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ABSTRACT

The modern breeding requires that the parentage of animals and their pedigree be determined
and known positively. There are several methods that are applicable for identifying individual
animals: the description of colour and marks, blood types, microchips, hot branding. The use
of DNA-microsatellites has become an important method for the verification of parentage. In
the population of horses, it is possible to identify individual horses using DNA genotypes of
17 microsatellite markers. This research concerns the variability of microsatellite markers in
genotypes of horses. Slovak and Czech thoroughbred representatives from European breeds
and Quarter horse and American Paint horse representatives from North American breeds
were analysed for 17 microsatellite markers (AHT4, AHTS, ASB2, HMS3, HMS6, HMS7,
HTG4, HTG10, VHL20, HTG6, HMS2, HTG7, ASB17, ASB23, CA425, HMSI1, LEX3)
recommended by the International Society of Animal Genetics. The allele frequencies,
polymorphic information content, paternity exclusion probability and theoretical
heterozygosity have been calculated.
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ABSTRAKT

Pri modernom §l'achteni je nevyhnutné jednoznacne urcit’ rodokmen a pdvod zvierat. Existuje
niekol’ko metdd, ktoré je mozné uplatnit’ pri identifikacii jednotlivych zvierat: opis farby a
odznakov, analyzou krvnej skupiny, pouzitim mikroCipov alebo vypalmi.Vyuzivanie DNA
mikrosatelitov sa stalo dolezitou metodou pre overovanie rodicovstva. V populécii koni je
pouzitim sedemndstich mikrosatelitnych markerov mozné identifikovat’ jednotlivé zvierata.
Pri vyskume tykajlicom sa viariability mikrosatelitnych markerov v genotypoch koni sa
analyzovalo sedemnast’ mikrosatelitnych markerov (AHT4, AHTS, ASB2, HMS3, HMS6,
HMS7, HTG4, HTG10, VHL20, HTG6, HMS2, HTG7, ASB17, ASB23, CA425, HMSI,
LEX3), ktoré odporaca Medzinarodna spolo¢nost’ pre genetiku zvierat (International Society
of Animal Genetics — ISAG). Vypocitavali sa alelové frekvencie, polymorfny informacny
obsah, pravdepodobnost’ vylicenia z paternity a teoreticka heterozygotnost’.
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UvVoD

Objektivna kontrola povodu koni je neodmyslitelnou poziadavkou pre uUcinny
plemenarsky program. Metdédy molekularnej genetiky, ktoré umozituji urcit’ rodiCovstvo
s vysokou presnostou su zalozené na urCovani hypervariabilnych DNA mikrosatelitov.
Variabilita mikrosatelitnych markerov v gendme koni je vysoka, apreto boli tieto kratke
tandemové repeticie v poslednom desatro¢i uspesne vyuzivané k identifikacii jedincov
v populacii koni av testovani paternity. (Civanova et al., 2003). Prostrednictvom pismen
vyjadrujeme genotypy pricom jednotlivé pismena charakerizuji urcita alelu. Spolahlivost
overovania povodu prostrednictvom mikrosatelitného panelu je 99%.

MATERIAL A METODIKA

Na analyzu sme pouzili ejakuldty, krv a chlpové cibulky koni, ktoré pochédzali od
stikromnych majitelov koni. K testu bolo vyuzitych 65 jedincov plemena Cesky teplokrvnik,
54 jedincov plemena Slovensky teplokrvnik, 28 jedincov plemena Quarter Horse a 19
jedincov American Paint Horse. Na vyhodnocovanie jednotlivych mikrosatelitov bol pouzity
automaticky sekvendtor ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) a GeneScan
Analysis Software v. 3.1. Vypocet teoretickej heterozygétnosti sa prepocitaval podla NEI
/1987/ a podl'a BOTSTEINA sa vypocitavali PIC hodnoty /polymorfny informacny obsah/.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri porovnavani plemien Ceského teplokrvnika so Slovenskym teplokrvnikom sme
zistili vysoka variabilitu u mikrosatelitnych markerov. Zo zistenych tudajov vyplyva, ze
variabilita je u Ceského teplokrvnika mierne vyssia ako u Slovenského a tiez plemeno Quarter
Horse vykazuje vysSiu variabilitu ako American Paint Horse. Zarovenl mézeme konStatovat,
ze geneticka variabilita je vysSia u eurdpskych plemien v porovnani s americkymi.

Na zaklade analyzy 17 mikrosatelitnych lokusov u koni, u celkom 166-tich jedincov,
Styroch roznych plemien azvypocitanych hodnoét moézeme konStatovat, ze vykazuju
dostato¢nu variabilitu pre identifikaciu jedincov.

