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ABSTRACT

GENETIC DIVERSITY IN GENES IMPORTANT FOR SURVIVAL OF THE
DOMESTIC HORSE

Genetic diversity is important for a species and/or population survival. Diseases
represent a permanent threat for domestic, captive and wild animal populations. Therefore,
genetic diversity in genes involved in resistance/susceptibility to infectious and other
diseases is of great interest. In this study, microsatellites and single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in immunity-related genes were used as markers to describe genetic
diversity of three different breeds of the domestic horse (Equus caballus): Camargue,
Murgese and Icelandic horses. 30 microsatellite and 21 SNP markers developed in this
laboratory were genotyped in all three populations by using direct sequencing and
PCR-RFLP techniques, respectively. Intra-population characteristics as well as genetic
distances among the populations were obtained using the Arlequin3.1software.
Microsatellite analysis revealed similar genetic diversity in all three populations studied.
Average observed heterozygosities (Ho) ranged from 0,683 of Icelandic horse to 0,715 of
Murgese and the mean number of alleles (N) varied form 6,37 of Murgese to 7,63 of
Camargue. In Icelandic horse population 13 breed-specific alleles with a frequency > 0,2
were found, suggesting a larger genetic heterogeneity of this breed. Similarly, genetic
distances represented by the Frg coefficient showed larger genetic differences of Icelandic
horse (Frs = 0,15 — 0,17) from those observed between the Camargue and the Murgese
populations (Frs = 0, 05) . Analysis of immunity-related gene SNPs revealed high genetic
diversity in the South-European breeds (Ho = 0,313 in Murgese and 0,317 in Camargue) and
significantly lower in Icelandic horse (Ho = 0,252). However, genetic distances based on
SNP analysis showed only subtle differences among breeds with the highest value between
Murgese and Icelandic horse (Frs = 0,12). Neutrality tests of the SNP markers did not reveal
any significant Tajima’s d value in any population. In conclusion, the parameters of genetic
diversity of the populations studied in microsatellite loci were different from those in the
immunity-related gene SNPs, suggesting that information provided by population analysis of
candidate gene polymorphisms is different from data obtained by standard microsatellite

studies.

Keywords: genetic diversity, population, horse, microsatellites, SNPs, immunity-related
genes, genetic distances, neutrality tests
Klicova slova: geneticka diverzita, populace, kin, mikrosatelity, jednonukleotidové
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1. UVOD

Diverzita je pojem, uzivany v biologii pro popis v piirodé se vyskytujicich rozdilu.
Rozdily lze najit na rizné udrovni, ¢emuz odpovidaji i rizné druhy diverzity: druhové,
fenotypova. Pomérné novym typem je diverzita genetickd, kterd popisuje rozdily na trovni
DNA.

Po staleti si lidé v§imali rozdilt, které se mezi nimi vyskytuji, a Ze se tyto rozdily
objevuji v nékterych rodindich mnoho generaci. Podobné se predpoklddala dédi¢nost
rozdilnych vlastnosti i u domadcich zvitat a péstovanych rostlin. Nicmén¢ az vytvoreni
neodarwinistické teorie evoluce ve 30. letech 20. stoleti pfedstavuje prvni snahu
zdokumentovat mnozstvi pozorované rozdilnosti.

Prvotni studie genetické variability se zaméfovaly na snadno zjistitelné rozdily jako
jsou morfologické parametry (Ford, 1940) nebo krevni skupiny (Landsteiner & Weiner,
1940). 1 kdyz se jednalo o zajimavé znaky, nebylo moZné pomoci nich popsat celkovou
genetickou variabilitu studované populace. Velky posun ptinesl rozvoj molekuldrnich
technik v 70. a 80. letech 20. stoleti, od kdy Ize moderni popula¢ni genetiku datovat.

V dnesni dob¢ se studie genetické diverzity populaci zaméfuji ptedevsim na ¢loveéka
(Prugnolle et al., 2005) a domestikovand zvifata — napf. psy (Brouillette & Venta, 2002),
ovce (Pariset et al., 2006) nebo kon¢ (Aberle et al.,, 2004). Pravé kin domaci (Equus
caballus), diky svému kosmopolitnimu rozsiteni a své vnimavosti k fad¢ infekci, v¢etné téch
nebezpecnych pro ¢loveEka, prestavuje zajimavy model.

Vsechny organizmy Ziji v urCitém prostiedi, které se neustidle méni. Schopnost
populace (¢i druhu) vyrovnat se s ménicimi se podminkami je zavisla na jeji (jeho) genetické
variabilité. Obzvlast vyznamnym faktorem prostiedi jsou pivodci nemoci — patogeny.
Z toho divodu je nejvetsi daraz z celé genetické diverzity kladen na diverzitu v genech
imunity.

2N s

Studium genetické diverzity piinasi dilezité informace pro Slechténi domadcich zvitat,
v zoologickych zahraddch. DiulezZitou soucasti studia genetické diverzity je ivyzkum
interakce patogena a hostitele ve vzniku nemoci, jenZ mize vést k objevu novych gent

a jejich funkci v obranyschopnosti.



