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Abstrakt Starokladrubsky ki je jediné ¢eské autochtonni plemeno
koni, jez ma né&které pozoruhodné vlastnosti, diky kterym je
zafazeno do Narodniho programu konzervace a vyuZivani
genetickych zdroju zvitat vyznamnych pro vyzivu a zemédélstvi.
Geneticka variabilita tohoto plemene byla studovana pomoci
sekvena¢ni analyzy 275 bp Useku D-smy¢ky mitochondrialni DNA.
Celkem bylo testovano 175 starokladrubskych koni. Srovnanim
s referenéni sekvenci bylo nalezeno 23 polymorfnich mist, pficemz
ve vSech piipadech se jednalo o substituci. Studované vzorky
naleZely k 14 haplotypim a 5 haploskupindm. Z pfedkladanych
vysledku je patrné, Ze studovani starokladrubsti kon¢ maji podobny
stupen polymorfismu jako jiz dfive studovana plemena koni.
Kli¢ova slova Genetickd variabilita, mitochondrialni
starokladrubsky kan

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 kun
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. Piivodné 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. Pivod starokladrubského koné& je mozno
vysledovat zpét k 8 zakladatelkdm cistokrevnych klasickych rodin
(Africa, Almerina, Cariera, Deflorata, Madar, Ragusa, Rava
a Sardinia) a 7 zakladatelkdam cistokrevnych neklasickych rodin
(Barta, Dana, Favora, Gita, Narcis, Ritorna a Xandra) (Rad PK
starokladrubského kong, 2012).

K popisu rozmanitosti na molekuldrni tGrovni casto slouzi
mitochondridlni analyza. Mitochondridlni DNA (mtDNA) je
zajimavd pro svou velkou variabilitu, malou mirou mutace,
maternalni dédi¢nost a nepfitomnost rekombinaci (Hagelberg et al.
1999). Nejvariabilngjsi ¢asti mtDNA je D-smycka neboli kontrolni
oblast. Jedna se o nekddujici oblast, jez obsahuje hlavni regula¢ni
prvky pro replikaci a expresi mitochondridlniho genomu.
V soucasné dob¢ je analyza kontrolni oblasti mtDNA jednim
z hlavnich nastroji studia genetické variability uvnitfa mezi
populacemi koni (Bowling et al. 2002; Cozzi et al. 2004; Ivankovi¢
et al. 2009; Kavar et al. 2002; Mirol et al. 2002; Priskin et al. 2010).
Cilem této prace bylo zjisténi urovné genetické variability
starokladrubskych koni.

2. MATERIAL A METODIKA

Analyzovano bylo celkem 175 zvitat obou barevnych variant, jez
nalezi k 23 rodindm starokladrubskych koni (tabulka 1). Zdrojem
DNA byla krev (n=171) a bukalni stéry (n=4). Genomicka DNA
byla izolovana z krve pomoci BloodPrep chemikalii a pfistroje
ABIPrism 6100 Nucleic Acid PrepStation (Life Technologies,
USA). lzolace DNA zbukélnich stérd byla provedena pomoci
magnetickych &astic MagMAX™-96 DNA Multi-Sample Kit (Life
Technologies, USA). Horni ¢ast D-smy¢ky (373 bp, nt 15 416 — 15
788) byla amplifikovana pomoci primerd DLF a DLR (VUZV,
Patentovy spis CZ 302372 B6).