Tabulka ¢.1: Zakladna charakteristika MS lokusov

Lokus | Plemeno | N | Pocet alel | H PIC PE1 PE2 PE3
ATH4 | CT 6518 0,7242 | 0,6758 | 0,4812 | 0,3095 | 0,6607
ST 54 | 4 0,7123 | 0,6560 | 0,4492 | 0,2820 | 0,6184
ATH5 | CT 65| 6 0,7913 | 0,7586 | 05846 | 0,4053 | 0,7640
ST 54 |6 0,7701 | 0,7321 | 0,5496 | 0,3714 | 0,7302
HSM1 | CT 65| 6 0,6018 | 0,5239 | 0,3239 | 0,1897 | 0,4783
ST 54 | 4 0,6153 | 0,5412 | 0,3351 | 0,1944 | 0,4889
HSM2 | CT 65 |7 0,7793 | 0,7486 | 0,5790 | 0,3993 | 0,7659
ST 54 |7 0,7611 | 0,7241 | 0,5444 | 0,3660 | 0,7297
HSM3 | CT 6518 0,7724 | 0,7428 | 0,5736 | 0,3923 | 0,7637
ST 54 |7 0,7698 | 0,7344 | 0,5585 | 0,3809 | 0,7437
HSM6 | CT 6515 0,7373 | 0,6948 | 0,5063 | 0,3294 | 0,6902
ST 5416 0,6446 | 0,5922 | 0,3997 | 0,2353 | 0,5813
HSM7 | CT 65 |7 0,8257 | 0,8016 | 0,6491 | 0,4750 | 0,8239




ST 54 |7 0,8149 | 0,7891 | 0,6320 | 0,4562 | 0,8103
HTG4 | CT 65 |5 0,6123 | 0,5360 | 0,3358 | 0,1983 | 0,4637
ST 5415 0,5509 | 0,4576 | 0,2629 | 0,1543 | 0,3956
HTG6 | CT 65 | 7 0,7305 | 0,6861 | 0,4978 | 0,3235 | 0,6824
ST 5417 0,7202 | 0,6714 | 0,4767 | 0,3051 | 0,6566
HTG7 | CT 65 | 4 0,6187 | 0,5659 | 0,3693 | 0,2072 | 0,5431
ST 5415 0,7043 | 0,6522 | 0,4518 | 0,2822 | 0,6279
HTG10 | CT 65 | 11 0,8494 | 0,8321 | 0,6997 | 0,5345 | 0,8684
ST 5419 0,8197 | 0,7965 | 0,6468 | 0,4733 | 0,8263
VHL20 | CT 65 | 8 0,7909 | 0,7613 | 0,5960 | 0,4182 | 0,7806
ST 5417 0,7417 | 0,7035 | 0,5636 | 0,3458 | 0,7138
ABS2 | CT 65 | 10 0,8427 | 0,8240 | 0,6875 | 0,5202 | 0,8590
ST 5418 0,8242 | 0,8016 | 0,6531 | 0,4710 | 0,8306
ABS17 | CT 65 | 10 0,8004 | 0,7765 | 0,6216 | 0,4439 | 0,8087
ST 5419 0,8053 | 0,7854 | 0,6389 | 0,4623 | 0,8286
ABS23 | CT 6517 0,7747 | 0,7435 | 0,5733 | 0,3936 | 0,7615
ST 54 17 0,8184 | 0,7925 | 0,6354 | 0,4596 | 0,8119
CA425 | CT 6517 0,6547 | 0,6057 | 0,4104 | 0,2413 | 0,5917
ST 5416 0,6830 | 0,6259 | 0,4261 | 0,2627 | 0,6016
LEX3 |CT 6519 0,8436 | 0,8245 | 0,6871 | 0,5195 | 0,8577
ST 54 | 8 0,7917 | 0,7616 | 0,5952 | 0,4175 | 0,7787

/N-pocet jedincov, H-o¢akavana heterozygdtnost’, PIC-polymorfny informaény obsah,

PE-pravdepodobnost’ vylicenia z paternity/
/CT-cesky teplokrvnik, ST-slovensky teplokrvnik/