2.  LITERARNI PREHLED

2.1 GENY PREZITI

Genom zivocichti obahuje velky pocet gend, které 1ze podle riznych kritérii rozd¢lit
do rtznych skupin. Z funkéniho hlediska tvoii dilezitou skupinu geny zajistujici preziti
jedince a druhu. Patii sem geny spojené s reprodukci (napt. geny zajist'ujici spermatogenezi,
sexudlni chovéni, oplozeni a dal$i), geny Gc€astnici se boje proti stresu (pf. geny tcastnici se
detoxikacénich procesll) a v neposledni fad¢ geny obranyschopnosti.

Geny obranyschopnosti €ili imunity, nazyvané téZ IR geny (z angl. immunity-
related), tvoii u savcd piiblizné 5% genetické vybavy. Toto ¢islo ale pravdépodobné neni
konecné, protoze se stile objevuji nové geny a nové funkce gent jiz zndmych (Trowdsdale
& Parham, 2004).

Imunitni systém je rozdé€lovan na dvé zakladni sloZky: nespecifickou (neadaptativni,
vrozenou) a antigenné specifickou (adaptativni). Nespecifickd imunita je evolucné starsi
a vyskytuje se u vSech mnohobunécnych organizmi. Je zaloZend na pfedem pfipravenych
bunkdch a molekuldch, které reaguji na spole¢né rysy mnoha riiznych patogend. Specificka
imunita je evolucné mladSi a zndma aZ u obratlovcl. VyuZivd vysoce specializované
molekuly a aktivuje se aZ po setkdni s danym antigenem. Vzhledem k vzdjemné provadzanosti

obou slozZek, byva obtizné jednoznacné zatadit imunitni geny pouze do jedné z nich.

2.2 GENETICKA DIVERZITA A INTERAKCE
HOSTITEL - PATOGEN

Genetickd diverzita je ovliviiovdna riznymi mechanizmy jako jsou napft. drift ¢i
rizné druhy selekce. Diky nim se neustdle méni genetické slozeni populaci a dé se fici, ze
genetickd diverzita populaci se tak neustdle vyviji. Kazdy druh sdili své Zivotni prostfedi
s druhy dalSimi a jejich stietdvani muze pohanét selekci. Vzdjemné vztahy koexistujicich
druht, hlavné pak vztahy hostitel a patogen (¢i parazit), predator a kofist, mezidruhova
kompetice nebo mutualizmus, zptisobuji, Ze se ziicastnéné druhy vyvijeji v zavislosti jeden
na druhém (Thompson, 1994). Vztahy hostitel — patogen a predator — kofist mohou navic

vést k selekci zavislé na frekvenci (Ebert, 1998). Piikladem miiZze byt nova geneticka
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varianta patogena, kterd se rychle mnoZi a §ifi, protoZe vétSina populace hostitele je proti ni
bezbrannd. Takto se novd varianta patogena rychle rozsiii, coz ale vyvold i zmnoZeni poctu
rezistentnich jedincii hostitele a ve vysledku sniZeni reprodukéni rychlosti patogena. Diky
selek¢éni vyhodé rezistentnich jedincii hostitele se jejich frekvence v populaci postupné zvysi.
Mezitim ale mél patogen dostatek Casu, aby vyvinul dalsi, virulentnéj$i variantu, k niz uz
novy typ hostitele nebude rezistentni. Cely cyklus se pak dokola opakuje.

Schopnost hostitele vyhnout se patogeniim a schopnost patogena vyuZivat hostitele je
vétSinou geneticky podminéna. Pro kazdy druh je tedy dilezité udrzovat dostate¢né mnoZstvi
ruznych variant gentl, aby se mohl pfizptisobit novym podminkam. Nedostatecna geneticka
variabilita predstavuje vaZznou hrozbu pro zachovéani druhu (nebo populace).

Infekéni nemoci predstavuji neustdlé nebezpeci pro vSechny populace a druhy, at’ uz

e s

diverzita v genech tcastnicich se imunitni odpovédi (IR genech).

2.3 MERENI GENETICKE DIVERZITY

Rozvoj molekuldrni biologie v druhé polovin€ 20. stoleti vedl ke vzniku mnoha
technik pro zkoumani DNA. S jejich pomoci byly vyvinuty i ukazatele popisujici celkovou
variabilitu genomu — genetické markery. Pro ndsledné zhodnoceni a interpretaci dat
ziskanych z genetetickych markerti byly na zdklad¢ evolu¢né-biologickych teorii vytvoreny

matematické modely a ustanoveny standardni parametry genetické diverzity populaci.

2.3.1 GENETICKE MARKERY

Genetickych markerd existuje nckolik typt. Mezi nejstarSi patii hlavné
celogenomové RFLP (polymorfizmus délky retrikénich fragmentd), RAPD (ndhodné
amplifikovand polymorfni DNA) a AFLP (polymorfizmus délky amplifikovanych
fragmentil). Tyto markery poskytuji anonymni data, kterd 1ze t€Zko srovndvat s daty z jinych
studii, a proto se v dne$ni dob¢ uz témet nepouzivaji. Modernimi typy markerti jsou vybrané
¢asti mitochondridlni DNA (mtDNA), mikrosatelity a jednonukleotidové polymorfizmy

(SNPs), které poskytuji data srovnatelnd napiic studiemi.
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Mitochondridlni DNA markery