Reakéni smés o objemu 10 pl obsahovala 2 pul DNA (10 az 100 ng),
10 pmol obou primerd a 5 pl 2 x koncentrovaného PPP Master Mixu
(Top-Bio, CR). Amplifikace probihala v termocykleru TGradient 96
(Whatman Biometra, Germany) podle nasledujiciho programu:
uvodni denaturace pfi teploté 95 °C po dobu 5 min; pak nasledovalo
35 opakovani nasledujiciho cyklu: denaturace pfi teploté 95 °C po
dobu 60 s, pfi teploté 62 °C po dobu 30 s, pii teploté 72 °C po dobu
60 s. Poté byly PCR produkty enzymaticky pteéistény pomoci
alkalickeé fosfatazy (1,67 U) a exonukledzy Exol (6,6 U). Sekvenaéni
reakce byla provedena se stejnymi primery jako PCR a s BigDye
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reakction chemii (Life
Technologies, USA). Vzniklé produkty byly piecistény BigDye
Exterminator purifikanim kitem a poté elektoforeticky separovany
piistrojem ABI PRISM™ 3130 Genetic Analyzer (Life
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Technologies, USA). Analyza sekvenci byla provedena v programu
SeqScape v 2.5 (Life Technologies, USA).

Mohodetné piitazeni sekvenci DNA bylo provedeno pomoci
programu Clustal-W (Thompson et al. 1994). Parametry diverzity
populace byly vypocteny pomoci DNASP v 5 (Librado et Rozas
2009). Genetické vzdalenosti byly vypocteny a fylogeneticky strom
byl sestrojen pomoci programu PHYLIP (Felsenstein 1993), ktery
byl rovnéz pouzit k provedeni bootstrap analyzy pro 1 000 datovych
souboril. Studované sekvence byly porovnany s 21 nukleotidovymi
sekvencemi kontrolniho regionu mtDNA z databaze NCBI GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank). Jako srovnavaci byla
pouzita sekvence Equus asinus X97337.

Tabulka 1. Seznam sledovanych rodin starokladrubskych koni
a jejich charakterizace.

Rodina Nar. | Barva Pocet vzorki
1 | Africa-Maestrosa 1740 | bélka/vranka 7
2 | Almerina-Albona 1769 | bélka 15
3 | Almerina-Aluta 1769 | belka 4
4 | Almerina-Campanella | 1769 | bélka/vranka 8
5 | Almerina-Egloga 1769 | belka 12
6 | Almerina-Formosa 1769 | vranka 6
7 | Almerina-Maja 1769 | belka/vranka 8
8 | Barta 1953 | bélka/vranka 9
9 | Cariera 1894 | bélka 12
10 | Dana 1969 | bélka 4
11 | Deflorata-Plutona 1767 | vranka 2
12 | Favora 1963 | belka 9
13 | Madar VI 1782 | bélka 4
14 | Narcis 1939 | belka/vranka 7
15 | Ragusa 1888 | belka 13
16 | Ragusa-Raguza 1888 | belka/vranka 6
17 | Rava-Maga 1755 | bélka/vranka 4
18 | Rava-Ravana 1755 | bélka 6
19 | Ritorna 1974 | vranka 6
20 | Sardinia-Magura 1770 | vranka 10
21 | Sardinia-Neapolitana | 1770 | bélka/vranka 7
22 | Sardinia-Septimia 1770 | belka/vranka 7
23 | Xandra 1938 | bélka/vranka 9

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Byl sekvenovan 275 bp Usek D-smycky mitochondridlni DNA.
Soubor tvotilo 175 vzorkd, jenz néalezi k 14 haplotyptim (tabulka 2).

a Barta s 8 substitucemi a rodiny Almerina-Aluta, Almerina-
Campanella, Almerina-Egloga, Almerina-Formosa, Almerina-Maja
a Sardinia-Magura s 9 substitucemi. Z uvedeného vy¢tu je patrné, Ze
studovani starokladrubsti koné vykazuji velkou genetickou a malou
nukleotidovou diverzitu (h=0,900, z=0,018).

Na obrazku 1 vidime, Ze studované vzorky patii do nasledujicich
haploskupin A, B, C, D a F (dle Jansen et al. 2002). Nejvice
zastoupenou skupinou je haploskupina A's 66,28 % jedinci. K této
skuping patfi haplotypy A, B, C, H, J, L a M. Druhou nejpocetn&jsi
skupinou je skupina D s 17,73 %, k niz nalezi haplotypy E a F.
Haplotypy D, I a N maji stfedni zastoupeni (11,43 %) a patii
k haploskuni¢ F. Nejmensi pocet zastupcti maji haploskupiny B a C
(2,28 %).

