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ABSTRACT

We tested 124 individuals of different canine bsegtumber of 7 Dachshunds, 5 Schnauzers,
12 German Spitzs, 4 Yugoslavian Shepherd Dogs, 6d&dian Ridgebacks, 5 Belgian
Shepherds, 64 Bernese Mountain Dogs, 8 Czech fpusdkish Wolfhounds, 8 Golden
Retrievers). They were chosen for determinationialbédity microsatellites panel
of commercial kit StockMarks® for Dogs Canine Gemitg System, firm Applied
Biosystems (FHC 2010, FHC 2054, FHC 2059, PEZ ¥Z BHBPEZ 5, PEZ 6, PEZ 8, PEZ 12
and PEZ 20). We evaluated statistic values froomeghidata (Polymorphism information
content, Theoretical heterozygosity, Paternity @sicin, Combined exclusion probability).
PIC in population ranged from 0 (FHC 2054 and FHIZ2 Golden Retriever and PEZ 6
Belgian Shepherd) to 0,7786 (PEZ 1 Dachshund). rBtieal heterozygosity was from
0 (FHC 2054 and FHC 2079 for Golden Retriever, BEDr Belgian Shepherd) to 0,7813
(PEZ 1 for German Spitz). The highest CEP was dfiahtfor Dachshund (0,9977, 0,9645,
0,9999), on the other hand the lowest CEP was felgi& Shepherd (0,8607, 0,6135,
0,9619). Used microsatellite panel is supposedettifgh reliable for parentage testing and
individual identification these canine breeds.
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UvoD

Urceni parentity dnes patmezi @Bzné metody, které nachazeji Siroké upiatn
Vv ZivoeiSnértisi. V laboratdich secasto pouzivaji komeéné dodavané kity, které usnagi
jak izolaci DNA tak i vlastni mikrosatelitni analyz sekvenatoru. Tyto analyzy ssdi mezi
zakehnuté postupy a poskytuji vysokeé infonahodnoty a vysokou spolehlivost. flggto je
dulezité ukit vhodnost pouzitid&hto genetickych markéru jednotlivych plemen fisa v
konkrétnich populacich.

Hlavnim cilem této studie bylo zpracovani metodikyg analyzu 10 ti mikrosatalit
pro ugeni parentity u pg odker vzorki a nasledna izolace DNA z krve resp. dalSich tkani,
laboratorni testovani vzaik vypciet frekvence alel a genotym skuténé heterozygotnosti
u vlastnich vzori a vzorki z databaze LamGen. DalSim ukolem byl Wgiostatistickych
hodnot: polymorfni informéni obsah (PIC), teoreticka heterozygotnost, pfpedobnost
vylouceni nespravného rad, je-li znam genotyp potomka a obou taéglipravdpodobnost
vylouceni nespravného radi, je-li genotyp jednoho z radi neznamy a prawgodobnost
vylouc¢eni obou rodit, je-li znam genotyp potomka a obou radidiskuze ke spolehlivosti
vyuziti uvedené metody a panelu mikrosaiekrovnani metod.

MATERIAL A METODIKA

Pro pokus byl vybran soubor zaf, ktery obsahoval celkem 124 jedin@ toho 7 pé
piedstavovalo plemeno jezk (J), 5 kniraa (K), 12 rsmeckych 3pig (NS), 4 Sarplaninsti
pasteveti psi (SP), 6 rhodéskych ridgebadiRR), 5 belgickych otéki (BO), 64 bernskych
salasnickych ps (BSP), 8¢eskych fousk CF), 5 irskych vikodat (IV), 8 zlatych retrivi
(ZR). VetSina vysledlt otestovanych vzoik byla ziskana z databaze LamGen Mendelovy
zentdelské a lesnické univerzity v Bén17 vzorki bylo ziskano odirem z bukalni sliznice
jedince, byla provedena izolace DNA a nastedastni ut¢eni mikrosatelii.

Pro izolaci DNA byl pouzit izokni kit JETQUICK® blood and cell culture dna spin
kit od firmy GENOMED (USA). Vyizolovana DNA byla ektroforeticky o¥rena nanesenim
na 1 % agardézovy gel.

PCR reakce byla provedena pomoci termalniho cykBeneAmp TM PCR System
9700. Pro multiplex PCR byl pouzit kondef kit StockMarks® for Dogs Canine Genotyping
System od firmy Applied Biosystems, USA.