Mitochodridlni DNA pfedstavuje mimojadernou genetickou informaci. VétSina
mitochondridlntho genomu je tvofena kédujicimi sekvencemi, které jsou prubézné
transkribovdny. Vyjimkou je zhruba 1 kbp dlouhy dsek zvany D-smycka, ve kterém zacind
replikace a transkripce. Mitochondrie jsou dédény po matetské linii, a proto jsou vyuZivany
pfevazné k evoluénim studiim (pf. Luis et al., 2006). Pro DNA mitochondrii je typickd vyssi
mutacni rychlost, pramenici pravdépodobné¢ z neefektivnich repara¢nich mechanizmii a vyssi
koncentrace mutagenti (Wilson et al., 1985). VétSina polymorfizmu se hromadi v D-smyc¢ce,
zatimco kodujici oblasti zGstavaji neménné. Diivodem je nejspis selekéni tlak ptisobici proti
nové vzniklym, negativné se projevujicim mutacim (Brown et al., 1993). Tohoto rozdilu se
vyuziva pii vybéru vhodného mitochondridlniho markeru: pro studium blizce piibuznych
skupin a jedinci se vybird sekvence D-smycky, zatimco pro vzdalenéj$i taxony se
uptednostnuji kédujici oblasti (napt. gen pro cytochrom b). Z metodického hlediska je
vyhodou vys§i pocet kopii mtDNA na builku, coZz umoziuje snadnéj$i amplifikaci pii
polymerdzové fetézové reakci. Nevyhodou jsou ¢etné jaderné kopie mitochondridlnich gent,

které mohou zkreslit vysledky (Zhang & Hewitt, 1996).

Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou tandemové uspotddané repetice kratkych, jedno- az
Sestinukleotidovych sekvenci. Pocet repetic se u jednotlivych mikrosatelitii li§i, obvykle ale
byva od né€kolika jednotek az po nckolik stovek. Mikrosatelity se vyskytuji na vSech
chromozomech a jejich rozloZeni se zdd byt ndhodné. Nalezeny byly v kédujicich oblastech,
v intronech i v oblastech neobsahujicich geny (Liu et al., 2001). Pro mikrosatelity je typicka
vysokd mutacni rychlost (az 10 na generaci), kterd je pravdépodobné zpiisobena
uklouznutim polymerdzy béhem replikace (Tautz, 1989). Nové vzniklé varianty (alely) se od
rodicovské lisi vétSinou jen o jedno az dvé opakovdni. Béhem kritké doby se tak muze
v populaci vytvorit pomémé velké mnoZzstvi alel. Ke genotypizaci mikrosatelitd se pouziva
piima sekvenace s pouZzitim primerti odpovidajicich pfilehlym sekvencim. Mikrosatelity jsou
dédény kodominantné, od obou rodict a vyuZivaji se k popisu diverzity a piibuzenskych
vztahi mezi plemeny (pi. Achmann et al, 2004). Z velkého mnozZstvi popsanych
mikrosatelitl byla vybrdna skupina reprezentativnich, které se vyuZivaji celosvétove

a umoziuji tak srovnani riznych studii mezi sebou.
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Jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs)

SNP je polymorfizmus zptisobeny bodovou mutaci. Takto vzniklé varianty (alely)
daného lokusu se 1isi pouze jedinou bazi (jedinou pozici v lokusu). Kazdy SNP se muze
vyskytovat ve Ctyfech rtiznych variantach (A, T, C a G), obvykle ale miva varianty pouze
dvé. Oproti mnohaalelickym mikrosatelitim poskytuji SNPs jen malou informaci. Tato
nevyhoda je vSak vyvdZena obrovskym mnoZstvim jednonukletidovych polymorfizma
v genomu. Pro genotypizaci SNP se vyuzivaji rizné metody. Mezi nejcastéjsi patii SSCP
(polymorfizmus konformace jednofetézcové DNA), DGGE (gelovd elektroforéza
v denatura¢nim gradientu) a pfima sekvenace (Malmgren et al., 1996; Cariello et al., 1988).
Velky pokrok piinesl vyvoj genovych chiptl, které zachyti najednou stovky az tisice riznych
SNP. Pomoci SNP lze zachytit polymorfizmus, ktery nebylo mozné zachytit s pouZitim
star§ich typt markert. Diky tomu a vysoce automatizované technologi chipli se SNP
markery dostaly do popiedi zdjmu. Jednonukleotidové polymorfizmy piedstavuji
kodominantni markery dédéné od obou rodi¢l. Vyuzivaji se kpopisu diverzity
a pfibuzenskych vztahii mezi plemeny a populacemi (pf. Pariset et al., 2006). Nevyhodou
dodsavadnich technologii genotypizace SNP markert je naprostd anonymita studovanych
lokust. To sice nevadi v populacnich studiich popisujicich diverzitu, ani pii srovnani studif
mezi sebou, ale vyraznym zpisobem to limituje dalSi implikace. Napiiklad pro studium
selekce je zapotfebi zndt identitu lokusu a jeho funkci v organizmu, aby bylo mozné
zhodnotit evolu¢ni mechanizmy pusobici na dany lokus. SNP markery lze najit i se zndmou

anotaci, jejich hromadna genotypizace pomoci chipli ale zatim neni mozna.

