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ABSTRACT

The aim of this work is to evaluate genetic diversity of two horse breeds-Islandic horse and
Czech warmblooded horse. These two breeds were compared with use of 17 microsatellites used
for routine parentage testing (AHT4, AHTS, ASB2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG10,
VHL20, HTG6, HMS2, HTG7, ASB17, ASB23, CA425, HMS1, LEX3). Data material covered
224 animals, 87 individuals of Icelandic horse and 137 individuals of Czech warmblooded horse.
For dendogram we used another 6 breeds of horses. Data were analyzed using POPGENE version
1.31.
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ABSTRAKT

Cilem prace je zhodnotit genetickou diverzitu mezi dvéma plemeny koni- Islandsky kiiii a Cesky
teplokrevnik. Byl pouzit panel 17 mikrosateliti bézné vyuzivanych pro ovéteni parentity u koni
(AHT4, AHTS, ASB2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG10, VHL20, HTG6, HMS2, HTG7,
ASB17, ASB23, CA425, HMSI1, LEX3). Bylo analyzovéano 87 Islandskych koni a 137 Ceskych
teplokrevnikii. Pro dendogram jsme pouzili dalSich 6 plemen koni. Pro analyzu dat byl pouzit
program POPGENE verze 1.31.
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UVOoD

Islandsky Kun (IK) je jeden z nejvice znamych symboll Islandu, byl sem dovezen asi
pted tisici lety Vikingy. Toto starobylé plemeno se vyvijelo v izolaci, bez kiiZeni s dal$imi
plemeny a je tedy velmi vzdalené od ostatnich evropskych plemen. Naproti tomu Cesky
teplokrevnik(CT) je stale se vyvijejici plemeno s otevienou plemennou knihou, kde se uplatiiuje



celd fada teplokrevnych plemen a anglicky plnokrevnik.Je tedy ptedpoklad vysoké variability.
Pro analyzu dat byl pouzit panel 17 mikrosateliti pro ur€ovani parentity u koni (AHT4, AHTS,
ASB2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG10, VHL20, HTG6, HMS2, HTG7, ASB17, ASB23,
CA425, HMS1, LEX3).

MATERIAL A METODIKA

Material byl ziskan z krve (88 vzorkt IKa 58 vzorkt CT) a chlupovych cibulek(80 vzorkd
CT) zini koni. Z krve byla genomova DNA izolovana pomoci kitu JETQUICK® Blood&Cell
culture DNA Spin Kit a pro izolaci z zini byl pouzit JETQUICK®Tissue DNA Spin Kit.

Multiplex PCR

Multiplexovda PCR pomoci, které byla uskuteCnéna amplifikaci vSech MS sekvenci
najednou, probihala za pouziti termélniho cykléru GeneAmp™ PCR.. Reak¢éni mix o celkovém
objemu 14 pul obsahoval 2.5ul StockMarks PCR pufru, 4,0 ul ANTP mixu, 0,5u1 AmpliTaq Gold
DNA polymerazy, 4,0ul mixu primera, 3,0ul deionizované vody a 1ul templatové DNA.

Podminky cyklovani: inicia¢ni denaturace 95°C/10min; 30 cykli (denaturace 95°C/30s,
annealing 60°C/30s, elongace 72°C/60s); zavére¢na elongace 72°C/60min.

Fragmentacni analyza

Vyhodnoceni jednotlivych polymorfizmii bylo provedeno prostiednictvim fragmentacni
analyzy DNA v automatickém sekvenatoru ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer. 1 ul PCR
produktu, 0,5 ul velikostniho standardu bylo smichdno s 20 pl formamidu. Vzorky byly
denaturovany pii 95°C po dobu 2 min. a vlozeny na led. Postupné dochézelo k separaci PCR
fragmenti kapilarni elektroforézou v polyakrylamidovém gelu a laserovému skenovani
fluorescenéné znaCenych DNA fragmentt. Urceni genotypi v konkrétnich MS probéhlo
vyhodnocenim velikosti DNA fragmenti softwarovymi programy GeneScan® 3.7 NT a
Genotyper® 3.7 NT

Byly vypocitany nasledujici parametry diverzity: pozorovand homozygotnost (P_Hom);
pozorovana heterozygotnost (P_Het);o¢ekavana homozygotnost (O Hom) a ocekavana
heterozygotnost (O Het) podle Levene (1949); a ocekavana heterozygotnost (Nei) podle Nei
(1973). Také byly stanoveny miry genetické vzdalenosti a identity Nei (1972) a sestaven
dendogram, Nei (1972). Byl pouzit program POPGENE version 1.31.