Tab. 1: Slozeni mastermixu

Master mix
Jednotlivé komponenty  Objem (1 vzorek v pl)  Objem17 vzorkia v pl)
StockMarks PCR pufr 0,695 12,51
25mM MgChb 0,18 3,24
dNTP mix 11 19,8
AmpliTag polymeraza 0,18 25,2
Amplification primer mix 1,4 3,24
deionizovana voda 0,945 17,01
Celkovy objem (ul) 4,5 81

DNA 0,5

Teplotni acasovy ptibéh reakce se skladal z 1 cyklu ini&m denaturace 95°C
10 minut, 20 cyki (denaturace 95°C 30 sec, annealing 58°C 30 sewsgate 72°C 60 sec)
a zavrecné elongace 72°C 30 minut, 43¢ Detekovano bylo 10 mikrosateilit

Fragmenténi analyza prothla na pistroji ABI PRISM TM 310 Genetic Analyzer.
Reakni smés obsahovala 0,5 pul GeneScan - 500 ROX Size Stndar 1l PCR produktu
a 11,5 pl formamidu.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci mogr EXCEL zadanim vzaic
pro vypaet polymorfniho informéniho obsahu, teoretické heterozygotnosti,
pravdpodobnosti vyloteni nespravného ragh, je-li znam genotyp potomka a obou i
praveEpodobnosti vyloteni nespravného ragh, je-li genotyp jednoho z ragli neznamy,
pravdpodobnosti  vylotieni obou rodii, je-li znam genotyp potomka a obou
rodi¢t, a kombinované pra¥godobnosti vylogeni (KNOLL, 2003).

VYSLEDKY A DISKUZE

Porovnanim molekularnich dat ziskanych ze soubdd jediné byla ziskana
statisticka charakteristika vSech 10 ti mikrosaigFHC 2010, FHC 2054, FHC 2059, PEZ 1,
PEZ 3, PEZ 5, PEZ 6, PEZ 8, PEZ 12 a PEZ 20), Ktené sodasti kometné dodavaného
kitu firmy Applied Biosystems. Hodnocena byla frekee alel, genotyp teoreticka
a pozorovana heterozygotnost, PIC (polymorfni imf@ni obsah) a CEP (kombinovana
pravcépodobnost vylogeni) u vSech plemen (jezgk, knirat, némecky Spic, Sarplaninsky
pastevecky pes, rhodésky ridgeback, belgickyatakyvbernsky salasnicky pagsky fousek,
irsky vikodava, zlaty retrivr).

U nékterych plemen byly pozorovany alely, které se wilsk pouze u tohoto
konkrétniho plemene. Jednalo se o alelu 293 nasloKHC 2079 u belgického &dka, alelu
144 na lokusu PEZ 3 teského fouska a alelu 284 na lokusu PEZ 12 u datétrivra.

U Sarplaninského psa to byla alela 105 (lokus PBZa3alela 288 (lokus PEZ 12),
u rhodéského ridgebacka alela 256 (lokus PEZ 12)lethene jezealik se objevilo gkolik
jedingénych alel, alela 106 (lokus PEZ 1), alela 273 a @@kus PEZ 12), alela 155 a 163



(lokus PEZ 20). Vysoky gt alel byl také sledovan u plemene bernsky salkgmes, alela
196 (lokus PEZ 6), alela 247 (lokus PEZ 8), aléld @ 300 (lokus PEZ 12) a alela 167 (lokus
PEZ 20). Pro ufesreéni téchto vysledk by bylo dobré porovnani i s dalSimi autory,
pouzitelné informace ovSem v literédunebyly nalezeny.

V populaci bylo identifikovano i ¢kolik monomorfnich lokus, byl to lokus FHC
2054 (alela 167) a lokus FHC 2079 (alela 273) téhla retrivra, PEZ 6 (alela 180) u plemene
belgicky owak. Ricinou mohl byt i tzky koeficientifbbuznosti, kdy se mohlo jednat o jednu
rodinu jedind, ktei byli homozygotni v tomto lokusu.

Polymorfni inform&ni obsah (PIC) v populaci byl v rozmezi od 0 (FHI52 a FHC
2079 plemeno zlaty retrivr a PEZ 6 plemeno belgiokyak) do 0,7786 (PEZ 1 plemeno
jezewik). Primérny polymorfni informé&ni obsah se v celé populaci pohyboval od 0,3134
(belgicky owék) do 0,6195 (mecky Spic). Pozorovana heterozygotnost byla pozmma
vrozmezi od 0 (FHC 2054 a FHC 2079 plemeno zatsivr, PEZ 6 plemeno belgicky
ov¢dk) do 1 (FHC 2010 plemeno belgicky cak, FHC 2054 plemeno jez&l, PEZ 1
plemeno jezetik, némecky Spic a Sarplaninsky pes, PEZ 3 plemeno &mdeaplaninsky pes,
PEZ 6 plemeno zlaty retrivr, PEZ 12 plemeno Saiptky pes a PEZ 20 plemeno irsky
vikodav).