2.3.2 PARAMETRY GENETICKE DIVERZITY POPULACI

Heterozygotnost

Heterozygotnost je nejrozsitenéjsi velic¢ina pro méfeni genetické variability populaci.
ProtozZe jsou jedinci diploidnich druhti v daném lokusu bud’ heterozygoti nebo homozygoti,
predstavuje heterozygotnost biologicky uZitecné méfitko. Obvykle se pouZzivaji dva druhy
heterozygotnosti: h. ocekdvand (He; zangl. expected heterozygosity) a h. skutecnd
(pozorovand; Ho; z angl. observed heterozygosity). Tyto hodnoty se mohou v nékterych
ptipadech od sebe vyrazné liSit. Jednd se o situace, kdy jsou frekvence jednotlivych

genotypi ovlivnény cCastym samooplozenim, nebo jsou dané geny dédény pouze po
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matefské/otcovské linii (mtDNA, chromozom Y). Pro tyto piipady existuji specidlné
upravené vzorce pro vypocet. Pro ucely béZznych populacnich studii, pocitajicich

s dostate¢nym poctem jedincii v populaci, se pouziva nasledujici vzorec:

k
J}:”’il(l—pr) @.1)
i=1

kde n je pocet kopii genu ve vzorku, k je pocet haplotypil a p; je frekvence i-tého haplotypu
(Nei, 1987).

Pocet polymorfnich lokusi

Tato hodnota urcuje, kolik ze studovanych lokusti se vyskytuje alespon ve dvou
variantdch. Pro definovdni polymorfniho lokusu se uZzivd frekvence alel, kdy frekvence
Cast¢jsi alely nesmi piekrocit kritickou hranici - obvykle 0,99 u populaci se 100 a vice
jedinci a 0,95 u populaci mensich. Nékdy se misto poctu polymorfnich lokusii pouZziva jejich

pomeérné zastoupeni z celkového poctu lokust.

Pocet alel

Pocet alel, nebo téz alelicka diverzita ¢i alelickd bohatost, udava pocet alel daného
lokusu u dané populace. Casto se uvadi i primérny pocet alel na jeden lokus u dané populace

(Na). Ob¢ cisla mohou byt ovlivnéna poctem jedinci dané populace, a proto je tieba

postupovat opatrné pii porovnavani populaci nestejné velikosti.

Efektivni pocet alel
Dalsi veli¢inou pro popis genetické diverzity je efektivni pocet alel (n.). Vyjadiuje se
jako prevricena hodnota otekavané homozygotnosti, kdy homozygotnost je rovna 1 — H; a H

je heterozygotnost (viz vzorec 2.1).
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2.3.3 GENETICKE DISTANCE

Genetické distance se pouzivaji ve velkych studiich (vice populaci i lokust) ke
zhodnoceni mnoZstvi variability sdilené studovanymi skupinami. Pomahaji sjednotit ziskana
data a zviditelnit obecné vztahy mezi skupinami. Analogicky geometrickym distancim,
i u distanci genetickych nulova hodnota odpovida nulovému rozdilu mezi skupinami.

Genetické distance je mozné vyjadfit vice zpisoby, pficemz kazdy z nich ma své
limitace. Obecné plati, Ze ¢im vice se hodnota distance vzdaluje nule, tim vets$i rozdil mezi
skupinami je. V ramci jedné studie tedy plati, Ze skupiny s vétsi hodnotou distance jsou si
vzdéalené€jsi nez skupiny s hodnotou mensi. Porovndvat hodnoty z rtiznych studii uz tak
snadné neni, protoze mohou byt ovlivnény napf. rGznym poctem jedincti nebo vnitini
variabilitou studovanych skupin. Porovndvat nelze ani hodnoty raznych distanci mezi sebou,

protoZe pro né€ byvaji pouZity jiné metody vypoctu.

Neiova (standardni geneticka) distance

Asi nejCastéji pouZivanou distanci je Neiova distance, také zvand standardni
genetickd distance (D). Za predpokladu neutrality lokust, genetického driftu a toho, Ze
z kazdé mutace se stane alela, roste hodnota této distance linearné€ v ¢ase. Pokud nedochazi

k toku genii mezi populacemi, je Neiova distance linedrni funkci mutacni rychlosti

(Nei, 1972).

Koeficienty F
Jednd se o tfi, vzdjemné provazané koeficienty ukazujici variabilitu na drovni celé
populace, subpopulaci a jedincti . V populacnich studiich se obvykle pouZziva koeficient Fsr,

ktery méfti genetickou diferenciaci na urovni celé populace (Wright, 1965).

Koeficient genové diferenciace (Gsr)

Tento koeficient, zalozeny na Hardy-Weinbergové heterozygotnosti, je pouZivan
i jako ukazatel genetické vzdélenosti subpopulaci. Nevyhodou je jeho zavislost na vnitini
variabilit¢ subpopulaci, kterd mlze zejména u multialelickych lokusii (pf. mikrosatelity)

zkreslovat vysledky (Nei, 1973).
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24 KUN JAKO MODELOVY ORGANIZMUS

Kun doméaci (Equus caballus) provazi Cloveéka uz nékolik tisic let. Slouzil jako
dopravni prostfedek a pomocnik pfi praci. V dne$ni dobé¢ se t¢Zisté jeho vyuZiti posunulo do
oblasti sportu a volného ¢asu. Vzhledem ke svému kosmopolitnimu rozsifeni a pfirozené
citlivosti k infekcim, které jsou nebezpecné i pro Clovéka, predstavuje potencidlni nebezpedi,

ale i vhodny model pro vyzkum.

