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Abstrakt Starokladrubsky kufi je nejstar$i plemeno koni chované na
tizemi Ceské republiky. Je vyznamnou genovou rezervou
sjedine¢nymi vlastnostmi a vysokou kulturni a historickou
hodnotou. Ke studiu variability tohoto plemene bylo pouZito 16
mikrosatelitnich markera: AHT4, AHT5, ASB2, ASB17, ASB23,
CA425, HMS1, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTGS,
HTG7, LEX3 a VHL20. Pro jednotlivé lokusy byly vypocitany
frekvence alel, heterozygotnosti a fixacni koeficienty. Celkovy
pocet alel nalezenych na 16 mikrosatelitnich lokusech byl 86,
primérny pocet alel na mikrosatelitni lokus byl 8,25. Primérna
hodnota pozorované heterozygotnosti byla 0,637 a hodnota
ocekavané heterozygotnosti 0,678. Geneticka diference mezi
otcovskymi liniemi dosahovala stfedni hodnoty (hodnoty Fsr se
pohybovaly od 0,020 az 0,017). Rozdily mezi otcovskymi liniemi
byly zjistény pomoci genetickych vzdalenosti. Jeden geneticky
shluk zahrnoval otcovské linie cerné varianty a druhy shluk
zahrnoval otcovské linie bilé varianty. Zuvedenych vysledki
vyplyva, Ze genetickd diverzita starokladrubskych koni je
srovnatelna s ostatnimi plemeny koni.
Kli¢ova slova Genetickd variabilita, mikrosatelitni
starokladrubsky kin

DNA,

1. UvoD

Starokladrubsky kun je jediné Ceské autochtonni plemeno koni,
chované vice jak 400 let na naSem Uzemi. Je rovnéz zarazen do
Néarodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroja
zvitat vyznamnych pro vyzivu a zemédélstvi. V roce 1995 ziskalo
toto plemeno statut narodni kulturni pamatky. Starokladrubsky kan
je teplokrevné plemeno vzniklé na podkladé staroSpanélské a
staroitalské krve. Vznik tohoto plemene se vaze na zaloZeni
hiebéina v Kladrubech nad Labem r. 1579, po némZ bylo plemeno
pojmenovano. Pivodné byli starokladrubsti koné chovani v riznych
barevnych variantach, od konce 18. stoleti v barvé bilé a ¢erné. Po
padu habsburské monarchie zacal tento kun ztracet na oblibé a jeho
chov téméf zanikl. V letech 1938 — 1973 probihala regenerace
vraného stada pod vedenim prof. Bilka. Od roku 1996 je populace
starokladrubskych koni uzaviena pfilivu krve jinych plemen koni.
V soucasnosti se jedna o teplokrevné plemeno velkého ramce

galakarosiérového typu. DneSni populace je rozdélena na 5
cistokrevnych klasickych linii a 3 cistokrevné neklasické linie, z
nichZ jsou Generale, Favory a Rudolfo bélousi, Solo a Siglavi Pakra
vranici a Generalissimus, Sacramoso a Romke se vyskytuji v obou
barevnych variantach (1).

K hodnoceni genetické variability ohrozenych druht hospodaiskych
zvifat jsou nejvice vyuzivanymi DNA markery mikrosatelity (2),
(3). Mikrosatelity se nachazeji v celém genomu eukaryotickych i
prokaryotickych organismii (4), (5), nejvice pak v jeho nekddujicich
oblastech (6). Prvotni molekularni analyzy u starokladrubského
koné zalozené na primérné heterozygotnosti krevnich skupin
uskute¢nil Hofin (7). Dalsi genetické analyzy plemene byly
provedeny Volencem (8) a Jakubcem (9). Primérny koeficient
inbreedingu klesl béhem let 1993 az 2003 z hodnoty 7,75 % na 4,88
%. Pokles koeficientu je ziejmé zplsoben aplikaci rota¢niho
skupinového pareni a rychlym nartistem poctu klisen (o 67,5 %).
Cilem této prace bylo zjisténi Grovné genetické variability uvnitf a
mezi otcovskymi liniemi starokladrubského koné.

2. MATERIAL A METODIKA

Krevni vzorky byly odebrany 324 stakokladrubskym konim
v rozmeni let 1990 az 2000, vZzdy cca u 10 % jedinct z kazdé linie.
Genomickda DNA byla izolovdna z krve pomoci izolaéniho kitu
NucleoSpin Blood (Clontech Laboratories, USA). Genotypovani
zahrnovalo 16 mikrosatelitnich lokusi (AHT4, AHTS, ASB2,
ASB17, ASB23, CA425, HMS1, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7,
HTG4, HTG6, HTG7, LEX3, VHL20) rozptylenych na 10
chromozémech.

