odebrano bylo celkem 96 vzorkti DNA fretek. Z toho bylo 46 samcti a 50 samic. Soubor
obsahuje fenotypy: albino (13), tmavooky bily (DEW, 3), champagne (11), skoticovy (3),
tchotovity (sable, 32), ¢ernotchotovity (black sable, 26), panda (3), blaze (3), sttibrny (3),
angora (3) a poloangora (3). Mezi vzorky jsou i tchofi (4), polotchofi (5) a ¢tvrttchofi (2).
Jedinci trpici hluchotou byli odebrani 3 a zahrani¢nich fretek 24.

4.1.1 Protokol izolace

DNA byla izolovana pomoci kitu pro extrakci zivocisné DNA dle ptibalového
protokolu od Qiagen. Roztoky T1, BB, BW, B5 a TE jsou soucasti kitu Nucleospin tissue od
vyrobce Macherey-Nagel.

Protokol:

1. Piiprava vzorkua — Kartacky s obsazenou DNA byly odstiihnuty do polypropylenovych
zkumavek o objemu 2 ml.

2. Prelyza — Do kazdé zkumavky bylo ptidano 180 pl roztoku T1 a 25 ul enzymu proteinazy
K. Vzorky poté byly ulozeny na 30 minut do termobloku nastaveného a ptedehiatého na 56
°C. Kazdych 10 minut byly promichany ve vortexu.

3. Lyza — Do vsech zkumavek bylo pfidano 200 pl roztoku B3 a ulozily se na 10 minut do
termobloku nastaveného na 70 °C. Po vyndani vzorka z termoblok byly ze zkumavek vyjmuty
kartacky.

4. Uprava podminek pro vazbu DNA — V tomto kroku bylo do zkumavek piidano 210 pl
96-100% etanolu (procisténi) a postupné byly vzorky vysrazeny ve vortexu.

5. Vazba DNA na membranu — Vzorky byly ptelity do polypropylenovych dvoudilnych
kolonek suzavérem (soucast kitu). Spodek vrchniho dilu kolonky je vybaven silika
membranou (molekuly DNA se zde vazou na oxid kiemicity pii pH < 7). Nasledn¢ byly
kolonky piendany do centrifugy (Centrifuge 5430R) a stoceny na 11000 otacek po dobu 1
minuty. Spodni dil obsahujici roztok byl poté vylit.
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6. Vymyti silika membrany - V prvnim kroku bylo pfidano 500 ul roztoku BW do kazdého
vzorku a umistily se do centrifugy na 11000 otacek po dobu 1 minuty, pak se vylil spodni dil.
V druhém kroku bylo do kolonek pipetovano 600 pl roztoku B5 a stocily se na 11000 otacek
v centrifuze po dobu 1 minuty. Spodni dil obsahujici roztok byl vylit.

7. VysusSeni silika membrany — VVzorky byly stoc¢eny minutu v centrifuze na 11000. Vrchni
dily byly poté umistény do novych plastovych zkumavek s uzavérem (soucast kitu). Spodni
dily byly odstranény.

8. Eluce ¢isté DNA — Bylo ptidano 60 ul elu¢niho roztoku BE (pfedem ohtatého v termobloku
na 70 °C) do kazdé kolonky, nechaly se minutu odstat a poté byly stoc¢eny v centrifuze na
11000 otacek po dobu 1 minuty. Odstranily se vrchni kolonky a spodni zkumavky obsahujici
vzorek byly uzavieny.

4.1.2 Kvantifikace a redéni

Vyizolovanym vzorkim se stanovila koncentrace a Cistota ve spektrofotometru
(Implen). Na vrsek kyvety se napipetovalo vzdy 3 ul vzorku, uzaviela se vickem (fedici faktor
10). Postupné byly zméfeny vSechny vzorky. Pied za¢atkem méfeni byl pfistroj kalibrovan
slepym vzorkem — v tomto piipadé 3 ul roztoku BE.

Stanovena koncentrace pro tento pokus byla minimaln¢ 5 pg/ml. Kvali velmi
rozdilnym koncentracim byly vzorky DNA natedény roztokem TE na pozadovanou
koncentraci 5 pg/ml.

Vzorky mély pomér hladin absorbanci v rozmezi 1,6 — 2 (vétsina 1,8).

4.2 Primery

Pro pokus byly pouZity primery navrzené do ptislusné mikrosatelitni DNA fretky.
Objednany byly od Thermofisher v koncentracilOOmM. Dale byly nafedény vodou na
pozadovanou koncentraci 4uM. Do reakce byly dany vzdy dva primery (protichudné) od
kazdého z markert, a to forwardovy (F, vlakno 5'-3') a reverzni (R, vlakno 5'-3'). Znadici
barvicky z Dye Setu DS 33 (Life technologies) jsou jiz sou¢asti primeru. 1 molekula
fluorochromu (vyuziva Applera) je navazana na 5’ konec primeru.

4.2.1 Charakterizace vybranych markera

Vzorky DNA byly testovany pomoci panelu vybranych mikrosatelitnich markert
podle studie Ernest et al. (2012) Tento panel byl nejprve optimalizovan pro laboratorni
vybaveni Katedry genetiky a §lechténi na CZU. Koneény soubor dvaadvaceti markert z této
studie poskytuje polymorfismy a amplifika¢ni produkty v oc¢ekdvaném rozmezi velikosti.
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Z téchto 22 primerd bylo vybrano 7 vhodnych (tabulka 4), tak, aby se neptekryvaly velikosti
produkti PCR a vysledky tak mohly byt spravné interpretovany. VSechny pouzité markery
byly dinukleotidové (opakujici se motiv napiiklad ACACACAC).

Tabulka 4. Charakterizace markeru.

Nazev Znaceni Sekvence primeri Pocet Rozpéti
markeru | (barva) zjisténych | alel (bp)
alel
F: TGGCCTATATGTGCAGATGAC
A10 6-FAM | R: TGTTTGTCTTGTACCCTCTGACC 5 146-154
F: GAAGACAGCACCCCAGAGTC
A223 6-FAM R: TGGTTGCCAAGAACTAGCAG 8 220-234
F: TGCTTCTCCCTCTGACTGCT
B209 6-FAM | R: CCGCCCAAGTATCCCTAAAT 5 116-124
F: CGTTACCAACTGTGGCTGTG
B9 6-FAM | R: TGCCTGGGCCTGTGATTA 7 178-190
F:AGTCGACAGATGAGTCCACGAAG
B12 VIC R: TGTCACACATGGCAGGATCT 3 177-181
F: TGGGTGTAGAGCATGTTTGG
B6 NED R: TGCCTATTCCAGGTACCTCAT 9 147-163
F: TTCCCTGCTTGTGCTCTCTT
B217 PET R: TGGGGTAAGGGTAGGTATGC 7 125-139

4.3 Priprava PCR reakce

Pro genetické anylyzy se na Katedie genetiky a Slechténi byl pouzit MasterMix od
Qiagen, ktery obsahuje Hot Start polymerazu. Do prvni zkusebni rekace bylo zafazeno 6
vzorki (genotypt). Kazdy ze 7 markertt mél primery v koncentraci 0,02uM. Dale byl pfidan
do premixu 1x Multiplex kit (Qiagen). Premix byl testovan jednotlivé na 6 genotypech
(klasicka PCR). Dale jesté byly testovany na stejnych 6 genotypech v multiplex PCR pfi
zachovani stejnych koncentraci. Po druhé optimalizaci byly stanoveny optimalni koncentrace
primera pro pokus, a to A10, B6 a B9 0,02uM; B209 a A223 0,05uM; B12 0,015uM a B217
0,03uM.

Rekace probéhla v pfistroji Thermal cykler c1000. Nastaveni termocykleru:
1. Hot Start — 95 °C, 5 minut
2. Denaturace — 94 °C, 30 sekund

3. Annealing — 56 °C, 90 sekund
4. Elongace — 72 °C, 60 sekund
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Prvni krok odblokoval Hot Start polymerazu a jiz se neopakoval. Kroky 2-4 se
opakovaly 35x, potom se teplota snizila na 60 °C na 48 minut (dokonceni kvili typu
MasterMixu). Po ukonceni teplota klesla na 12 °C na 3,5 hodiny.

4.4 Priprava vzorku na kapilarni elektroforézu

Po ukonceni Multiplex PCR reakce byla DNA kazdého vzorku nafedéna v poméru
1:29 s vodou a promichana 20 pl pipetou. Do reakce byl ptidan jesté 1X hmotnostni standard
Hi-Di-Liz (ke kazdému vzorku, premix slozeny z denaturaéniho ¢inidla Hi-Di a hmotnostniho
standardu GeneScan-600L.iz).