Systematické zarazeni

RiSe: Animalia (Zivo&ichové)
Kmen: Chordata (Strunatci)
Ttida: Mammalia (Savci)
Rad: Perissodactyla (Lichokopytnici)
Celed’: Equidae (Kotoviti)
Rod: Equus (Kln)

Druh: Equus caballus (Kin domaci)

2.4.1 KONE A GENETICKA DIVERZITA

Stejné jako u ostatnich druht, i u koni vzdy existovala pfirozenad variabilita v riznych
znacich. Od chvile, kdy byl kit domestikovén, byli vybirani jedinci s vlastnostmi vhodnymi
pro ¢lovéka. Cilené Slechténi vedlo ke vzniku velkého mnoZstvi plemen, kterd se od sebe
vice ¢i méné lisi. Dnes tak muizZeme najit jedince ruznych velikosti, tvari a barev, navic
prizptisobené Zivotu v nejriznéjsich podminkach - od pousti az po severské a vysokohorské
krajiny.

Dlouhodoby vybér jedinct, kteii budou pouZiti k rozmnoZovani, vede k postupnému
sniZovani pfirozené variability, vCetné té€ genetické. Pro méfeni genetické diverzity, se u koni
vyuzivaji prevazné mikrosatelity. S jejich pomoci se popisuje riiznorodost jednotlivych
plemen, ale i oddélenych populaci stejného plemene (pf. Achmann et al., 2004), déle pak
genetickd vzdalenost ¢i podobnost, poptipad¢ piislusnost jedinct k danému plemeni. VétSina
plemen je mnohondsobné vzdjemné prokiiZena, ale pfesné zdznamy casto chybi. V takovych

piipadech se pouZivaji mitochondridlni markery, které pomohou evolu¢ni vztahy rozkryt
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(pt. Luis et al., 2006). Ukazku vyuziti genetickych markerti pro popis piibuzenskych vztaht

mezi plemeny lze vidét na obrazku 2.1.

Marwari

Spiti

42 67

Zanskari

52 Bhutia

Manipuri

Thoroughbred

Obr.2.1: Dendrogram ukazujici genetické vztahy mezi péti Indickymi plemeny koni
a Anglickym plnokrevnikem (Thoroughbred) vytvofeny na zdklad¢ analyzy mikrosatelitd
(Behl et al., 2007).

2.4.2 MODELOVE POPULACE A JEJICH VYZNAM

Camargue

Camargue neboli Camargsky kun je plemeno koni pochdzejici z oblasti Camargue
v Jizn{ Francii. Jednd se o malé, svalnaté kong typické svou bilou barvou a velkou odolnosti.
Pivod plemene se odvozuje od divokych koni, ktefi se v 7. a 8. stoleti n.l. v oblasti
Camargue misili s plemeny, jez se tam dostala z Ardbie. Ve starov€ku a sttedov€ku byli
Camargsti koné oblibeni u Keltskych a Romanskych ndjezdnikti a diky nim byli Casto
kiiZeni s dalSimi plemeny zejména Pyrenejského poloostrova. Po objeveni Ameriky byli
Spanélsti kon¢ dovazeni za ocedn, kde ovlivnili mnoho tamnich plemen. Rysy Camargi l1ze
proto najit napt. u Chilského kon¢ nebo Argentinského Criolla. Pozdéji byl Camargsky kun
kiiZzen s Berbery a Arabskymi a Anglickymi plnokrevniky ve snaze zuS$lechtit plemeno.
Tyto snahy byly vroce 1978 pieruseny francouzskou vlddou, kterd zalozila plemennou

knihu scilem wuchovat plemeno se vSemi jeho primitivnimi (pivodnimi) rysy

(Edwards, 1994).
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VeétSina dnesnich Camargt stdle Zije v oblasti svého ptivodu — v delté¢ feky Rhony.
Jednd se o bazinatou krajinu porostlou kefi a tvrdymi travinami, s vlhkym a teplym
podnebim. Oblast je typickd vyskytem mnoha parazitl, k nimz si Camargsti koné vyvinuli

wev s

bakterie rodu Anaplasma a virus zdpadonilské horecky (Murgue et al., 2001).

Murgese

Kon¢ plemene Murgese pochazeji z jizni Itdlie z oblasti Murge v Apulii. Jsou to
sttedn¢ vysoci koné¢ mohutné postavy s klabonosou hlavou a ¢ernou nebo tmavé hnédou
barvou. Vznik plemene se datuje do 12. stoleti n.l., kdy byla mistni plemena Neapolského
kong, Avelinského koné a Italského tazného koné kifiZena s dovezenymi Berberskymi konmi
a Arabskymi plnokrevniky. Nejvétsiho rozvoje dosdhlo plemeno v 15. a 16. stoleti, kdy bylo
vyuziviano pro vojenské tucely. Jeho popularita v pozdéjsich staletich poklesla a pocet
jedinct se snizil az na hranici vyhynuti. V roce 1928 byla zaloZena plemennd kniha a bylo
vybrano 46 klisen a 9 hiebcti, z nichZ bylo plemeno obnoveno. Dnes ¢itd vice nez 1500
jedincti (Buonavolonta & Silvestrelli, 1986).