Teoreticka (6ekavand) heterozygotnost se u sledovanych plembgbpeala od 0
(FHC 2054 a FHC 2079 u zlatého retrivra, PEZ 6 Igitleého o¥aka) do 0,7813 (PEZ 1
u itmeckého Spice).

NejvysSi CEP byl spitan pro plemeno jezeéik (0,9977, 0,9645, 0,9999), naopak
nejnizsi byl u plemene belgicky &k (0,8607, 0,6135, 0,9619).

Tab. 2: Absolutni ¢etnosti alel mikrosatelitd u vSech plemen a v celé populaci
Lokus/MS J NS K SP RR BO BSP CF IV ZR Souéet alel

FHC2010 3 5 3 3 3 2 4 4 2 2 5
FHC2054 6 5 2 2 &6 3 5 4 3 1 8
FHC2079 3 3 2 2 3 2 3 4 2 1 5
PEZ 1 6 6 4 3 3 2 4 3 3 2 7
PEZ 3 4 5 4 4 5 3 7 4 6 2 12
PEZ 5 2 3 2 3 3 2 4 2 2 2 4
PEZ 6 4 4 3 5 4 1 7 4 3 3 9
PEZ 8 4 5 3 3 5 3 7 4 3 2 7
PEZ 12 6 4 3 65 4 2 9 2 3 5 14
PEZ 20 6 4 2 3 2 2 4 2 2 2 8

V porovnani s vysledky studie (DeNISE et al., 2004y pccty alel vSech plemen
u jednotlivych lokus nizSi. U lokusu FHC 2010 se & vSech detekovanych alel liSil pouze
o 1 alelu, u lokusu FHC 2054 o 4 alely, u lokusudF2D79 a PEZ 3 0 5 alel, u lokusu PEZ 1



a PEZ 5 se alely IiSily o 3. NejvySsi rozdil bylakusu PEZ 6, kde DeNISE et al. (2004)
detekoval o 13 alel vice. U PEZ 8 se alely liSily,as PEZ 12 0 10 au PEZ 20 0 2.

Tab. 3: Prumérny polymorfni informacéni obsah u vSech plemen a u jednotlivych

mikrosatelitdd, CEP u vSech plemen

Pramérny Pram.

Plemeno PIC CEP1 CEP2 CEP3 Lokus/MS PIC

J 0,6111 0,9971 0,9645 0,9999 FHC 2010 0,4347
K 0,4225 0,9531 10,7803 0,9938 FHC 2054 0,4891
NS 0,6195 0,9965 0,9547 0,9999 FHC 2079 0,3500
BO 0,3134 10,8607 0,6135 0,9619 PEZ 1 0,5276
RR 0,5253 0,9862 0,8858 0,9993 PEZ 3 0,5873
SP 0,5318 0,9880 0,9065 0,9993 PEZ5 0,3742
BSP 0,5209 0,9868 0,8808 0,9995 PEZ 6 0,5080
CF 0,5084 0,9810 10,8813 0,9985 PEZ 8 0,5752
\Y] 0,431 0,9592 0,8037 0,9952 PEZ 12 0,5463
ZR 0,3327 0,9003 0,7222 0,9761 PEZ 20 0,4242
ZAVER

Shrnutim vysledk v této praci je mozné zhodnotit pouzity panel nogatelit
za spolehlivy pro asfeni pivodu a individualni identifikaci u populace sledoyeh ps.
Limitujicim faktorem je ovSem nizky pet pouZzitych jedin& u rékterych plemen ps proto
mohou mit vysledky niZ8i vypovidaci hodnotu. Mebiektivni zjiSeni pati predevsim
absolutni zhodnoceni vyskytu alel a genétyjedinym problémem byla izolace DNA zérst
z bukalni sliznice, kdy pouzity izalai kit JETQUICK® blood and cell culture dna spin ki
poskytoval nizkou vy¥#Znost vyizolované DNA a naslesiRCR produktu. Dopotiovala bych

piedevsim zrénu kitu nebo ziskani vzoikz jiné tkag nagiklad z krve nebo chlupovych
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