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ABSTRACT

The aim of this work was to determine allel frequency of gen, associated with tobiano
spotting pattern in Paint Horse breed. Four main kinds of spotting are distinguished: tobiano,
frame overo, sabino and splashed white. Tobiano spotting pattern is characterized by white
patches that cross the dorsal midline and include legs. Depigmented areas descend vertically.
Face markings are the same as on normal horses. Allele KM1 of protooncogene c-kit (KIT)
with Mspl restriction site is associated with tobiano spotting pattern. Fifty Paint Horses were
tested for genotype of KIT gene, by PCR-RFLP. From 37 tobiano (or tovero) horses were
5 homozygous KM1 KM, 32 heterozygous KM1 KMO. Thirteen non-tobiano horses (solid or
other spotting pattern) were homozygous KM0 KMO0. Allele frequency of KM1 in Paint Horse
breed is 0,42.
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UvVoD

Vzor strakatosti tobiano u koni je jednim ze zakladnich vzort pozadovanych pro
registraci plemene Paint Horse u Americen Paint Horse Association (APHA) a casto se také
objevuje u dalSich plemen, vcetné pony a chladnokrevnikli. Rozeznavame ctyii zakladni
vzory strakatosti: frame overo, sabino, splashed white a tobiano. Za strakatost tobiano je
zodpovédny autozomalné dominantni gen — jedinci maji genotyp 7070 nebo Toto. Tobiano je
charakterizovano bilymi skvrnami rizného rozsahu, které vytésiuji pigment ze srsti. Bilé
skvrny jsou velké, okrouhlé, sjasn¢ ohraniCenymi okraji, vertikdlniho sméru, pfechazejici
pies hibet. Typické jsou vysoké bilé odznaky na koncetindch. Hlava zistava pigmentovana,
odznaky se objevuji jako u ostatnich koni. Minimaln€ exprimovany vzor se miize projevit
pouze odznaky na koncCetinach ¢i malym mnozstvim bilé barvy na kohoutku a hibeté. Pri
1 spoluptisobenim jinych genii pro strakatost. Poslednimi oblastmi, ze kterych je pigment
vytésilovan, je krajina slabin a hlava. Kin muaze nést nékolik genti pro strakatost, coz
znesnadiuje identifikaci dle fenotypu.

Gen To tvofi vazbovou skupinu (LG II) s geny pro albumin (AL) a pro vazebné
proteiny pro vit. D (GC). Se vzorem tobiano jsou asociovany alely AL-B a GC-S. Nejméné
90 % tobiano koni ma AL-B a GC-S alely. (Bowling, 1996).

Porovnavanim DNA sekvenci jednobarevnych koni a koni homozygotnich pro gen
tobiano (To) byl nalezen v intronu 13 protoonkogenu c-kit (KIT) polymorfizmus Mspl
(substituce C/G). Alela s restrikénim mistem asociovdna se vzorem tobiano byla nazvéna
KM]1, alela bez restrikéniho mista KM0. VSech 129 koni tobiano neslo alelu KM, nicméné 3
ze 104 testovanych jednobarevnych koni rovnéz nesli alelu KM1. Prestoze alela KM je silné
vazana s genem To, asociace neni absolutni. Nicméné¢, tento test se jevi mnohem G¢inné;jsi pro
identifikaci homozygoti ToTo nez soucasny biochemicky test pouzivajici AL a GC haplotypu
(Brooks et al., 2002).

Cilem této prace bylo ovétit a optimalizovat metodiku dle Brooks et al.(2002) na
zkoumaném souboru vybranych koni plemene Paint Horse chovanych v Ceské republice,
stanovit jejich genotypy a vypocitat alelové a genotypové frekvence.

MATERIAL A METODIKA

Bylo testovano 50 koni plemene Paint Horse. DNA byla izolovana z chlupovych
cibulek pomoci JETQUICK® Blood&Cell culture DNA Spin Kit.

PCR byla optimalizovana pro termalni cykler PTC 200 (MJ Research).
Pouzité primery:
KIT-II 3-11F 5'- ACCCGCTTGCATTTTATCACCTGTCG-3’,
KIT-II 3-1235R 5'- CGAGCATATAGGAAAAGGGTAGAAAGAGGTGAG.3’



Reakéni smés o celkovém objemu 25 ul obsahovala: 11,55 ul H,O; 2,5 ul LA PCR
buffer compl.; 0,5 ul ANTP mixu; 0,125 pl primeru KIT-II 3-11F; 0,125 pl primeru KIT-II 3-
1235R; 0,2 ul LA DNA polymerazy; 8 ul H,O a 2 ul templatové DNA.

Teplotni profil PCR reakce: Uvodni denaturace 95 °C/2 min; 35 cykli (denaturace
95 °C/20 s, annealing 65 °C/30 s, elongace 68 °C/70 s); zavérecna elongace 68 °C/10 min.

Nasledn& prob&hlo $tépeni PCR produktu restrikéni endonukleazou Mspl. Stépené
fragmenty byly elektroforeticky separovany na 2% agar6zovém gelu. Vizualizace pomoci

ethidium bromidu za pouziti UV svétla.

VYSLEDKY A DISKUZE

Bylo testovano 50 koni plemene Paint Horse na pfitomnost alely KMI. Fenotyp
jedinct byl potvrzen fotografickou dokumentaci. U vSech koni vykazujicich fenotyp tobiano
(ptipadné tovero — tj. kombinace vzoru tobiano a overo) byla alela KMI nalezena. Zadny
jednobarevny kit KM1 alelu nenesl. Frekvence alel a genotypt viz Tab. 1 a Tab. 2.

U homozygoti KM0O KM0 se PCR produkt $tépi na fragmenty velikosti 189 a 1060 bp.
Heterozygoti KM1 KMO0 tvoti fragmenty 189, 397, 663 a 1060 bp.
Homozygoti KM1 KM1 — 189, 397 a 663 bp.



Obr. 1 Ovéreni kvality PCR produktt
M100+ 92 93

Obr. 2 PCR-RFLP - stanoveni genotypt
M100+ PCR69 99 100 101 102 107 108 109 M100

KMO KMO — vzorky ¢. 104 a 107
KM1 KMO — vzorky ¢. 99, 100, 101, 103, 105, 106, 108, 109
KM1 KM1 — vzorek ¢. 102

Tab. 1 Frekvence genotypt

Genotyp Cetnost absolutni Cetnost relativni
KM1 KM1 5 0,1

KM1 KMO 32 0,64

KMO KMO 13 0,26

2 50 1



Tab. 2 Frekvence alel

Alela Cetnost absolutni Cetnost relativni
KM1 42 0,42
KMO 58 0,58

3 100 1

ZAVER

Vsichni jedinci, u nichz byla nalezena alela KM, vykazovali fenotyp tobiano,
pripadné tovero — celkem 37 koni. 13 koni neslo pouze alely KM(0. Vykazovali bud’ jiny vzor
strakatosti, nebo byli jednobarevni (i tyto jedince lze registrovat mezi plemeno Paint Horse).
10 % koni mélo genotyp KM1 KM1, 64 % KMI1 KM0O a 26 % KM0O KM(. Frekvence alely
KM1 zkoumaného souboru je 0,42. Test se jevi slibn¢ pro stanoveni homozygotnosti koni
tobiano, avSak pro vyssi prikaznost by bylo tfeba rozsifit soubor testovanych jedinct.
Vyzkum stale pokracuje.
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