Obrazek 2 porovnava predkladané vysledky s 21 konskymi
sekvencemi pievzatymi z databdze GenBank. Je ziejmé, ze D-
smyc¢ka mtDNA je velmi polymorfni (Bowling et al., 2002; Cozzi
et al., 2004; Hill et al., 2002; Kavar et al., 2002; McGahern et al.,
2006; Mirol et al., 2002 a Priskin et al. 2010). Neni piekvapujici, ze
soucasnad plemena koni nejsou geneticky izolovana (viz Cieslak et
al., 2010). Podobny stupeni polymorfismu byl nalezen v ptedchozich
studiich mtDNA u lipickych koni (Cozzi et al., 2004; Kavar et al.,
2002). Na zékladé analyzy péti vzorka Cozzi et al., 2004 uvadi, Ze
témef polovina z lipickych sekvenci patfi k haploskupiné C
a zbyvajici k haploskupinam A, B a D (po 20 %). Toto zjisténi
pravdépodobné pochazi z velmi omezeného poétu zkoumanych
jedinct. Naproti tomu Kavar et al., 2002 zkoumali 212 jedinct z 56
rodin. Nalezli 37 haplotypt a 4 haploskupiny (C1-C4).
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Srovnanim s referen¢ni sekvenci bylo nalezeno 23 polymorfnich
mist, ve vSech piipadech se jednalo o substituci. Z tabulky 2 je
patrné, ze nekteré haplotypy jsou stejné pro vice rodin. Napiiklad
haplotyp B maji pfevazné zastupci rodiny Almerina (mimo
Almerina-Albona), také haplotyp H je spoleény 4 rodinam
(Deflorata-Plutona, Favora, Narcis a Sardinia-Neapolitana).
Studované vzorky se lisi 0 1 — 9 nukleotidli od srovnavaci sekvence
(GenBank X79547). Nejméné polymorfni je haplotyp M (rodina
Ritorna), jenZ ma substituci T — C v pozici 15 495. Tato substituce
je spolecna pro vSechny sledované haplotypy. Po ¢Ctyfech
substitucich maji rodiny Africa-Maestrosa, Dana a Madar VI,
nasleduji rodiny Deflorata-Plutona, Favora, Narcis, Sardinia-
Neapolitana, Ragusa a Ragusa-Raguza s 5 nukleotidovymi
zam&nami. Sest substituci maji zastupci rodiny Rava-Ravana, sedm
zamén maji zastupci rodin Cariera, Rava-Maga, Sardinia-Septimia
a Xandra. Mezi nejvice polymorfni patii rodiny Almerina-Albona
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Obrazek 1. Neighbour-joining dendrogram mtDNA haplotypt
starokladrubskych koni. Sekvence Equus asinus (X97337) byla

pouzita jako referenéni.
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Obrazek 2. Neighbour-joining dendrogram sekvenci D-smycky
mtDNA zastupci rodu Equus, véetné sekvenci starokladrubskych
koni.

4. ZAVER

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, starokladrubsky ki je jediné Ceské
autochtonni plemeno koni, jez ma nékteré pozoruhodné vlastnosti,
diky kterym je zafazeno do Narodniho programu konzervace
a vyuZivani genetickych zdroji zvitat vyznamnych pro vyzivu
a zemédglstvi. Pro vybér optimalni strategie pro jeho zachovani je
nezbytné stanovit parametry popisujici genetickou rozmanitost
tohoto plemene. Piedkladané vysledky, které byly ziskany studiem
polymorfismu D-smy¢ky mitochondrialni DNA starokladrubskych
koni, budou vyuzity v Slechtitelském procesu tohoto plemene.
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Tabulka 2. Haplotypy a nukleotidové substituce studovanych rodin starokladrubskych koni. Jako referen¢ni je pouzita sekvence Equus

caballus GenBank X79547.
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