4.5 Statistické zpracovani dat

Data z kapilarni elektroforézy byla zpracovana a analyzovana programem GeneMapper
(autor Applied Biosystem), ve kterém byly na zadklad¢ referen¢nich dat vytvoreny biny (peaky
alel). Podle binti pak byly identifikovany alely. Nasledn¢ byla vSechna data zpracovana
analyzami programu GenALEXx 6.51b2, ktery pracuje pod programem Excel. Z dat byly
sestaveny tabulky dle hodnocenych kategorii (celek, pohlavi, regiony, fenotypy) pro
kodominantni data. V panelu nastroji GenALEx pak byly vybrany a spustény analyzy.
Programem GenALEx byly hodnoceny tyto analyzy: frekvence a distribuce alel, zakladni
popisné charakteristiky (Na, Ne, I, Ho, He a F), Hardy-Weinbergova rovnovaha (statisticky
test dobré shody - chi kvadrat test), heterozygotnost (grafy na zakladé individualni
heterozygotnosti, H-IND), genotypovou vzdalenost, souhrn piibuznosti para podle Ritland
(1996) a podle Queller and Goodnight (1989), analyza molekularni variance (AMOVA) a
geneticka vzdalenost mezi fenotypy (na zakladé Neiovy genetické distance byla vytvofena
matice).

Dale byla celkova data analyzovana programem DARwin, ktery vytvofil
fylogeneticky strom testované populace. DARwin je software vyvinuty pro hodnoceni
diverzity a fylogenetickou analyzu na zaklad¢ evolucnich odlisnosti.
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5 Vysledky

5.1 Panel mikrosatelitnich markeru

5.1.1 1. optimalizace

Vzorky, které méli koncentraci DNA nizsi nez 5 pg/ml piesto amplifikovaly. Marker
A223 nefungoval v multiplexu, tak byla koncentrace jeho primert zvys$ena z 0,02uM na
0,05uM. Kvuli vysoké polymorfnosti (4 alely) vyZzadoval marker B209 zopakovat pfi stejné
koncentraci (0,02 pM). Marker B217 mél nizkou variabilitu - koncentrace primerd byla
navySena na 0,03uM. Koncentrace primert markeru B12 byla snizena na 0,015uM
(intenzivni). Zbytek markerti nepotieboval Gpravy koncentraci pro optimalizaci multiplex
PCR. ZvySenim koncentraci jednotlivych primert bylo snizeno odpovidajici mnoZzstvi vody.
Optimalizace byla spusténa na 10 genotypech v multiplex PCR (ne jednotlive).

5.1.2 2. optimalizace

Koncentrace primert markeru B209(B) byla navySena na 0,05uM. U markeru
B217(R) doslo ke kiizové reakci s modie znacenym primerem, coz vedlo k nespecifické
amplifikaci. Jeho koncentrace zlstala stejna. Finalni koncentrace komponent v reakci (na 1
vzorek) je: 1x Multiplex kit (Qiagen), optimalizované koncentrace vsech primerta (A10, B6 a
B9 0,02uM; B209 a A223 0,05uM; B12 0,015uM a B217 0,03uM) spolu s DNA. Analyza
vSech vzorki probéhla na zakladé vysledka této optimalizace.

5.2 Detekované alely

Detekované alely pro kazdy marker a jejich procentualni zastoupeni v populaci jsou
(3 alely). Nejcastejsimi alelami v ramci vSech lokust je alela 152 (75,8%) na lokusu A10 a
177 (72,1%) na lokusu B12. VVzacnych alel (vyskyt pod 1%) bylo detekovano celkem 6, a to
146, 220, 125, 139, 147 a 151. Lokusy B209 a B9 nemaji zddné vzacné alely.
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Graf 1. Alely a jejich frekvence na lokusu A10
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Graf 2. Alely a jejich frekvence na lokusu A223
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Graf 3. Alely a jejich frekvence na lokusu B12
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Graf 4. Alely a jejich frekvence na lokusu B209
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Graf 5. Alely a jejich frekvence na lokusu B217
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Graf 6. Alely a jejich frekvence na lokusu B6
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Graf 7. Alely a jejich frekvence na lokusu B9

3,2%
5,3%

6,3%

m178 m180

5.3 Vysledky celkové populace
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5.3.1 Zakladni popisné charakteristiky celku

Vyhodnoceni zakladnich popisnych satistik pro jednotlivé lokusy je uvedeno v tabulce
5. Ne vyjdfuje idealni velikost panmiktické populace pro dany lokus. Cim vice alel, tim je Ne
vetsi. Niz8i Shannon indexy (pod 1,5) znaci nevyrovnanost této populace, zde je to ovlivnéno
malou populaci (N=95). Jestlize je pozorovan rozdil mezi hodnotami Ho a He znaci to

ma marker Al0, ktery vykazuje zaroven i nejnizsi rozdil hodnot mezi Ho a He.

Tabulka 5. Zakladni popisné statistiky.

Marker Efektivni Shannon Pozorovana | Ocekavana Fixation
velikost index (1) heterozygot- | heterozygot- | index (F)
populace nost (Ho) nost (He)

(Ne)

Al10 1,635 0,722 0,379 0,388 0,024

A223 3,344 1,461 0,674 0,701 0,039

B12 1,711 0,679 0,358 0,416 0,139

B209 2,305 1,011 0,537 0,566 0,052

B217 2,117 1,015 0,474 0,528 0,102

B6 2,4 1,254 0,547 0,583 0,062

B9 2,669 1,263 0,6 0,625 0,04

5.3.1.1 Porovnani vysledki se studii Ernest et al., 2012.

Ve studii byly zkoumany moznosti vyuziti mikrosatelitnich markerd pro molekularné
genetické testy u obou druhli. Dospéli k zavéru, ze tyto markery budou uzitetné pro
molekularni hodnoceni genetické rozmanitosti a aplikaci pro vyvoj, ekologii a zdravi u fretek

a divokych tchotu. V tabulce 6. jsou uvedeny hodnoty, které byly v ramci studie zjistény.
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Na rozdil od této diplomové prace nebyl detekovan polymorfismus na lokusech A10,
B217 a B9. Déle zde byl zaznamenan mensi pocet alel, nez u vzorkli odebranych na uzemi
Ceské republiky, a to na lokusu A10 0 2 (5), A223 01 (8), B209 0 1 (5), B217 01 (7), B6 0
4 (9) anaB9 01 (7). Nejvariabilngjsi skupinu zde tvofi tchofi, ktefi vykazuji polymorfismus
na kazdém lokusu a zaroven maji nejvetsi pocet zjisténych alel.

Tabulka 6. Vysledky studie Ernest et al., 2012.

Lokus Australie (N=25) USA (N=25) Tchoii (N=15)
Na Ho He Na Ho He Na Ho He
Al0 2 0,12 0,12 2 0,48 0,50 3 0,20 0,19
A223 3 0,76 0,58 2 0,32 0,27 7 0,67 0,81
B12 2 0,40 0,49 2 0,32 0,44 3 0,67 0,54
B209 3 0,52 0,58 3 0,36 0,36 4 0,47 0,61
B217 3 0,32 0,29 2 0,12 0,12 6 0,40 0,55
B6 3 0,56 0,65 3 0,32 0,34 5 0,52 0,70
B9 5 0,40 0,49 2 0,12 0,12 6 0,60 0,65

5.3.2 Hardy-Weinbergova rovnovaha

V populaci nebyly pozorovany vyznamné odchylky od HW (Hardy-Weinberg)
rovnovahy na zadném lokusu, byly tedy spIlnény podminky pro rovnovaznou populaci podle
HW. Shrnuti chi kvadrat testti je uvedeno v tabulce 7.

Tabulka 7. Chi kvadrat testy pro HW rovnovahu

Marker Stupné volnosti | Chi kvadrat | Pravdépodobnost Odchylka
(BF)
A10 10 3,738 0,958 -
A223 28 30,276 0,350 -
B12 3 2,634 0,452 -
B209 10 9,351 0,499 -
B217 21 25,388 0,231 -
B6 36 9,793 1,000 -
B9 21 20,026 0,520 -

5.3.2.1 Frekvence genotypi

Pocet a frekvence genotypt pro jednotlivé lokusy jsou znazornény v grafech 8-14,
pii¢emz modra barva (observed) piedstavuje pozorované genotypy a oranzova (expected)
ocekavané genotypy. Z grafi nize vyplyva, ze neni vyznamny rozdil mezi hodnotami
pozorovanych a o¢ekavanych genotypt a populace je na lokusech v genetické rovnovaze.

36



Vyssi rozdily hodnot jsou na lokusech s vice genotypy. Nejvétsi zastoupeni homozygota
(177/177) ma lokus B12 a naopak nejvice heterozygotni zastoupeni maji lokusy B209 a B9.

Graf 8. Distribuce genotypt pro lokus A10.
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Graf 9. Distribuce genotypt pro lokus A223.
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Graf 10. Distribuce genotypi pro lokus B12.
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Graf 12. Distribuce genotypu pro lokus B217.
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Graf 14. Distribuce genotypi pro lokus B9.
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5.3.3 Genotypova vzdalenost mezi jedinci

Program GenALEx vytvofil matici (Tri Matrix) pro linearni kodominantni
genotypovou vzdalenost. Vyssi genotypova vzdalenost mezi jedinci znaci niz$i uroven
inbreedingu, kdyz je hodnota rovna nule, pak jsou jedinci geneticky totozni na sledovanych
lokusech. Vysledky ukazaly, ze primérna genotypova vzdalenost je 3,1. Z grafu 15. je
znatelné, ze genotypova vzdalenost dosahuje piki prevazné v Sedé zoné a vySe, z ¢ehoz
vypliva Ze, populace vykazuje nizké odchylky od primérné hodnoty a je vyrovnana.

Graf 15. Linearni kodominantni genotypova vzdalenost — vyvoieno podle matice (Spodni dvé
osy predstavuji kombinace jedinct).