Mnoho koni plemene Murgese dnes stile Zije v oblasti svého vzniku. Jde o aridni,
kopcovitou oblast s drsnym klimatem, v zim€ velmi chladnym a v 1ét¢ horkym a suchym,
poskytujici chudou pastvu. I zde se vyskytuje mnozstvi parazitl, vcetné prvokd roda
Babesia a Theileria, zminovanych u plemene Camargue. Vyskyt Viru zdpadonilské horecky
byl popsén u koni v severni Itélii (Cantile et al., 2000), u plemene Murgese vSak nebyl nikdy

zaznamenan.

Islandsky pony

Islandsky pony ¢i Islandsky kun je jediné plemeno koni nachdzejici se na tdzemi
Islandu. Tito koné jsou malého vzristu, doZivaji se vysokého véku a jsou vyjimecni svou
schopnosti pohybovat se dvéma chody se specifickym nohosledem zvanymi tolt a skeid.
Predci Islandskych koni byli na Island pravdépodobné privezeni Vikingy mezi lety 860
a 935 n.l. ze severni Evropy. Nésledné¢, béhem vlny imigrace z Britskych ostrovi, byli
privezeni dal$i kon€. Jednalo se nejspiS o predchildce dneSnich Shetlandskych, Skotskych
horskych a Connemarskych ponikl, ktefi zkiiZenim s diive dovezenymi konmi dali
vzniknout Islandskému ponymu. V druhé poloving€ 10. stoleti byli pfivezeni koné z Asie ve

snaze ozivit Islandské kon¢. Pfimés vychodnich koni vSak zpiisobila zchoulostivéni mistni
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populace, a tak roku 982 n.l. vydal islandsky parlament zdkon zakazujici dovédZet koné na
Island. Diky tomu se Islandsky ktn vyvijel izolované po vice nez 1000 let.

Ve vyvoji plemene hrdlo dilezitou roli Slechténi a po roce 1300 n.l, kdy doslo
k ochlazeni klimatu, i pfirozena selekce. Po vybuchu sopky vroce 1783 n.l. se ptivodni
pocetnd populace zredukovala na 30%. V dne$ni dobé Zije na svété priblizné 180 000
Islandskych koni, z nichZ 80 000 na Islandu (Edwards, 1994).

Podnebi Islandu je velmi chladné a poskytuje chudou pastvu. Islandsti koné Zijici na
Islandu nebyvaji nemocni, protoZe se zde nevyskytuji téméf zadni parazité (Svansson, 2004).
To je umoZnéno stalou platnosti zdkona zakazujictho dovoz koni na Island, v€etné téch, kteif
byli z Islandu exportovani. Naivita jejich imunitniho systému zpisobuje problémy jedinctim
vyvezenym do ciziny. Ti byvaji c¢asto nemocni a trpi ruznymi alergiemi

(Brostrom & Larsson, 1987).

2.4.3 VYBRANE PATOGENY MODELOVYCH POPULACI

YVirus zapadonilské horecky

Virus zédpadonilské horecky (West Nile virus, WNV) patfi do serologického
komplexu viru Japonské encefalitidy rodiny Flaviviridae (Heinz et al., 2000). Virion
o priméru 50 nm je tvoren nukleokapsidovym jadrem a pozitivni jednofetézcovou RNA
(+ssRNA) obklopenou obdlkou. Virus se vyskytuje ve dvou liniich. Prvni linie byla
izolovand na severovychodé¢ USA, v Evrop¢, Izraeli, Africe, Indii a Rusku. Druha byla
nalezena jen v oblasti subsaharské Afriky a na Madagaskaru (Lanciotti et al., 2002).

sy

Virus se obvykle pienasi pomoci krev sajiciho vektoru, nicméné i pfimy pfenos byl
popsdn (Komar et al., 2003). NejcastéjSim vektorem jsou komafi rodu Culex, ale virus byl
izolovan i z dalSich krev sajicich paraziti (Hubalek & Halouzka, 1999).

Infekce Virem zapadonilské horecky byla popsdna u mnoha obratlovcl véetné ptakil,
ktefi predstavuji pfirozeny rezervoar (Komar et al., 2003), krokodylt (Steinman et al., 2003),
hlodavct (Chastel et al., 1982), ovcei a lidi (Olaleye et al., 1990). U koni vétSinou probihd
bez klinickych projevi nemoci. Ty se objevuji jen u 10 — 12% nakazenych zvitat. Obvykle
jde o ataxii, slabost a polehdvéni, cozZ je vysledek nervového poSkozeni michy. V dalsi fazi
se muze vyskytnout cvakani zuby a agresivita ¢i jiné projevy poskozeni mozku. Nekdy se

objevuje i horecka a nechutenstvi. Klinické projevy se ¢astené lis oblast od oblasti, coZ je
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pfipisovdno réiznym variantdm viru. Umrtnost je mezi 28% (Murgue et al., 2001) a 45%

(Tber, 1996).

Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum, dtive nazyvand Ehrlichia phagocytophilum nebo
Ehrlichia equi, je Gram-negativni bakterie z fddu Rickettsiales. Jedna se o intracelularniho
parazita, ktery napadd granulocyty mnoha savcl vcetné hlodavci, pst, ovei, koni a lidi
(Dumler et al., 2001). Napadeni jedinci trpi horeckou, zimnici a bolesti svald, z krevnich
rozborl je patrny ubytek bilych i ¢ervenych krvinek a krevnich desti¢ek. Pokud je infekce
pozdné diagnostikovana, byva fatalni (Lepidi et al., 2000).