Tabulka ¢.2 :Kombinovana pravdepodobnost vyltuc¢enia z paternity

CEP

CEP1 CEP2 CEP3
CT 0,9998 0,9950 0,9999
ST 0,9998 0,9914 0,9999

Tabulka ¢.3: Zakladna charakteristika MS lokusov

Lokus | Plemeno | N | Pocetalel | H PIC PE1 PE2 PE3
ATH4 | QH 28 | 6 0,7539 | 0,7114 | 0,5211 | 0,3442 | 0,7002
PH 19 |5 0,6711 | 0,6377 | 0,4391 | 0,2715 | 0,6170
ATHS | QH 28 | 5 0,7755 | 0,7405 | 0,5615 | 0,3815 | 0,7435
PH 19 |5 0,6938 | 0,6419 | 0,4449 | 0,2759 | 0,6245
HSM1 | QH 28 |5 0,5664 | 0,5172 | 0,3305 | 0,1737 | 0,5029
PH 19 | 4 0,5720 | 0,4792 | 0,2808 | 0,1671 | 0,4191
HSM2 | QH 28 | 8 0,8112 | 0,7848 | 0,6270 | 0,4515 | 0,8066
PH 19 |5 0,7562 | 0,7143 | 0,5252 | 0,3482 | 0,7046
HSM3 | QH 28 |5 0,7772 | 0,7403 | 0,5588 | 0,3799 | 0,7382
PH 19 | 7 0,8089 | 0,7811 | 0,6193 | 0,4422 | 0,7980
HSM6 | QH 28 |5 0,5645 | 0,5136 | 0,3257 | 0,1708 | 0,4952
PH 19 | 4 0,4585 | 0,4208 | 0,2529 | 0,1088 | 0,4064
HSM7 | QH 28 | 6 0,7590 | 0,7114 | 0,5387 | 0,3595 | 0,7227
PH 19 |5 0,7035 | 0,6547 | 0,4589 | 0,2868 | 0,6401
HTG4 | QH 28 | 6 0,6021 | 0,5543 | 0,3675 | 0,2041 | 0,5501
PH 19 |5 0,7424 | 0,6980 | 0,5064 | 0,3308 | 0,6865




HTG6 | QH 28 |5 0,7319 | 0,6840 | 0,4877 | 0,3144 | 0,6653
PH 1914 0,6634 | 0,5948 | 0,3822 | 0,2297 | 0,5408
HTG7 | QH 28 | 4 0,7156 | 0,6629 | 0,4603 | 0,2899 | 0,6339
PH 1914 0,6551 | 0,5881 | 0,3770 | 0,2239 | 0,5367
HTGI10 | QH 28 | 8 0,8361 | 0,8156 | 0,6731 | 0,5026 | 0,8464
PH 1916 0,7947 | 0,7634 | 0,5930 | 0,4143 | 0,7731
VHL20 | QH 28 | 8 0,8246 | 0,8015 | 0,6514 | 0,4775 | 0,8280
PH 19 | 8 0,8296 | 0,8078 | 0,6613 | 0,4889 | 0,8367
ABS2 | QH 2819 0,8380 | 0,8197 | 0,6827 | 0,5138 | 0,8573
PH 19 | 10 0,7964 | 0,7720 | 0,6179 | 0,4412 | 0,8071
ABS17 | QH 2819 0,7276 | 0,6924 | 0,5172 | 0,3380 | 0,7146
PH 1919 0,7895 | 0,7623 | 0,6035 | 0,4266 | 0,7927
ABS23 | QH 28 | 7 0,8029 | 0,7753 | 0,6143 | 0,4373 | 0,7963
PH 1916 0,7700 | 0,7340 | 0,5562 | 0,3779 | 0,7403
CA425 | QH 28 | 6 0,6645 | 0,6258 | 0,4396 | 0,2612 | 0,6338
PH 1916 0,5983 | 0,5525 | 0,3663 | 0,2014 | 0,5497
LEX3 | QH 2819 0,8309 | 0,8121 | 0,6723 | 0,5014 | 0,8502
PH 19 | 8 0,8171 | 0,7930 | 0,6408 | 0,4666 | 0,8203

/N-pocet jedincov, H-o¢akavana heterozygotnost’, PIC-polymorfny informacny obsah,

PE-pravdepodobnost’ vylucenia z paternity/
/QH-quarter horse, PH- american paint horse/

Tabuflka ¢.4:Kombinovana pravdepodobnost vylucenia z paternity

CEP1 CEP2 CEP3
CEP QH 0,9998 0,9943 0,9999
PH 0,9996 0,9878 0,9999

ZAVER

Pravdepodobnost’ vylicenia nespravného rodica, ak je znamy genotyp potomka a
oboch rodicov je 99.98% u CT, 99,98 % u ST, 99,98% u QH a 99,96 % u PH. Pri nezndmom
genotype potomka a oboch rodicov je pravdepodobnost’ vylucenia nespravného rodica
99,50% u CT, 99,14% u ST, 99,43% u QH a 98,78% u PH. Pravdepodobnost’ vylicenia
oboch rodi¢ov, ak je znamy genotyp potomka i oboch rodi¢ov je 99,99% u CT, 99,99% u ST,
99,99% u QH a 99,99% u PH.

Pre rutinné testovanie rodiCovstva su podla uvedenych analyz a vypoctov vhodné
pouzivat’ mikrosatelitné panely.
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