-
[}
24
9
T
R 3 m4-5
>
g
g , 3-4
>
S . Frg1 m2-3
] Fre5  ._ w12
o Frag £
0 s m0-1

~ o

RS AT S

LLLL'IEEEC'\ZQQHHI

Jedinci

39



5.3.4 Heterozygotnost

Zastoupeni heterozygot je znazornéno v grafu 16. Zobrazuje distribuci jedincti
heterozygotnich v n lokusech. Histogram odpovida Gaussovu rozdéleni — populace je
vyrovnana v zastoupeni heterozygotd. V grafu je patrné, Ze v populaci byli zjisténi dva 100%
homozygotni a tfi 100% heterozygotni jedinci.

Graf 16. Frekven¢ni distribuce heterozygotu
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5.3.5 Souhrn pFibuznosti part

Pro srovnani byly pouZity dva testy, a to souhrn pfibuznosti part podle Ritland (1996)
a podle Queller and Goodnight (1989). Ritland ve vypoctech zohlednuje jesté prostorovou
vzdalenost. Testy prob&hly s 95% prevdépodobnosti a 1000 bootstraps.V nasledujici tabulce
(tabulka 8) je uveden vycet ze souhrnu odhahdu ptibuznosti parti podle RI (Ritland) a QGM
(Queller and Goodnight). Primér obou koeficientti Se pohybuje v zapornych hodnotach, tudiz
populace nevykazuje zadny inbreeding.

Tabulka 8. Souhrn odhadt pfibuznosti

RI QGM
Suma 4465 4465
Stiredni hodnota -23.995 -47 500
Priamér -0,005 -0,011
SD -0,015 -0,010
SE 0,077 0,342
Minimalni hodnota 0,001 0,005
Maximalni hodnota -0,166 -1,061
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5.3.6 Fylogeneticky strom

Na obrazku nize (obrazek 7) je zobrazeno grafické znazornéni ptibuzenskych vztaht
Vv této populaci. Strom byl vytvofen v programu DARwin5.0.158. Oranzové znacky oznacuji
uplné tchote, hnédé znacky putltchote. VEtév oznacend Sedou barvou predstavuje fretky ze
Slovenska a jednu ze Spanélska (nejvzdalengjsi bod oblasti, Fr92). Cerné znadena oblast
zahrnuje 3 vzorky (Fr74, Fr75 a Frl2). Fr74 a Fr75 je samec a samice z Madarska
ernotchotovité barvy, pravdépodobné piibuzni a Fr12 je tchofovita samice z Cech. Rizové
oznacena oblast obsahuje dva vzorky (Fr24 a Fr25) — sestry tchotovité barvy. Fialova oblast
predstavuje fretky z Mad’arska a zaroven ma nejvétsi koncentraci pultchott. Zelen¢ znacena
vétev zahrnuje pouze jedince ¢ernotchotovité, tchofovité a dva tchote. V ¢ervené oblasti jsou
jen &ernotchotoviti a tchofoviti jedinci ptivodem z Ceské republiky a jeden z Ruska. Vyjimku
tvoii dvé hluché ,,pandy* (oznacené Zlut€¢). Modra vétév obsahuje pouze svétlé fenotypy
(albino, DEW, champagne). Vétsina fretek z Mad’arska je na vétvi oznacené ¢ervenou Sipkou.

41



Obrazek 7. Fylogeneticky strom z DARwin.
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5.4 Vysledky analyz populace tridéné podle pohlavi

Populace byla v ramci této kapitoly rozdélena na dvé subpopulace, a to samce (N=44)
a samice (N=51).

5.4.1 Rozdily v distribuci alel podle pohlavi

V tabulce 9. jsou uvedeny alely, které se vyskytuji jen u jednoho pohlavi, nebo je jejich
frekvence u jednoho z pohlavi vyrazné vyssi. U alel, které v tabulce nejsou uvedeny neni
vyznamng velky rozdil v jejich frekvenci. Z tabulky vypliva, ze alely 220, 116, 129, 139 a 151
JSOU zaznamenany pouze u samcu a alely 146, 232, 125 a 147 pouze u samic.

Tabulka 9. Rozdily v distribuci alel v ramci pohlavi

Lokus Alela Samci (N=44) Samice (N=51)
146 0,000 0,010
Al10 149 0,011 0,059
220 0,011 0,000
A223 224 0,023 0,010
232 0,000 0,020
B12 181 0,011 0,039
116 0,023 0,000
B209 124 0,011 0,020
125 0,000 0,010
B217 129 0,023 0,000
139 0,011 0,000
147 0,000 0,010
B6 151 0,011 0,000
163 0,045 0,010
180 0,250 0,324
B9 186 0,080 0,029
188 0,045 0,020

Na grafu 17. je patrné, ze nedochazi k vyznamné velkym vykyvium hodnot v distribuci
alel v ramci pohlavi. U samct je vidét vyssi heterozygotnost nez u samic. B&zné alely
s vyskytem pod 25 % a pod 50% jsou kolem 0 (Zadné odchylky). Populace jsou vyrovnané.
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Graf 17. Alelicky vzor subpopulaci.
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5.4.2 Zakladni popisné charakteristiky

Popisné charakteristiky pro kazdé pohlavi jsou uvedeny v tabulce 10. a 11. Nizsi
Shannon indexy jsou ovlivnény malou populaci. Mezi Ho a He jsou zaznamnany rozdily na
kazdém lokusu mezi obéma populacemi, tudiz jsou polymorfni. U samct doslo k fixaci alel
na lokusu B12. Dale je zaznamenana fixace také na lokusech A10, ktery ma o alelu méné nez
samice a na lokusu B217 na kterém doslo k fixaci alel vazanych na chromozom Y. U samic
je vyssi fixace alel na lokusech A223, B209 a B9.

Tabulka 10. Zakladni popisné charakteristiky pro samce (N=44).

Lokus Na Ne I Ho He F
Al10 4,000 1,501 0,594 0,273 0,334 0,183
A223 7,000 3,219 1,435 0,750 0,689 -0,088
B209 5,000 2,374 1,052 0,636 0,579 -0,100
B9 7,000 2,862 1,348 0,705 0,651 -0,083
B12 3,000 1,732 0,655 0,273 0,423 0,355
B6 8,000 2,770 1,352 0,614 0,639 0,040
B217 6,000 2,054 1,012 0,455 0,513 0,114

Tabulka 11. Zakladni popisné charakteristiky pro samice (N=51)

Lokus Na Ne [ Ho He F
Al0 5,000 1,759 0,810 0,471 0,432 -0,090
A223 7,000 3,436 1,458 0,608 0,709 0,143
B209 4,000 2,243 0,958 0,451 0,554 0,186
B9 7,000 2,496 1,168 0,510 0,599 0,149
B12 3,000 1,686 0,689 0,431 0,407 -0,060
B6 8,000 2,098 1,125 0,490 0,523 0,063
B217 5,000 2,162 0,985 0,490 0,537 0,088
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5.4.3 Hardy-Weinbergova rovnovaha podle pohlavi

V populacich byly pozorovany dvé odchylky od HW rovnovahy, a to jedna u kazdého
pohlavi. Niz§i p-hodnota zamita nulovou hypotézu cili byla porusena HW rovnovaha na
lokusu B217 u samct a na lokusu A223 u samic. Shrnuti chi kvadrat testd je uvedeno

V tabulkach 12 a 13.

Tabulka 12. Chi kvadrat testy HW rovnovahy pro samce (N=44).

Marker Stupné volnosti | Chi kvadrat | Pravdépodobnost Odchylka
(BF)
A10 6 2,766 0,838 -
A223 21 8,606 0,992 -
B209 10 6,462 0,775 -
B9 21 26,010 0,206 -
B12 3 6,703 0,082 -
B6 28 7,622 1,000 -
B217 15 28,341 0,020 p<0.05
Tabulka 13. Chi kvadrat testy HW rovnovahy pro samice (N=51).
Marker Stupné volnosti | Chi kvadrat | Pravdépodobnost Odchylka
(DF)
A10 10 2,994 0,982 -
A223 21 32,786 0,049 p<0.05
B209 6 9,630 0,141 -
B9 21 10,170 0,977 -
B12 3 0,308 0,959 -
B6 28 15,439 0,973 -
B217 10 4,385 0,928 -

5.4.3.1 Frekvence genotypi

Nejsou pozorovany vyznamné odchylky mezi pozorovanymi a ocekavanymi
genotypy. U samcil se nevyskytuji genotypy obsahujici alelu vdzanou na samici pohlavi a
naopak. Pouze na lokusu B12 se u samci odekaval jesté genotyp 182182. Cetnosti
nejfrekventovanéjsich genotypti jsou uvedeny v tabulce 14., n znali pocet jedinct

v subpopulaci s genotypem.
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Tabulka 14. Nejcetnéjsi genotypy v ramci pohlavi na lokus.