VYSLEDKY

Hodnoty heterozygotnosti a homozygotnosti byly spocitany pro vSechny MS pouZzivané v
panelu na urCovani rodiCovstvi u obou plemen koni. V tabulce ¢. 1 jsou popsany hodnoty
ukazatelti diverzity u plemene Islandsky kun. V ukazateli P Hom byly v rozmezi od
0,0986(ASB23) do 0,7284(LEX3). Nejniz§i hodnoty pozorované homozygotnosti a zaroven



nejvys$i  heterozygotnosti se vyskytovaly v lokusu ASB23, naopak nejvyssi hodnoty
homozygotnosti a nejniz§i heterozygotnosti se vyskytovaly vlokusu LEX3. Prumérna
homozygotnost a heterozygotnost za vSechny MS byla 0,3076 a 0,6924. Ocekavané hodnoty
sledovanych ukazatelti diverzity mély obdobnou vysi. Pouze lokus LEX3 Vykazoval v ocekavané
homozygotnosti hodnoty podstatné nizz§i (O Hom =0.1553) a v oCekavané heterozygotnosti
podstatné vyssi (O _Het =0,8447).

Tab. 1 Miry genetické diverzity u Islandského koné.

Lokus n P_Hom P_Het O_Hom* O_Het* Neix*
ATHA4 164 0.2439 0.7561 0.2027 0.7973 0.7925
ATHS5 172 0.3023 0.6977 0.2732 0.7268 0.7226
HMS1 158 0.3924 0.6076 0.3322 0.6678 0.6636
HMS2 156 0.3205 0.6795 0.3493 0.6507 0.6465
HMS3 102 0.1373 0.8627 0.2252 0.7748 0.7672
HMS6 164 0.3415 0.6585 0.3248 0.6752 0.6711
HMS7 166 0.3614 0.6386 0.4025 0.5975 0.5939
HTG4 170 0.2588 0.7412 0.2906 0.7094 0.7053
HTG6 174 0.5632 0.4368 0.5642 0.4358 0.4333
HTG7 158 0.5949 0.4051 0.5476 0.4524 0.4495
HTG10 146 0.1370 0.8630 0.2083 0.7917 0.7863
VHL20 174 0.1724 0.8276 0.1902 0.8098 0.8051
ASB2 158 0.1139 0.8861 0.1175 0.8825 0.8769
ASB17 170 0.2118 0.7882 0.2411 0.7589 0.7544
ASB23 142 0.0986 0.9014 0.1870 0.8130 0.8073
CA425 160 0.2500 0.7500 0.2257 0.7743 0.7695
LEX3 162 0.7284 0.2716 0.1553 0.8447 0.8395

primér 159 0.3076 0.6924 0.2846 0.7154 0.7108

smérodat.odch. 0.1790 0.1790 0.1260 0.1260 0.1251

pozn: n: poCet alel; P _Hom: Pozorovana homozygotnost; P_Het: Pozorovana
heterozygotnost; O Hom: OCekavanad homozygotnost; O Het: Ocekavana
heterozygotnost; * Oc¢ekdvand homozygotnost a heterozygotnost byla
vypocltena pomoci Levene (1949); ** Neiova (1973) ocekdvand heterozygotnost

(4

U Ceského teplokrevnika (viz Tab. 2) byla nejniz§i pozorovana homozygotnost a nejvyssi
pozorovana heterozygotnost u MS HMS3 (0,1078 a 0,8922) a nejvyssi homozygotnost a nejnizsi
heterozygotnost u HMS1 (0,4889 a 0,5111). Primérné hodnoty pozorované homozygotnosti byly
0,2598 a u heterozygotnosti 0,7402. Hodnoty ocekédvané homozygotnosti byly nejrozdilnéjsi u
MS LEX3, hodnoty se lisly 0 0,1334.



Tab. 2 Miry genetické diverzity u Ceského teplokrevnika.

Lokus n P_Hom P_Het O_Hom* O_Hetx* Neix*
ATHA4 272 0.2721 0.7279 0.2677 0.7323 0.7296
ATHS 264 0.2500 0.7500 0.2189 0.7811 0.7782
HMS1 270 0.4889 0.5111 0.4174 0.5826 0.5804
HMS2 268 0.2761 0.7239 0.2505 0.7495 0.7467
HMS3 204 0.1078 0.8922 0.1965 0.8035 0.7995
HMS6 272 0.2206 0.7794 0.2626 0.7374 0.7347
HMS7 270 0.2000 0.8000 0.2092 0.7908 0.7879
HTG4 272 0.3603 0.6397 0.3420 0.6580 0.6556
HTG6 272 0.2574 0.7426 0.2462 0.7538 0.7511
HTG7 270 0.4444 0.5556 0.3704 0.6296 0.6273
HTG10 252 0.1429 0.8571 0.1527 0.8473 0.8439
VHL20 272 0.1985 0.8015 0.2059 0.7941 0.7912
ASB2 266 0.1579 0.8421 0.1653 0.8347 0.8316
ASB17 238 0.2269 0.7731 0.2262 0.7738 0.7705
ASB23 220 0.1545 0.8455 0.1770 0.8230 0.8193
CA425 236 0.3729 0.6271 0.3693 0.6307 0.6280
LEX3 238 0.2857 0.7143 0.1523 0.8477 0.8442