Reakéni smés o objemu 7,5 pl obsahovala 80 — 100 ng templatové
DNA, 1,25 pl reakéniho pufru (10x Stockmarks Buffer), 2 pl smési
primert (20 nmol/l), 2 pl smési ANTP (1,25 mmol/l) a 1,25 U Taq
Gold polymerazy. Uvedené komponenty jsou soucasti kitu
StockMarks for Horses Equine Genotyping Kit (Life Technologies,
USA). Amplifikace fluorescenéné znacenych markerti probihala v
termocykleru TGradient 96 (Whatman Biometra, Germany).
Pocatecni denaturace pti 95 °C trvala 10 min., pak nésledovalo 31
opakovani teplotniho cyklu: 30 s 95 °C, 30 s 60 °C a 60 s 72 °C. Na
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zaveér byla reakéni smés vystavena teploté 72 °C po dobu 60 minut.
Produkty PCR byly ziedény vodou vpoméru 1:1. Kapilarni
elektoforéza PCR produkti probihala v sekvenatoru ABI PRISM™
3130 Genetic Analyzer (Life Technologies, USA). Vypocet délky
alel byl proveden pomoci softwaru GeneMapper® 4.0 (Life
Technologies, USA).

Frekvence alel, pozorovand heterozygotnost, ocekavana
heterozygotnost, test Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HWE) a
genetické vzdalenosti byly odhadnuty s vyuzitim softwarového
baliku TFPGA 1.3 (10). Tento program vytvaii standardizovanou
matici genetickych distanci s korekci na malé vzorky (11). Shlukova
analyza, provedena diskriminaéni metodou UPGMA, byla vyjadiena
jako dendrogram svyuZitim analyzy bootstrap. Robustnost
dendrogramu byla testovana s 1000 bootsrap vzorky. Genetické
diference uvnitf a mezi sledovanymi otcovskymi liniemi byly
zjistény pomoci fixaénich koeficientd (Fis, Fir a Fst) odhadnutych
programem FSTAT (12).

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Celkovy pocet alel nalezenych na 16 mikrosatelitnich lokusech u
starokladrubského kon¢ byl 86. Primérny pocet alel na
mikrosatelitni lokus byl 8,25 srozsahem 4 - 14. Primérna
pozorovana heterozygotnost (Ho) vSech mikrosatelitnich lokust
méla hodnotu 0,637 a hodnota odekavané heterozygotnosti (He)
byla 0,678. Pozorovana heterozygotnost pro jednotlivé mikrosatelity
se pohybovala v rozmezi od 0,374 pro mikrosatelit HTG6 do 0,827
pro mikrosatelit AHT4. Také u ocekavané heterozygotnosti byla
nejniz$i hodnota zjisténa u mikrosatelitu HTG6 (0,406). Nejvyssi
hodnota ocekavané heterozygotnosti vSak byla u mikrosatelitu
VHL20 (0,835). Celkové informace o souhrnnych statistikach jsou
uvedeny Vv tabulce 1. Statisticky prikazna odchylka (P < 0,01) od
HWE byla zjisténa u lokusi ASB23, HMS3, HMS7, HTG7 a
VHL20. Podobné  hodnoty  pozorované a  ocekavané
heterozygotnosti byly zjistény u §panélskych keltskych koni (13), u
plemene lipican (14), u némeckych taznych koni (15) a u
bitgorajského koné (16). Naopak Iwanczyk (17) uvadi hodnoty
heterozygotnosti pro polské tézké koné vyrazné nizsi.

Tabulka 1. Charakteristiky a souhrnné statistiky pro mikrosatelitni
lokusy analyzované u populace starokladrubského koné.