Samci Samice

Lokus | ocekavany n pozorovany | n | oéekdvany | n | pozorovany | n
A10 152152 27,8 152152 29 152152 26,8 152152 25
A223 226228 10,5 228228 11 226228 | 12,5 228228 12
B209 120122 14,8 120122 18 120122 | 19,1 120120 20
B9 | 180182,182182 | 12 | 180182,182182 | 12 180182 | 17,8 182182 17
B12 177177 21,9 177177 25 177177 27,6 177177 27
B6 157157 13,1 157157 13 157157 22,7 157157 24
B217 137137 19,1 137137 20 | 137137 |195| 137137 |21

5.4.4 Analyza variance alelickych frekvenci

Hodnoty testu AMOVA byly vyhodnoceny na zakladé 999 premutaci. Vysledky testu
ukazaly (tabulka 15.), Zze populace ma nejvétsi zdroj genetické variability u jedincti Z opacné
populace, jak se v ptipadé rozdéleni podle pohlavi o¢ekava. Zdroj variability uvniti populaci
je 0%, coz ukazuje, Ze jedinci se uvnitt populace nemohou parovat, nebot’ jsou totozni.
Variabilita mezi vzorky uvniti populaci je samoziejmée velmi nizka (7%). K celkové alelické

variabilité tedy ptispiva parovani mezi populacemi.

Tabulka 15. AMOVA samci a samice.

Variace

Zdroj d.f. Suma ¢tverci komponenti %
Vv populaci 1 1,417 0,000 0%
mezi vzorky
uvnitr
populaci 93 190,762 0,133 7%
u jedinci 95 169,500 1,784 93%
celkem 189 361,679 1,918 100%
Fst 0,004 P hodnota 0,797

5.5 Vysledky analyzy populace setiidéné podle regionu

V této kapitole byla populace rozdélena na 3 subpopulace podle regioni, a to populace
Ceské republiky (CZE, N=71), populace severni a vychodni Evropy (SV, N=20) a populace
zapadni a jizni Evropy (JZ, N=4 — program GenALEx u n¢kterych analyz vyZzaduje minimaln¢
5 jedinct v populaci, jinak jsou vysledky zavadéjici). Do oblasti SV byly zatazeny fretky
Z Mad’arska (13), Finska (1), Ruska (3) a Slovenska (3). Oblast JZ zahrnuje fretky z Francie
(1), Spanélska (1), Nizozemi (1) a Italie (1).
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5.5.1 Distribuce alel v regionech

V ramci regionli byly zaznamenany rozdily v Cetnosti alel. Tabulky 16.-22. uvadéji
frekvence alel v jednotlivych regionech podle lokusi vyjadiené v procentech. Absence vice
alel a vykyvy hodnot v jejich ¢etnostech v oblasti JZ je ovlivnéna malym rozsahem populace,
kde je N=4. Region spise pomaha osvétlit pavod alel.

Na lokusu A10 se alely 146 a 149 vyskytuji pouze na uzemi Ceské republiky a zaroven
zde dominuje alela 152. Alela 154 se vyskytuje pouze u jedinct v oblasti SV. Distribuce
ostatnich alel v oblastech SV a JZ je vyrovnana.

Tabulka 16. Frekvence alel v ramci regiont na lokusu A10.

Alela CZE (%) SV (%) IZ (%)
146 1 0 0
149 5 0 0
150 14 32,5 375
152 80 62,5 62,5
154 0 5 0

Alela 220 byla zaznamenana pouze U jednoho jedince na izemi CZE odebraného
v utulku v Boleslavi. Pouze u dvou jedinct, z Ruska a Mad’arska, byla detekovana alela 232.

V oblasti SV je nejvétsi Cetnost alely 234.

Tabulka 17. Frekvence alel v ramci regionti na lokus A223.

Alela CZE (%) SV (%) JZ (%)
220 07 0 0
222 5,6 5 0
224 1,4 25 0
226 31,7 10 25
228 43 50 62,5
230 10,6 75 0
232 0 5 0
234 07 20 12,5

Pouze v oblasti CZE byly detekovany alely 116 (2x) a 124 (3x). Frekvence zbyvajicich
alel zkrz regiony je vyrovnana. Na lokusu dominuje alela 120 ve v§ech regionech. Lokus B209
je z hlediska frekvenci alel v regionech vyrovnany.

47



Tabulka 18. Frekvence alel v ramci regionti na lokus B2009.

Alela CZE (%) SV (%) JZ (%)
116 1,4 0 0
118 9,2 7,5 12,5
120 53,5 72,5 50
122 33,8 20 37,5
124 2,1 0 0

V regionu SV pievazuje u fretek cetnost alely 180. V oblastech CZE a JZ dominuje
alela 182. Alely 188 a 190 byly detekovany pouze v regionu CZE. Alela 190 byla
zaznamenana u dvou jedincti ze severozapadu Cech (Chomutov, Teplice).

Tabulka 19. Frekvence alel v ramci regionti na lokus B9.

Alela CZE (%) SV (%) JZ (%)
178 2.1 2,5 0
180 23,9 475 25
182 57,7 35 62,5
184 6,3 7.5 0
186 4,2 7.5 12,5
188 4,2 0 0
190 1,4 0 0

Alela 181 ma nejvétsi Cetnost v regionu SV, a to konkrétné v Mad’arsku. V CZE byla
detekovana u dvou jedincti ze severozapadnich Cech.

Tabulka 20. Frekvence alel v ramci regionti na lokus B12.

Alela CZE (%) SV (%) JZ (%)
177 78,2 575 375
179 20,4 35 62,5
181 1,4 7.5 0

Na lokusu B6 jsou pro region CZE dvé¢ privatni alely 147 a 151. Odebrany byly dvéma
jedinciim ze stfednich ¢ech. Absence alely 163 v oblasti SV nazancuje jeji pivod v jizni ¢asti
Evropy. To potvrzuje i jeji vyskyt u jedné fretky v regionu JZ pochazejici ze Spanélska.
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Tabulka 21. Frekvence alel v ramci regionti na lokus B6.

Alela CZE (%) SV (%) JZ (%)
147 07 0 0
149 2.8 75 0
151 07 0 0
153 1,4 5 0
155 1,4 0 0
157 61,3 60 62,5
159 11,3 12,5 25
161 17,6 15 0
163 2.8 0 12,5

Alela 129 nebyla detekovana u jedinct v regionu SV. Alely 125 a 139 maji pouze

fretky v oblasti CZE. V ramci lokusu B217 je alela 131 nejcetnéjsi v oblasti SV.

Tabulka 22. Frekvence alel v ramci regionti na lokus B217.

Alela CZE (%) SV (%) JZ (%)
125 07 0 0
129 07 0 12,5
131 2,1 22,5 12,5
133 2.8 2,5 0
135 25,4 22,5 25
137 67,6 52,5 50
139 07 0 0

5.5.2 Zakladni popisné charakteristiky pro regiony

Tabulky 23.-25. uvadi zakladni popisné charakteristiky pro jednotlivé regiony.
Vysledky v regionu JZ jsou zkreslené malym rozsahem populace. JZ v této kapitole slouzi
k vytazeni jedinct z oblasti SV, ¢imz se tento region Iépe charakterizuje. Shannon indexy se
blizi vyrovnanosti na lokusu A223. Niz§i hodnoty ovliviiuje maly rozsah vSech populaci
v regionech. Z hodnot Ho a He vyplyva, Zze na vsech lokusech ve vSech regionech je
polymorfismus. Opét je zde patrna fixace alel na lokusu B217 v populacich. V regionu SV je
vidét fixace alel na lokusu B6.
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Tabulka 23. Popisné charakteristiky populace v regionu CZE.

Lokus Na Ne I Ho He F
A10 4,000 1,500 0,636 0,366 0,333 -0,099
A223 7,000 3,284 1,408 0,662 0,695 0,048
B209 5,000 2,441 1,062 0,563 0,590 0,046
B9 7,000 2,506 1,243 0,577 0,601 0,039
B12 3,000 1,532 0,577 0,324 0,347 0,067
B6 9,000 2,374 1,243 0,549 0,579 0,051
B217 7,000 1,913 0,899 0,423 0,477 0,115

Tabulka 24. Popisné charakteristiky populace v regionu SV.

Lokus Na Ne | Ho He F
A10 3,000 2,005 0,809 0,450 0,501 0,102
A223 7,000 3,213 1,485 0,700 0,689 -0,016
B209 3,000 1,751 0,749 0,400 0,429 0,067
B9 5,000 2,778 1,202 0,700 0,640 -0,094
B12 3,000 2,180 0,880 0,500 0,541 0,076
B6 5,000 2,462 1,195 0,500 0,594 0,158
B217 4,000 2,649 1,102 0,550 0,623 0,116

Tabulka 25. Popisné charakteristiky populace v regionu JZ.

Lokus Na Ne I Ho He F
A10 2,000 1,882 0,662 0,250 0,469 0,467
A223 3,000 2,133 0,900 0,750 0,531 -0,412
B209 3,000 2,462 0,974 0,750 0,594 -0,263
B9 3,000 2,133 0,900 0,500 0,531 0,059
B12 2,000 1,882 0,662 0,250 0,469 0,467
B6 3,000 2,133 0,900 0,750 0,531 -0,412
B217 4,000 2,909 1,213 1,000 0,656 -0,524

5.5.3 Hardy-Weinbergova rovnovaha v regionech

Populace v regionech SV a JZ jsou vyrovnané, nebyly pozorovany odchylky od HW
rovnovahy. V regionu CZE byla pozorovana odchylka na lokusu B217. VVzhledem k velkému
poctu ocekavanych genotypl zde dominuji dva (graf 18). Ostatni lokusy jsou v rovnovaze.