primér 256 0.2598 0.7402 0.2488 0.7512 0.7482

smérodat.odch. 0.1057 0.1057 0.0811 0.0811 0.0807

pozn: n: pocCet alel; P Hom: Pozorovana homozygotnost; P Het:
Pozorovana heterozygotnost; O Hom: OcCekavand homozygotnost; O Het:
Oc¢ekavanad heterozygotnost; * Ocekdvanad homozygotnost a
heterozygotnost byla vypoctena pomoci Levene (1949); ** Neiova
(1973) ocekédvand heterozygotnost

Tab. 3 Pocet alel v lokusu u IK Tab. 4 Pocet alel v lokusu u CT
Lokus pocet alel na* Lokus pocet alel na*
ATH4 164 8.0000 ATH4 272 9.0000
ATHS 172 6.0000 ATHS 264 7.0000
HMS1 158 5.0000 HMS1 270 5.0000
HMS2 156 7.0000 HMS2 268 10.0000
HMS3 102 6.0000 HMS3 204 7.0000
HMS 6 164 6.0000 HMS6 272 5.0000
HMS7 166 7.0000 HMS7 270 7.0000
HTG4 170 6.0000 HTG4 272 7.0000
HTG6 174 5.0000 HTG6 272 7.0000
HTG7 158 4.0000 HTG7 270 4.0000
HTG10 146 9.0000 HTG10 252 11.0000
VHL20 174 10.0000 VHL20 272 9.0000
ASB2 158 10.0000 ASB2 266 10.0000
ASB17 170 12.0000 ASB17 238 11.0000
ASB23 142 6.0000 ASB23 220 8.0000
CA425 160 7.0000 CA425 236 8.0000
LEX3 162 9.0000 LEX3 238 9.0000
prumér 159 7.2353 prumér 256 7.8824
smérodat. odch. 2.1369 smérodat. dch. 2.0580

* na = pozorovany pocCet alel v lokusu

Pocet alel v lokusu (Tab.¢.4) a tim padem vétsi variabilita je u CT, pouze u ASB17 a
HMS6 vykazuje vétsi variabilitu Islandsky ki(Tab.¢.5).



Tab. 5 Miry genetické identity a vzdalenosti.

pop ID 1 2
1 KKK 0.6619
2 0.4127 x KKk

Pozn. Nei (1972)

Geneticka identita mezi plemeny je 0,4057. Vzdalenost je 0,6665 (Tab.c.5.).

Pro dendrogram bylo pouzito dalSich 6 plemen koni: Shetlandsky pony(SHPON),

Anglicky plnokrevnik(A1/1), Quarter horse(QH), Camarsky kun(CAM), Murgesky kun
(MUR).

Dendrogram Based Nei's (1972) Genetic distance: Method = UPGMA modified from
NEIGHBOR procedure of PHYLIP Version 3.5

ZAVER

Navzdory dlouhé izolaci a piedpoklddanému vysokému stupni inbreedingu, vykazuje
Islandsky kin pozoruhodné vysoky stupen variability. Toto plemeno ma nejvyssi
homozygotnost v lokusu LEX3, je podstatné vyssi nez u Ceského teplokrevnika,
pravdépodobné to znamena, ze se v blizkosti tohoto lokusu nachazi jiny mnohem vyznamné;jsi
lokus, na ktery je vyvijen silny selekcni tlak. Predpokladalo se, ze toto plemeno bude mit
nizkou genetickou variabilitu, diky stovky let trvajici izolaci od ostatnich plemen, nicméné
nic nenaznacuje inbredni depresi. Z dendogramu lze vycist genetickou vzdalenost plemen.
Nejblize jsou si Islandsky kin a Shetlandsky pony. Tato dvé plemena se fylogeneticky
oddélila mnohem diive nez ostatni. Ceskému teplokrevnikovi je nejblize Anglicky
plnokrevnik, lze to zdivodnit tim, Ze Anglicky plnokrevnik je hojné pouzivany jako tzv.
korektor, jak exteriéru, tak i vykonnosti v populaci Ceského teplokrevnika.
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