Pocdet Rozsah a b Lokace na
Lokus alel (bp) Ho He chromozému
AHT4 10 143 -160 0,827 0,821 24
AHT5 6 130 - 140 0,716 0,752 8
ASB2 14 236 - 255 0,821 0,846 15
ASB17 11 95-121 0,784 0,778 2
ASB23 12 178 - 207 0,534 0,703 3
CA425 6 234 - 244 0,651 0,622 28
HMS1 5 174 - 184 0,519 0,543 15
HMS2 12 217 -238 0,725 0,734 15
HMS3 10 148 - 168 0,509 0,607 9
HMS6 10 155-172 0,685 0,713 4
HMS7 8 117 -125 0,549 0,625 1
HTG4 6 127 -137 0,682 0,700 9
HTG6 6 79-95 0,374 0,406 15
HTG7 4 117 -125 0,556 0,600 4
LEX3 5 144 - 156 0,497 0,561 X
VHL20 7 85-105 0,765 0,835 30
Primér 8,25 - 0,637 0,678 -

a Ho je pozorovana heterozygotnost, b He je oéekdvana heterozygotnost.

Popisné statistiky mikrosatelitd napfi¢ otcovskymi liniemi jsou
uvedeny Vv tabulce 2. Pozorovana heterozygotnost a ocekavana
heterozygotnost vykazovaly pro vSechny linie podobné hodnoty.
Nejnizsi hodnota heterozygotnosti byla zjiSténa pro linii Generale

(0,569) a nejvyssi hodnota pro linii Favory (0,680). Také pro

ocekavanou heterozygotnost vykazovala nejvy$si hodnotu linie
Favory  (0,677). Naopak nejniz8i hodnotu  olekavané
heterozygotnosti vykazovala linie Rudolfo (0,547).

Tabulka 2. Charakteristiky a souhrnné statistiky pro mikrosatelitni
lokusy analyzované u otcovskych linii starokladrubského koné.

Linie N2 Ne® Ho® Hed
Generale 20 4,38 0,569 0,575
Generale-Generalissimus 63 5,50 0,623 0,600
Favory 30 6,06 0,680 0,677
Favory-Generalissimus 10 5,69 0,656 0,622
Sacramoso 100 6,75 0,637 0,660
Solo 60 5,44 0,624 0,618
Siglavi Pakra 14 4,25 0,647 0,604
Romke 16 4,63 0,630 0,605
Rudolfo 11 3,94 0,659 0,547

a N je pocet jedinci, b Ne je primémy pocet alel, ¢ Ho je pozorovana
heterozygotnost, d He je o¢ekavana heterozygotnost.

Standardni genetické vzdalenosti (D) mezi otcovskymi liniemi podle
Nei (12) a diference pomoci parového koeficientu (Fsr) jsou

Nei (12) byla zjisténa mezi liniemi Sacramoso a Solo (0,049) a
nejvyssi hodnota genetické vzdalenosti byla odhadnuta mezi liniemi
Romke a Rudolfo (0,429). Podobné hodnoty genetické diverzity
publikoval Zabek (16) pii porovnani malé populace bitgorajskych
koni s béznymi plemeny koni. Parové koeficienty (Fsr) vykazovaly
u vétSiny part otcovskych linii stfedni hodnoty. Pouze mezi
otcovskymi liniemi Generale vs. Solo, Generale vs. Siglavi Pakra,
Generale vs. Romke, Generale-Generalissimus vs. Siglavi Pakra,
Generale-Generalissimus vs. Romke a Siglavi Pakra vs. Rudolfo
byla zjistény vysoké hodnoty Fsr. Vysoké hodnoty Fsr poukazuji na
vysSi genetickou distanci mezi zminénymi otcovskymi liniemi. Na
druhé strané mezi otcovskymi liniemi Sacramoso vs. Solo ¢&i
Napoleon vs. Romke byly odhadnuty hodnoty Fsr nizké. Z hodnot
parového koeficientu (Fst) je ziejmé, Ze od 2,0 do 17,4 % je mozné
mikrosatelitni  variabilitu u starokladrubského koné vysvétlit
podrozdélenim populace. Jde o to, Ze po dlouhou dobu byli zastupci
cerného a bilého stada chovani oddélené, tj. nedochazelo mezi nimi
k vyméné plemenikii ani plemenic. Hodnoty Fgsr odpovidaji
hodnotdm genetické vzdalenosti (D). Odhad genetického toku je
zndzornény jako primérny pocet migranti za populaci Nm (tabulka
3). Nejvétsi pomér migranti byl zjistén mezi otcovskymi liniemi
liniemi Siglavi Pakra vs. Rudolfo (1,1). Poty migranti za populaci
jsou ve shodé shodnotami genetické vzdalenosti a parového
koeficientu. Vys§i pocet migrantli odpovida cili Slechténi, tzn.
piipafovat co nejméné piibuzné jedince.