Tabulky 26.-28. uvad¢ji souhrny chi kvadrat testi pro jednotlivbé regiony.
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Tabulka 26. Souhrn chi kvadrat testt HW rovnovahy v regionu CZE.

Lokus DF Chi kvadrat | Pravdépodobnost Odchylka
Al10 6 2,161 0,904 -
A223 21 13,578 0,887 -
B209 10 10,634 0,387 -
B9 21 17,540 0,678 -
B12 3 1,040 0,791 -
B6 36 8,735 1,000 -
B217 21 42,434 0,004 P<0.01
Tabulka 27. Souhrn chi kvadrat testt HW rovnovahy v regionu SV.
Lokus DF Chi kvadrat | Pravdépodobnost Odchylka
Al10 3 1,683 0,641 -
A223 21 16,250 0,755 -
B209 3 0,576 0,902 -
B9 10 8,525 0,578 -
B12 3 0,442 0,931 -
B6 10 10,506 0,397 -
B217 6 2,545 0,863 -
Tabulka 28. Souhrn chi kvadrat testt HW rovnovahy v regionu JZ.
Lokus DF Chi kvadrat | Pravdépodobnost Odchylka
Al10 1 0,871 0,351 -
A223 3 1,440 0,696 -
B209 3 2,333 0,506 -
B9 3 3,360 0,339 -
B12 1 0,871 0,351 -
B6 3 1,440 0,696 -
B217 6 4,000 0,677 -

Graf 18. Pozorovany a o¢ekavany genotypy na lokusu B217 v regionu CZE.
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5.5.4 Heterozygotnost regioni

V regionu CZE odpovida frekvence heterozygoti znazornéna na histogramu
Gaussovu rozd¢leni (graf 19). V regionech SV a JZ nema histogram Gaussovo rozd¢leni, coz
je ovlivnéno malym poctem jedinct v subpopulacich. Distribuce heterozygoti v SV a JZ je
zobrazena v grafech 20. a 21.

Graf 19. Distribuce heterozygott v regionu CZE.
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Graf 20. Distribuce heterozygotu v regionu SV.

5 ~
&
S < <
N4 ~
w - i —
= n i ] n
0,000,050,100,150,200,250,300,350,400,450,500,550,600,650,700,750,800,850,900,951,00
H-IND
Graf 21. Distribuce heterozygott v regionu JZ.
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5.5.5 Analyza variance alelickych frekvenci mezi regiony

V kapitole je popsan tok genti mezi zahrani¢nimi populacemi a ¢eskou populaci. Mezi
regiony byly spustény dva testy AMOVA. 1. test porovnaval alelickou variabilitu populace
CZE s populaci SV a 2. test AMOVA mezi populacemi CZE a JZ. Hodnoty byly zjistény na
zakladé 999 premutaci. Vysledky prvniho testu AMOVY (tabulka 29.) ukazaly, Ze 96%
genetické variability je v rozdilech jedincii vV ramei regionu, kdezto rozdily mezi populacemi
ptispivaji k celkové variabilité pouze 4 %. V prvnim testu byly zjistény vyznamné rozdily
mezi regiony. Druhy test AMOVA (tabulka 30.) prokazal, ze nejvétsi zdroj variability
V populacich je uvnitf regionti a neprokdzal vyznamné rozdily mezi regiony.

Tabulka 29. AMOVA mezi regiony CZE a SV

Variace

Zdroj d.f. Suma ¢tverci komponentii %
mezi regiony 1 6,991 0,082 4
uvnitfi regiont 180 337,564 1,875 96
celkem 181 344,555 1,957 100
Fst 0,042 P hodnota 0,001

Tabulka 30. AMOVA mezi regiony CZE a JZ.
Zdroj d.f. Suma ¢tvercii | Variace komponenti %

mezi regiony 1 2,382 0,030 2%
mezi populacemi
uvniti regiont 73 140,864 0,088 5%
u jedinci uvnitf
regioni 75 131,500 1,753 94%
celkem 149 274,747 1,871 100%
Fst 0,016 P hodnota 0,244

5.6 Vysledky analyz fenotypi

V této kapitole je sledovana populace fretek rozdélena do 8 subpopulaci podle fenotypa.
Jednotlivé subpopulace jsou: albino (A, N=13), tmavooky bily (DEW, N=3), champagne
(ChP, N=11), skoficovy (C, N=3), tchotfovity (TCh, N=32), &ernotchofovity (CTCh, N=26),
panda (PA, N=3), stiibrny (SI, N=3). Subpopulace DEW, C, PA a Sl maji maly rozsah (N=3),
coz ovlivni vysledky nékterych analyz. Jejich vyclenéni je vSak diilezité pro lepsi interpretaci
vysledku frekvenci alel, genotypi a jejich vazby na jednotlivé fenotypy.
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5.6.1 Distribuce alel v ramci fenotypi

Vyhodnoceni frekvence alel v ramci fenotypt ukazalo rozdily mezi subpopulacemi.
V tabulkach 30.-36. jsou uvedeny frekvence jednotlivych alel fenotypi podle lokust
vyjadiené v procentech.

Z tabulky 30. je patrné, ze na lokusu A10 dominuje alela 152 u vsech fenotypu. Alela
146 se vykytuje pouze u CTCh. Dale je u fenotypu detekovana jesté alela 154, kterd je zarovefi

I u fenotypu TCh. Zbylé fenotypy maji pouze dv¢ alely.

Tabulka 30. Frekvence alel v ramci fenotypt na lokusu A10.

Alela A DEW ChP C TCh CTCh PA Si
146 0 0 0 0 0 1,9 0 0
149 0 0 91 16,7 4,7 0 16,7 0
150 19,2 16,7 13,6 0 23,4 21,2 0 16,7
152 80,8 83,3 77,3 83,3 70,3 75 83,3 83,3
154 0 0 0 0 1,6 1,9 0 0

Alela 220 lokusu A223je detekovana pouze jednou, a to u fenotypu A. Narozdil od
lokusu A10 je zde populace A velmi variabilni. Dal§imi variabilnimi subpopulacemi jsou TCh
a CTCh, kdezto nejniz§i maji opét DEW a PA. Nejfrekventovangjsi alelou je 228 u viech
fenotypti.

Tabulka 31. Frekvence alel v ramci fenotypt na lokusu A223.

Alela A DEW ChP C TCh CTCh PA Sl
220 3,8 0 0 0 0 0 0 0
222 3,8 0 13,6 16,7 4,7 3,8 0 0
224 3,8 0 0 0 0 1,9 16,7 0
226 34,6 33,3 18,2 16,7 25 23,1 50 33,3
228 38,5 66,7 45,5 50 39,1 51,7 33,3 33,3
230 115 0 91 0 141 5,8 0 16,7
232 0 0 0 0 1,6 1,9 0 0
234 3,8 0 13,6 16,7 15,6 5,8 0 16,7

Tabulka 32. ukazuje, Ze vyskyt alely 120 pfevazuje u vSech fenotypt, kromé C.
Fenotyp DEW na lokusu B209 je monomorfni (alela 120), ¢ili nevykazuje Zadnou variabilitu.
Alela 124 byla detekovana pouze u fenotypu TCh, ktery je zaroven v ramci lokusu
nejvariabilng;jsi (obsahuje vSechny detekované alely).
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Tabulka 32. Frekvence alel v ramci fenotypi na lokusu B209.

Alela A DEW | ChP C TCh | CTCh PA Sl
116 0 0 0 0 1,6 0 16,7 0
118 3,8 0 18,2 0 4,7 11,5 0 50
120 57,7 100 50 33,3 56,3 59,6 66,7 33,3
122 38,5 0 31,8 66,7 32,8 28,8 16,7 16,7
124 0 0 0 0 47 0 0 0

Nejvariabilngjsi fenotypy lokusu B9 jsou TCh a CTCh, u kterych byly detekovany
vSechny zjisténé alely. Fenotyp A je také pomérn¢ variabilni na rozdil od lokusu A10. Zbylé

fenotypy zde vykazuji nizsi variabilitu. Nejfrekventovanéjsi alely jsou 180 a 182.

Tabulka 33. Frekvence alel v ramci fenotypt na lokusu B9.

Alela A DEW | ChP C TCh | CTCh PA Sl
178 0 0 0 0 47 1,9 0 0
180 46,2 16,7 22,7 83,3 18,8 30,8 33,3 16,7
182 34,6 66,7 68,2 16,7 64,1 46,2 50 66,7
184 11,5 0 45 0 7.8 3,8 0 16,7
186 7.7 0 0 0 1,6 13,5 0 0
188 0 16,7 45 0 1,6 1,9 16,7 0
190 0 0 0 0 1,6 1,9 0 0

Lokusu B12 dominuje alela 177 ve vSech fenotypech. Fenotypy DEW a C jsou
monomorfni a nevykazuji zadnou variabilitu. Maji pouze alelu 177. Nejvétsi variabilitu opét
vykazuji fenotypy TCh a CTCh spoleéné s A.

Tabulka 34. Frekvence alel v ramci fenotypi na lokusu B12.