Bakterie je ptendsena krev sajicim vektorem. Za hlavni pfenaSeCe jsou povaZovana
klistata rodu Ixodes (Hodzic et al., 1998). A. phagocytophilium ma schopnost meénit svij
hlavni povrchovy protein oznacovany p44. Tento zplsob antigenni variability vyuziva
k dniku pted hostitelskym imunitnim systémem a potaZzmo ke zvySeni Sance prenosu na dalsi

hostitele (Wang et al., 2004).

Piroplazmy

Babesia caballi a Theileria equii (diive Babesia equii) jsou paraziticti prvoci patiici
do tadu Piroplasmida, ttidy Aconoidasida (krvinkovky). Jejich merozoitové stidium napada
cervené krvinky koni, osld, mul a zeber a zplisobuje tak onemocnéni projevujici se horeckou,
anémii, Zloutenkou a zvétSenim jater a sleziny. U jedincl z oblasti bez vyskytu piroplazem
mivé ndkaza vysoké procento umrtnosti. (Holbrook, 1969).

Pro pfenos piroplazem je také zapotiebi krev sajici vektor. V tomto piipadé se jednd
o Ctrnact druhlt klistat patficich do rodt Dermacentor, Rhipicephalus a Hyalomma

(Friedhoff et al., 1990).
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2.5 VYBRANE GENY OBRANYSCHOPNOSTI

Z velkého mnozstvi gent imunitni odpovédi byly pro tuto praci vybrany nésledujici:

2.5.1 CYTOKINY A JEJICH RECEPTORY

Cytokiny jsou tkanové hormony bilkovinného charakteru, zajistujici zakladni
regulaci imunitniho systému. Jsou sekretovany prevazné bilymi krvinkami a prostiednictvim
svych receptorti pisobi na fadu bunék nejen imunitniho systému. Cytokiny se déli do
nékolika skupin, z nichZ lze jmenovat dvé, které byly pouZity v této praci: interleukiny
a interferony. Interleukiny jsou riiznorodd skupina, jejiz hlavni funkci je regulovat rozli¢né
aspekty vyvoje a aktivace leukocytii. Interferony naproti tomu predstavuji dileZitou soucést

neadaptivnich antivirovych obrannych mechanizmii.

Interleukin 7 (IL-7) a jeho receptor (IL-7R)

Interleukin 7 je 25 kDa velky cytokin produkovany ve stroma kostni dfen¢. Funguje
jako stimulaéni signél pro lymfoidni progenitorové buiiky, které na svém povrchu exprimuji
ptislusny receptor — IL-7R (Kondo et al., 1997). Signalizace pomoci IL-7 — IL-7R je zcela
zdsadni pro rany vyvoj lymfoidnich bun¢k a bylo prokédzino, Ze neptitomnost IL-7 nebo

IL-7R vede k zablokovani vyvoje progenitorti v B- a T-lymfocyty (Peschon et al., 1994).

Interleukin 10 (IL-10)

Interleukin 10 je cytokin o velikosti 40 kDa produkovany neutrofily, makrofagy
anckterymi typy B- a T-lymfocytd. Slouzi jako pozitivni reguldtor pro aktivaci
a diferenciaci B-lymfocyt (Rousset et al., 1992) a rustovy faktor pro regulacni (tlumivé)
T-lymfocyty (Kemper et al., 2003). Krom¢ toho ma i protizdnétlivé uc¢inky diky negativni
regulaci cytokini TNFa, IL-1, IL-8 and Ifny (de Waal et al., 1991).

Interleukin 12 (IL-12), interleukin 23 (IL.-23) a jejich receptory

Interleukin 12 a interleukin 23 jsou <¢leny malé rodiny heterodimernich
prozanétlivych cytokind (Langrish et al., 2004) . Oba interleukiny jsou tvofeny stejnou

podjednotkou p40 (podle velikosti 40 kDa) kovalentné vazanou k podjednotce p35 v piipadé
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IL-12 a podjednotce pl19 v piipadé IL-23 (Oppmann et al., 2000) . IL-12 i IL-23 jsou
produkoviny pfevdzné aktivovanymi dendritickymi butikami a fagocyty. Receptory obou
cytokind jsou opét heterodimerni proteiny slozené ze spole¢né podjednotky IL-12RB1
vazané k podjednotce IL-12RB2 u receptoru pro IL-12 a k podjednotce IL-23R u receptoru
pro IL-23. Oba typy receptort jsou exprimovany na T-lymfocytech a NK buiikach, ackoliv
malé mnoZstvi receptoru pro IL-23 bylo nalezeno i na monocytech, makrofazich
a dendritickych buiikdch (Parham et al., 2002) . Navzdory témto podobnostem jsou funkce
obou cytokinit odlisné. IL-12 vede k vyvoji ,klasickych®* Tyl bun€k produkujicich Ifny,
¢imZz spousti cytotoxické, protimikrobidlni a protirakovinné obranné mechanizmy.
IL-23 naproti tomu plsobi v drdze vedouci k tvorb& CD4" T-lymfocytl produkujicich IL-17
a nepiimo aktivuje fadu prozanétlivych bun€k (Aggarwal et al., 2003; Cua et al., 2003).