Z UPGMA dendrogramu (obrazek 1) je ziejmé, ze otcovské linie
byly rozdéleny do dvou zékladnich shlukti. Tyto dva hlavni shluky
predstavuji rozdéleni linii podle barevné varianty. Otcovské linie
Solo, Romke a Siglavi Pakra a Sacramoso jsou liniemi vranikl a
otcovské linie Generale, Generale-Generalissimus, Favory, Favory-
Generalissimus a Rudolfo jsou liniemi bélousd. Jedinci otcovské
linie Sacramoso se vyskytuji v obou barevnych variantach.

Z prvniho shluku jsou si nejvice podobné otcovské linie Sacramoso
a Solo. Jedna se o nejstarsi vrané otcovské linie starokladrubského
koné. Vysokd podobnost mezi témito dvéma liniemi je také
zpusobena skute¢nosti, ze jeden hiebec otcovské linie Sacramoso
byl v ramci regenerace starokladrubskych vranikli pfejmenovan na
Solo a podilel se rozhodujicim zplisobem na regenera¢nim procesu
jako zakladatel nové linie. K t¢émto dvéma otcovskym liniim je také
v Uzkém vztahu otcovskd linie Romke. Tyto tfi otcovské linie
vykazovaly nejvy$si podobnost mikrosatelitnich lokust z celé
populace. Podobné je tomu i u druhého shluku, jenz zahrnuje
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jedince bilé varianty. Otcovské linie Generale-Generalissimus a
Favory-Generalissimus vykazovaly nejvyssi genetickou podobnost.

88 I: Sacramoso
a7 Solo

Romke

78

Siglavi Pakra

100 &6 Generale-Generalissimus
] s7 _|: Favory-Generalissimus
_ ————————— Favory

Rudolfo

Generale

77

Obrazek 1. UPGMA dendrogram zkonstruovany z genetickych
vzdalenosti podle Nei (12).

4. ZAVER

Cilem prace bylo provést analyzu variability 16 mikrosatelitd u
starokladrubského koné. Celkem bylo zgenotypovano 324 zvifat.
Celkovy pocet alel nalezenych na sledovanych mikrosatelitnich
lokusech byl 86, primérny pocet alel na mikrosatelitni lokus byl
8,25. Primérna hodnota pozorované heterozygotnosti byla 0,637 a
hodnota ocekavané heterozygotnosti 0,678. Genetickd diference
mezi otcovskymi liniemi dosahovala stfedni hodnoty (hodnoty Fsr
se pohybovaly od 0,020 az 0,017). Rozdily mezi otcovskymi liniemi
byly zjistény pomoci genetickych vzdalenosti. Jeden geneticky
shluk zahrnoval otcovské linie cerné varianty a druhy shluk
zahrnoval otcovské linie bilé varianty. Z uvedenych vysledki
vyplyva, Ze genetickd diverzita starokladrubskych koni je
srovnatelna s ostatnimi plemeny koni.
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Tabulka 3. Genetické vzdalenosti (D) nad diagonalou a parovy koeficient (Fsr) spolu s poétem efektivnich migrant? za populaci (v zavorce)

pod diagonalou.

Linie Gene G Gens Fav F Gens Sac Sol SigP Rom Rud
Gene 0,197 0,144 0,204 0,212 0,356 0,390 0,367 0,214
G Gens 0,093 (2,5) 0,133 0,104 0173 0,287 0,404 0,359 0,172
Fav 0059 (4.0) 0054 (4,4) 0,119 0112 0,183 0,267 0219 0,161
F Gens 0092(25) 0045 (54) 0,045 (53) 0121 0,212 0319 0,249 0,166
Sac 0091(25)  go7531) 0042(55) 0,051 (47) 0,049 0,101 0,093 0,176
Sol 0158(14)  0127(1,7) 0076(31) 0,095 (24) 0,020 (12,1) 0171 0,061 0,253
SigP 0159(13)  0160(1,3) 0094 (24) 0126(L7) 0072 (32) 0,071 (33) 0,169 0,429
Rom 0152(14) 014715 0079(29) 0102(22)  0031(7,7) 0017 (146) 0,062 (38) 0,316
Rud 0100(23)  0078(30) 0062(38 0072(32) 0072(32)  0113(20)  0174(11) 0,135 (1,6)

Oznaceni linii: Gene = Generale, G Gens = Generale-Generalissimus, Fav = Favory, F Gens = Favory-Generalissimus, Sac = Sacramoso, Sol = Solo, SigP =

Siglavi Pakra, Rom = Romke, Rud = Rudolfo.
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