Alela A DEW | ChP C TCh | CTCh PA Sl
177 80,8 100 77,3 100 71,9 57,7 66,7 83,3
179 15,4 0 22,7 0 26,6 36,5 33,3 16,7
181 3,8 0 0 0 1,6 5,8 0 0

V ramci lokusu B6 je nejcetnéjsi alela 157. Alela 155 je zaznamenana pouze
fenotypti TCh a CTCh. Nejvétsi variabilitu maji TCh a CTCh, fenotyp A je primérny a

nejnizsi variabilita byla zaznamenana u DEW a C.
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Tabulka 35. Frekvence alel v ramci fenotypt na lokusu B6.

Alela A DEW | ChP C TCh | CTCh PA Sl
147 0 0 45 0 0 0 0 0
149 3,8 0 45 0 3,1 3,8 16,7 0
151 3,8 0 0 0 0 0 0 0
153 0 0 45 0 47 0 0 0
155 0 0 0 0 1,6 1,9 0 0
157 65,4 83,3 68,2 50 62,5 51,9 66,7 50
159 19,2 16,7 13,6 0 9,4 9,6 16,7 33,3
161 7.7 0 45 50 15,6 28,8 0 0
163 0 0 0 0 3,1 3,8 0 16,7

Interpretace vysledkii na lokusu B217 je téméf stejna jako na piedchozich. Ve
variabilité prevladaji fenotypy TCh a CTCh, nejmensi maji fenotypy DEW, C a PA, kdezto
ty zbylé vykazuji stfedni variabilitu. Alela 125 byla detekovana jen u fenotypu TCh. U
fenotypu SI byla zjisténa alela 139, ktera se u jinych fenotypti nevyskytuje.

Tabulka 36. Frekvence alel v ramci fenotypt na lokusu B217.

Alela A DEW | ChP C TCh | CTCh PA Sl
125 0 0 0 0 1,6 0 0 0
129 0 0 45 0 0 1,9 0 0
131 3,8 0 0 0 6,3 15,4 0 0
133 0 0 0 0 1,6 7.7 0 0
135 34,6 50 18,2 16,7 28,1 17,3 16,7 16,7
137 61,5 50 77,3 83,3 62,5 57,7 83,3 66,7
139 0 0 0 0 0 0 0 16,7

5.6.2 Fixace alel u fenotypu

Nasledujici tabulka (Tabulka 37.) uvadi pouze lokusy vykazujici zvysené fixaéni
indexy fenotypti. Populace DEW, C, PA a SI zde nejsou uvadény z divodu malého rozsahu,
ktery snizuje kvalitu vysledkd. Na vSech lokusech vSech fenotypli je pozorovany
polymorfismus, kromé lokustt B209 fenotypu DEW a B12 fenotypi DEW a C. Tyto lokusy
jsou monomorfni. Fenotypy TCh a CTCh nevykazuji 7adné signifikantni odchylky
Vv popisnych charakteristikach. U fenotypu A doslo k fixaci alel na lokusech A10, B6 a B217.
Fenotyp ChP ma zvysené F indexy na lokusech B209, B12 a B217.
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Tabulka 37. Zvysené fixacni indexy fenotypu.

Fenotyp Lokus Na | Ho He F
Al0 2/5 0,490 0,231 0,311 0,257
A B6 5/9 1,043 0,308 0,527 0,416
B217 317 0,791 0,308 0,500 0,385
B209 3/5 1,021 0,364 0,616 0,409
ChP B12 2/3 0,536 0,091 0,351 0,741
B217 3/7 0,650 0,273 0,368 0,258

5.6.3 Hardy-Weinbergova rovnovaha fenotypu

Populace DEW, C, PA a Sl nejsou v kapitole uvadény vzhledem k zavadgjici
interpretaci vysledkii U populaci S malym rozsahem. Tabulky 38.-41. uvad¢ji souhrny chi
kvadrat testt podle fenotyptl. Z t&chto tabulek vyplyva, Ze populace fenotyptt TCh a CTCh
jsou rovnovazné a spnuji podminky pro HW rovnovdhu. Fenotyp A vykazuje mirnou
odchylku na lokusu B6, ktery ma nejvyssi fixac¢ni index a je zde fixovana alela 157. Dalsi

odchylka je zaznamenana na lokusu B12 fenotypu ChP.

Tabulka 38. Souhrn chi kvadrat testti pro HW rovnovahu u fenotypu A.

Lokus DF Chi kvadrat Pravdépodobnost Odchylka
Al0 1 0,860 0,354 -
A223 21 11,870 0,943 -
B209 3 2,311 0,510 -
B9 6 3,892 0,691 -
B12 3 5,837 0,120 -
B6 10 19,737 0,032 P<0.05
B217 3 3,340 0,342 -
Tabulka 39. Souhrn chi kvadrat testti pro HW rovnovahu u fenotypu ChP.
Lokus DF Chi kvadrat | Pravdépodobnost Odchylka
Al0 3 0,952 0,813 -
A223 10 8,666 0,564 -
B209 3 3,589 0,309 -
B9 6 1,222 0,976 -
B12 1 6,043 0,014 P<0.05
B6 15 7,578 0,940 -
B217 3 1,798 0,615 -
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Tabulka 40. Souhrn chi kvadrat testd pro HW rovnovahu u fenotypu TCh.

Lokus DF Chi kvadrat | Pravdépodobnost Odchylka
Al10 6 2,671 0,849 -
A223 15 11,136 0,743 -
B209 10 12,094 0,279 -
B9 21 4,621 1,000 -
B12 3 0,480 0,923 -
B6 21 8,667 0,992 -
B217 10 7,476 0,680 -

Tabulka 41. Souhrn chi kvadrat test pro HW rovnovahu u fenotypu CTCh.

Lokus DF Chi kvadrat | Pravdépodobnost Odchylka
Al0 6 4,937 0,552 -
A223 21 19,760 0,537 -
B209 3 1,525 0,677 -
B9 21 20,628 0,482 -
B12 3 3,152 0,369 -
B6 15 10,607 0,780 -
B217 10 14,452 0,153 -

5.6.4 Heterozygotnost fenotypit

V kapitole jsou uvedeny pouze fenotypy A, ChP, TCh a CTCh. Na grafech 22.-25. je
patrné, ze fenotypy neodpovidaji gausovu rozdéleni, tudiz nejsou z hlediska distribuce
heterozygotii vyrovnané. Fenotypy A a ChP maji vice zastupcli v levé c¢asti grafii, coz
znamend, e jsou vice homozygotni. Naopak fenotypy TCh a CTCh maji vice obsazenou
pravou cast grafi — jsou vice heterozygotni. Fenotypy se v celkovém odrazu populace

vykompenzovaly, proto spliuji Gaussovo rozdéléni jako celek (graf 16.)

Graf 22. Distribuce heterozygotti fenotypu A.
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Graf 23. Distribuce heterozygott fenotypu ChP.
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Graf 24. Distribuce heterozygotti fenotypu TCh.
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Graf 25. Distribuce heterozygotii fenotypu CTCh.
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5.6.5 Analyza molekularni variance mezi fenotypy tchoiovity a ¢ernotchorovity

Z divoda podobnosti fenotypt a jedincti vedenych jako tchofi nebo pultchofi byla
mezi fenotypy TCh a CTCh spusténa AMOVA (na zakladé 999 premutaci). Vysledky
prokazaly (tabulka 42.), Ze populace se vzajemné nekftizi. Zdroj molekularni variability mezi
subpopulacemi je pouze 1%, kdeZto uvnit subpopulaci je to 99%. Populace jsou oddélené a
nedochazi zde k toku geni.
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Tabulka 42. AMOVA mezi fenotypy TCh a CTCh.

Variace

Zdroj d.f. Suma ¢tverct komponenti %
mezi
subpopulacemi 1 3,154 0,020 1%
uvnitf
subpopulaci 114 225,743 1,980 99%
celkem 115 228,897 2,001 100%
Fst 0,010 P hodnota 0,078

5.6.6 Geneticka vzdalenost

Vysledky popula¢ni matice ukazaly (tabulka 43.), Ze nejvétsi geneticka vyzdalenost je

mezi fenotypy DEW a C (0,287). Nejmensi genetickou vzdalenost vykazuji fenotypy ChP a

TCh (0,018).
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Tabulka 43. Popual¢ni matice genetické vzdalenosti (Nei).

A DEW | ChP C TCh CTCh |PA Sl

0,000 A
0,084 | 0,000 DEW
0,051 |0,090 |0,000 ChP
0,106 |0,287 |0,157 {0,000 C
0,040 |0,076 |0018 |0,171 {0,000 TCh
0,053 |0,109 |0,053 |[0,152 |0,036 | 0,000 CTCh
0,064 |0,104 |0,061 |0,202 |0,069 |0,083 |0,000 PA
0,105 |0,55 |0,059 |0,259 |0,081 0,123 |[0,130 [0,000 |SI
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6 Diskuze

Ve své bakalarské praci Moznosti a souc¢asna praxe uréovani paternity fretky (Mustela
putorius furo) jsem uvadéla e, genetické testovani v populaci chovanych fretek v Ceské
republice ma smysl. Z tohoto diivodu jsem se rozhodla analyzovat mikrosatelitni DNA fretek
chovanych na uzemi Ceské republiky a pro porovnani také jedince ze zahrani¢i, nebo
zahrani¢nim pivodem. Zkoumany byly z hlediska pohlavi, ptivodu a fenotypt. Z hlediska
nemoci jsem populaci bohuzel populaci analyzovat nemohla z divodu malého poctu
odebranych nemocnych jedinct, a to pouze 3 hlusi jedinci, mezi kterymi nebyla zjisténa
vyznamna spojitost v pribéhu analyz. Jednotlivé body budou dale diskutovany.

6.1 Celkové vyhodnoceni

V ramci diplomové prace bylo detekovano 6 vzacnych alel: 146, 220,125, 139, 147 a
151. Témét vSechny analyzované lokusy vykazaly velkou polymorfnost, kromé lokusu B12,
ktery ma pouze 3 alely. Na tomto lokusu ziejmé¢ doslo k vazbé letalnich alel vlivem
domestikace. Navzdory velkému poctu zjisténych alel (7 alel) lokus B217 vykazuje také
nizkou variabilitu. Zde pravdépodobné doslo k fixaci vlivem Slechténi (zvySeny F index:
0,102). U celkové populace (vSechny vzorky vletné zahrani¢nich) nebyla pozorovana
odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Distribuce heterozygoti je téZz vyrovnana
(odpovida Gaussovu rozdéleni na histogramu). V populaci byli zjisténi dva 100%
homozygotni jedinci, a to Cernotchofovity samec z Kladna a abino samice z tatulku. Také byli
detekovani tifi 100% heterozygotni jedinci, a to stfibrny poloangorsky samec z utulku
(ptivodné z chovné stanice), tchotfovita samice z Prahy a ¢ernotchotovitd samice z Mad’arska
(ptiltchot). Analyza celkové populace nevykazuje zadné abnormality v rdmci zkoumané
mikrosatelitni DNA a populace se zda byt rovnovazna.

Vysledky matice pro linearni kodominantni genotypovou vzdalenost neprokazaly
inbreeding. Mezi vzorky Fr05/Fr86 a Fr09/Fr90 se genotypova vzdalenost rovna nule
(genotypy jsou totozné). V obou piipadech byla odebrana ta sama fretka nedopatienim 2x
vV Praze na vystavé, akorat rok po sobé. Fr09/Fr90 je Cernotchotfovity samec z Prahy a
FrO5/Fr86 je champagne samice z Teplic. Nejvétsi genotypova vzdalenost byla namétena
mezi vzorky Frll/Fr70. Frll je tchotfovita samice z Prahy a Fr70 je albino samice
z Mad’arska. V tomto ptipad¢ je mezi fretkami velka geografickd vzdalenost a fenotypovy
rozdil. Dale byl imbreeding analyzovan souhrny ptibuznosti para podle Ritland (1996) a podle
Queller a Goodnight (1989), které také neprokazaly, ze by dochazelo K ptibuzenské
plemenitbé. Extrémy byly vykompenzovany v populaci.

Fylogeneticky strom z DARwin ukazuje jasné oddélenou populaci fretek (Cervené

pole), ktera zahrnuje pouze fretky tchofovité, ernotchofovité a dva tchote ptivodem z Ceské
republiky, tudiz pravdépodobné nedochazi k toku genii mezi jinymi fenotypy a regiony. Toto
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tvrzeni podporuji i vysledky analyzy AMOVA mezi regiony a mezi fenotypy tchotovity a
¢ernotchotovity. Dale je vidét, ze Mad’arsko (fialové pole) mé nejvétsi koncentraci pultchott,
coz naznaduje, ze v této zemi pouZivaji tchofe v chovu pro oZiveni krve. Cerné pole nazna¢uje
spolupraci Ceskych a madarskych chovatelt, kde jedinec Fr12 by mohl byt potomkem ¢i
vzdalenym potomkem fretky Fr74 nebo Fr75 (zfejmé sourozenci) od jednoho mad’arského
chovatele. VétSina jedincti od mad’arskych chovatelti se vSak oddéluje jiz v prvni vétvi
(Cervena Sipka), coz potvrzuje, Zze populace mezi sebou maji genetickou diverzitu. Déle je
vidét jista fenotypova diferenciace svétlych fenotypt (modré pole) i kdyz vysledky genetické
vzdalenosti mezi fenotypy ukazaly, ze nejblize si jsou fenotypy champagne a tchotovity a také
zaroven v oblasti modrého pole nejsou vsichni jedinci tohoto fenotypu. Oddélena vétev (Sedé
pole) slovenskych fretek téz znaci genetickou diferenciaci regionu.

6.2 Vyhodnoceni populace dle pohlavi

Vysledky analyz zkoumajici rozdily v ramci pohlavi odhalily, ze alely 220, 116, 129,
139, 151 vyskytujici se pouze u samct a alely 146, 232, 125, 147 vyskytujici se pouze u samic
predstavuji alely vazané na pohlavi. Dle histogramu pro alelicky vzor populaci je vidét u
samcl vys$i heterozygotnost. V tabulkach zékladnich charakteristik je patrné, Ze u samct
doslo k fixaci alel na lokusu B12, kde ma alela 181 vyssi frekvenci u samic. Dale je
zaznamenana fixace také na lokusech A10, ktery mé o alelu méné nez samice a na lokusu
B217 na kterém doslo k fixaci alel vyskytujicich se pouze u samct. U samic je vyssi fixace
alel na lokusech A223, B209 a B9, coz mize byt ovlivnéno na lokusu A223 a B9 nizsi
heterozygotnosti (neZ u samcii) a na lokusu B209 niz§im poctem alel u samic. V populacich
byly pozorovany dvé odchylky od HW rovnovahy, a to na lokus B217 u samct a na lokusu
A223 u samic. Na lokusu B12 je to ovlivnéno fixaci alel, které jsou vazany na chromozom Y
a na A223 samic vazbou letalnich alel (nizka heterozygotnost). Lokus A223 samic je
inbreedni. Cetnosti genotypi jsou z hlediska pohlavi vyrovnané, vyjma genotypti obsahujici
alelu vazanou na pohlavi. Studie Piazza et al., 2014 uvadi Ze nebyla zjisténa zadna souvislost
mezi hluchotou a pohlavim, tudiz alely zptsobujici hluchotu nejsou vazané na pohlavi.

6.3 Vyhodnoceni regiont

Vyhodnoceni populaci regionti v detekci alel vazanych na region pievazuje Ceska
republika, coz je ovlivnéno mnohem vétsim poctem jedinct nez ve zbylych regionech. Pouze
v Ceské republice byly detekovany bézné alely 149, 116 (saméi), 124, 188, 190 a vzacné
samici alely 146, 147,125 a sam¢i 220,151,139. Alely detekované pouze u fretek ze severni a
vychodni Evropy jsou 154 a 232. Absence téchto alel v oblastech severni a vychodni Evropy
a jizni a zapadni Evropy muze byt dana malym rozsahem populaci.
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Na lokusu A 223 V oblasti severni a vychodni Evropy je nejvétsi Cetnost alely 234.
jedinci majici tuto alelu pochazeji z Mad’arska (5) a Ruska (2). Jedinec Fr68 pochazejici
z Mad’arska je homozygot 234234. Alela 234 bude tedy pravdépodobné fixovana v mad’arské
populaci fretek.

V populaci severni a vychodni Evropy pievazuje na lokusu B9 fretek ¢etnost alely 180.
Jeji populaéni fixace je tedy pravdépodobné orientova na na sever a vychod Evropy. V oblasti
Ceské republiky, jizni a zapadni Evropy dominuje alela 182. V populaci jizni a zdpadni
Evropy chybi pouze u fretky z Italie, coz naznacuje, ze by alela mohla mit piivod v zapadni
Evropé. Alela 190 byla zaznamenana u dvou jedincii ze severozapadu ¢ech (Chomutov,
Teplice), tudiz je jeji vyskyt v populaci omezen jen na tuto oblast. Alela 190 tedy naznacuje
diverzitu i mezi regiony v Ceské republice.

Alela 181 lokusu B12 ma nejvétsi Cetnost u fretek ze severni a vychodni Evropy, a to
konkrétné zMadarska. V Ceské republice byla detekovana u dvou jedinci ze
severozapadnich Cech, coz miZe byt zplsobeno zahraniéni spolupraci chovatele ze
severozapadu.

Absence alely 163 na lokusu B6 u jedincti ze severni a Vychodni Evropy nazancuje
jeji pavod v jizni ¢asti Evropy. To potvrzuje i jeji detekce u jedné fretky pochazejici ze
Spanélska. V severni a vychodni Evropé je patrna fixace alely 157 na lokusu B6
pravdépodobné vlivem odbéra vzorkii od méalého poctu chovateld z této oblasti (vice jedinch
od jednoho chovatele).

Na alele 129 (B217) je naznacen jeji puvod v jizni ¢asti Evropy, coz doklada jeji
absence v regionu severni a vychodni Evropy a detekce u fretky z Italie. Alely 125 a 139 jsou
zaznamenany pouze v Ceské republice. Obé byly detekovany u jedinci ze stednich Cech, kde
bylo zaroven odebrano i nejvice vzorkt. V ramci lokusu B217 je alela 131 nejéetnéjsi v oblasti
severni a vychodni Evropy, kde bude pravdépodobné fixovana v populaci, coz naznacuje i
fretka pochézejici z Finska, kterd je v homozygotni soustavé 131131.

6.3.1 Populace fretek v Ceské republice

Oba testy AMOVA prokazaly, Ze zdrojem variability pro Ceskou republiku je jeji
populace a k tokiim gent ze zahrani¢i dochazi malo. Toto potvrzuji i vysledky z DARwin,
kde jsou populace sledovanych oblasti vétSinou na oddélenych vétvich stromt. Zdrojem
variability populace fretek pro Ceskou republiku jsou tedy tuzemské chovy. Distribuce
heterozygotli v Ceské republice ma na histogramu naznak Gaussova rozdéleni, tudiz je
populace vyrovnanéjsi nez ostatni regiony z hlediska distribuce heterozygott. Tyto analyzy
neprokazuji inbreeding v populaci fretek chovanych v Ceské republice. Jedinou analyzou,
ktera zaznamenala v populaci odchylku, byl Test Hardy-Weingergovy rovnovahy. Test ukazal
odchylku na lokusu B217, ktery je v ¢eské populaci homozygotni. Pfevlada zde genotyp
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137137 (35 jedincu ze 71). Dal$im frekventovanym genotypem je 135137 (21 jedinct ze 71).
Vzhledem k velkému poctu ocekavanych genotypt se zde objevuji pouze dva. Na lokusu
ziejme doslo ke snizeni variability vlivem inbreedingu. Ostatni lokusy jsou v rovnovaze.

Pti porovnani vysledkt se studii Ernest et al.,2012 je patrné, ze na kazdém lokusu byl
detekovan vétsi pocet alel a téméf na kazdém lokusu je vySsi pozorovand heterozygotnost,
kromé lokusu B12 a B6 v australské populaci. Populace fretek chovana v Evropé tedy
vykazuje veétsi genetickou variabilitu nez populace v Australii a USA, k ¢emuz ziejmé
ptispiva revitalizace evropskych chovi fretek tchofi. Toto potvrzuje fylogeneticky strom
z DARwin a také zminka na strankach Svazu chovatela fretek, kterd umoznuje zapis jedinct
kiizenych s tchofem do plemenné knihy (SCHF,2020). Studie Ernest et al.,2012 také
prokdzala, ze mikrosatelitni markery tchote a fretky maji vyuzitelnost pii genetickych
analyzach obou druhti, coz potvrzuje blizky geneticky vztah a tudiz mozZnost kiizeni za Gi¢elem
zvySovani variability téchto domestikovanych Selem.

6.4 Vyhodnoceni fenotypu

Vysledky analyz spusténych mezi fenotypy prokazaly, ze nejvariabilnéj$imi fenotypy
jsou tchofovity a Cernotchotovity. VSechny fenotypy vykazuji nizkou variabilitu na lokusu
A10, pravdépodobné vlivem inbreedingu. Vyjimku tvoii pouze tchofoviti a ¢ernotchotoviti.
Na lokusu B209 u jedincli zaznamenanych jako tchofi a ptltchofi byly detekovany jen dvé
alely, ato 120 a 118, coz vzhledem k vysoké frekvenci alely 122 naznacuje, Ze se v populaci
zafixovala vlivem domestikace. Alela 124 byla detekovana jen u fenotypu tchofovity, ale
zaroven se nevyskytuje u jedincli vedenych jako tchoti nebo pultchofi, coz téZ naznacuje
fixaci vlivem domestikace. Fenotypy tchotfoviti a cCernotchotfoviti nevykazuji Zadné
signifikantni odchylky v popisnych charakteristikach, ani Hardy-Wenbergové rovnovaze, coz
potvrzuje vyrovnanost téchto populaci. Alela 146, coz je vzacna sam¢i alela je zaznamenana
pouze u cernotchofovitych, tudiz bude pravdépodobné spjata s témito rysy. V ramci fenotypt
maji nejvyssi heterozygotnost. Z divodu sdileni nékterych alel (154, 155, 190 a 178) mezi
témito fenotypy byl spusStén test AMOVA, ktery prokazal, Ze populace jsou oddélené a
nedochazi mezi nimi ke kiizeni.

Albini, champagne a stfibrny vykazuji stfedni hodnoty v porovnéni s ostatnimi
fenotypy. Alela 220 na lokusu A223 je vazana na albino zbarveni. Detekovana je pouze
jednou, a to u samce z Ceské republiky. Narozdi od lokusu A10 jsou na lokusu A223 velmi
variabilni. albini vykazuji odchylku od HW rovnovahy na lokusu B6, ktery ma zvySeny
fixacni index a je zde fixovana alela 157 vlivem $lechténi. Dalsi odchylka od HW rovnovahy
je zaznamenana na lokusu B12 fenotypu champagne, kde doslo k fixaci alely 177 (nejvyssi
fixacni index v populaci) zfejmé vlivem Slechténi. Na stiéibrny fenotyp je pravdépodobné
vazana alela 139, ktera u jinych nebyla detekovana a zaroven byla zjisténa u vSech odebranych
stiibrnych jedinct. U albint je vidét v popisnych charakteristikach, ze doslo k fixaci alel 152
(83,3%), 157 (65,4%) a 137 (61,5%) a u champagne alel 122 (31,8%), 177 (77,3%) a také 137
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(77,3%) pravdépodobné vlivem S$lechténi. Dle distribuce heterozygotli ptestavuji albini a
champagne nejvétsi zastoupeni homozygotil, coz mize byt zpisobeno inbreedingem.

cvwvr

DEW a skotficovy monomorfni, tudiz nevykazuji zddnou variabilitu. Maji pouze alelu 177,
coz muze byt ovlivnéno malym rozsahem obou populaci a zaroven i nizkou polymorfnosti
lokusu B12.Vysledky analyz téchto fenotypl ukazuji sniZzenou heterozygotnost, coz se
v disledku inbreedingu déje. Vysledky pro tyto fenotypy mohou byt samoziejmé zptsobeny
malym rozsahem populaci.

Vysledky z popualéni matice na zakladé Neiovy genetické vzdalenosti ukazaly, ze
nejmensi geneticka vzdalenost je mezi fenotypy champagne a tchotovity (0,018). Studie
Grabolus et al., 2019 uvadi ze, champagne byla jedna z prvnich mutaci, ktera vznikla a byla
v chovech fixovana (Wales, 1900), a dale také, Ze vysledkem kiizeni ¢okoladovych a
champagne fretek je vrh tchofovitych mlad’at. Tyto dva faktory pravdépodobné ovliviiuji
malou genetickou vzdélenost mezi fenotypy.
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7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo ziskat vzorky DNA zastupct fretky (Mustella putorius furo)
chovanych v Ceské republice, optimalizovat panel vybranych mikrosatelitnich marker
specifickych pro tento druh a oziejmit rozsah genetické variability v mistnich chovech.

e Odbér vzorkia DNA probéhl na tzemi Ceské republiky v utulku fretek Boleslav, na
vystavach (rok 2018 a 2019) a u soukromych chovateltl. Utulek predstavuje velmi
variabilni soubor jedinct vzhledem k tomu, ze se sem dostavaji fretky od chovateld,
z chovnych stanic a fretky odchycené venku. Soubor vzorkt pro zpracovani
diplomové prace by tedy mél piedstavovat reprezentativni zastoupeni chované
populace v Cechach. Pro porovnani a lepsi interpretaci vysledkd byly na vystavach
odebrany i fretky od zahrani¢nich chovateld.

e Optimalizace panelu mikrosatelitnich markerti podle studie Ernest et al., 2012 pro
podminky Katedry Genetiky a Slechténi probéhla tispésné. Pokus byl spustén po
druhé optimalizaci, kdy byly oziejmeny optimalni koncentrace primert a kiizové
rekace mezi primery v multiplex PCR.

e Podle vysledki jednotlivych analyz je variabilita fretek v Ceské republice na dobré
urovni. Na inbreeding poukazuje pouze odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
na lokusu B217, kde doslo k fixaci dvou genotypti. Analyzy také ukazaly, ze zdrojem
variability jsou zejména tuzemské chovy. Pfi porovnani vysledku se studii Ernest et
al., 2012 vykazuje Ceska (i evropska) populace vyssi polymorfismus neZ populace
australska a americka. Vzhledem k vysledkdm této studie (u tchoit byl zaznamenan
vy$si polymorfismus) by k zvySeni variability jisté ptispélo Castéjsi kiizeni feretk s
tchofi, jak je to vice praktikovano v zahrani¢nich evropskych chovech. Podle stranek
Svazu chovateli fretek by revitalizace ¢eskych chovu tchoti méla probihat, i kdyz
v mens$i mife. Z hlediska pohlavi samci vykazuji vétSi heterozygotnost, jinak jsou
vyrovnané. Podle analyz fenotypi vykazuji jistou miru inbreedingu fenotypy
tmavooky bily, skoficovy a panda (nizka variabilita). Zde by k zvySeni variability
pfispéla naptiklad vétsi zahrani¢ni chovatelska spoluprace. U pand (bila hlava) je
nejvetsi riziko hluchoty. Potvrzenim je, ze vSechny odebrané pandy byly hluché a
také studie Piazza et al, 2014. Naopak velmi dobfe je na tom populace tchofovitych
a cernotchofovitych, ktefi jsou po vSech strankach vyrovnani a maji vyssi
heterozygotnost. Vzhledem k tomu, Ze se tyto dvé populace mezi sebou nekiizi, tak
predstavuji vyrovnané fenotypy, které by meli méné trpét genetickymi vadami.
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