Interleukin 17 (IL-17) a jeho receptor (IL-17R)

Interleukin 17 je homodimerni cytokin vyskytujici se v n€kolika variantich
(IL-17A-F) (Aggarwal & Gurney, 2002). Je produkovdn CD4" a CD8* T-lymfocyty
(Infante-Duarte et al., 2000; Happel et al., 2003) a funguje jako signdl pro tvorbu mnoha
prozanétlivych cytokint. IL-17 je rozezndvan specifickym receptorem (IL-17R), ktery je

exprimovén vEtSinou perifernich tkani (Fossiez et al., 1996).

Interferon gamma (Ifny, IfnG)

Interferon gamma je cytokin produkovany antigenné specifickymi Tyl lymfocyty
aNK bunkami jako odpovéd’ na fadu intraceluldrnich paraziti vcéetn¢ bakterii rodu
Mycobacterium a Listeria (Kiderlen et al., 1984) . Signalizace pomoci IfnG aktivuje
makrofdgy a stimuluje expresi MHC glykoproteini, coZz jsou hlavni mechanizmy

antimikrobidlni obrany (Murray et al., 1983).

2.5.2 TOLL-LIKE RECEPTORY

Toll-like receptory (dle receptoru Toll, popsaného u drosofily; Hashimoto et al.,
(1988)) jsou povrchové a intracelularni receptory fagocytd, které rozezndvaji chemické
struktury charakteristické pro celou fadu patogenti. Nékteré typy rozezndvaji i télu vlastni

molekuly produkované pfi poskozeni tkané. Aktivace Toll-like receptorti vede k expresi
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mnoha prozanétlivych cytokinl a receptort na povrchu antigen prezentujicich bun¢k (APC).
Sekrece cytokinti i produkce povrchovych receptori APC jsou dtlezité pro interakci
s adaptivnimi sloZkami imunitniho systému. Toll-like receptory tak zprosttedkovavaji

spoluprici imunity nespecifické s antigenné specifickou.

Toll-like receptor 2 (TLR2)

TLR2 je povrchovy receptor exprimovany na mnoha typech bunék (mikrogliich,
Schwannovych buiikdch, makrofazich, B- a T-lymfocytech a dalSich). Rozeznava mnoho
mikrobidlnich komponent: lipoproteiny a peptidoglykany Gram-pozitivnich bakterii, GPI
kotvy trypanozom, zymosan hub a dalsi (Takeuchi & Akira, 2002). Uméni rozpoznavat tak
velké mnozZstvi struktur je pfisuzovdno schopnosti tvofit heterodimery s jinymi typy TLR

receptord (Takeda & Akira, 2005).

Toll-like receptor 3 (TLR3)

TLR3 je intracelularni receptor, pfitomny na membrin¢ endosomill. Rozeznava
dvoufetézcovou RNA, ¢imZz zprostfedkovdvd obranu proti  vétSiné RNA  vird

(Takeda & Akira, 2005).

2.5.3 DALSI GENY UCASTNICI SE IMUNITNI ODPOVEDI

Nrampl

Nrampl (z angl. natural-resistance-associated macrophage protein 1), také
oznacovany jako Slcllal, je integrdrni membranovy protein typicky pro fagocyty.
Strukturou je velmi podobny iontovym kandliim a transportériim a pravdépodobné funguje
jako pH dependentni pumpa pro pfenos Fe’* a Mn?* jontd (Poon & Schurr, 2004). Bylo
prokdzano, ze gen Nrampl je zodpoveédny za rezistenci k intraceluldrnim parazitim rodu
Salmonella, Leishmania a Mycobacterium (Plant & Glynn, 1976; Bradley, 1977; Gros et al.,
1981).
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Indukovatelna syntaza oxidu dusnatého (iNOS)

Oxid dusnaty (NO) je signdlni molekula mnoha tkani, ale i G¢inna baktericidni latka
pouzivand k zabijeni intraceluldrnich paraziti makrofagy. Produkuje ho enzymovy komplex
NO syntdza, ktery se vyskytuje ve dvou variantich. BéZznd NO syntdza (cNOS) je stile
ptitomnd ve spousté¢ bunc¢k. Naproti tomu NO syntdza fygocyti (iNOS) je produkovédna az

po signalizaci cytokiny z Tyl lymfocytt (Buchmeier & Schreiber, 1985; Xie et al. 1992).

VISA

VISA (z angl. virus-induced signaling adapter), oznacovany také IPS-1, MAVS nebo
Cardif, je 62 kDa velky adaptorovy protein, ktery hraje zdsadni roli v protivirové obran¢.
V prvotni fazi bunééné obrany vdZou virovou RNA specializované receptory (TLR3)
a RNA-helikdzy. VISA adaptor zprostiedkovava prenos signalu z RNA vézajicich receptorii
a helikdz na proteiny signdlni drahy vedouci k produkci interferond o a B (Kawai et al.,

2005; Xu et al., 2005).

Jaderny faktor kB (NF-kB)

NF-kB je transkripcni faktor, ktery se béZzné vyskytuje v neaktivni formé (tj. vazany
k inhibitoru IkB) v cytosolu. Obvykle funguje ve form¢ heterodimeru tvoreného dvéma
nestejn¢ velkymi polypeptidy, ale byly popsdny i homodimerni formy tvofené jednim ¢i
druhym typem polypeptidu (Baeuerle & Baltimore, 1991). K aktivaci NF-xB dochazi pfti
pfimém napadeni buniky viry nebo bakteriemi, a také po obdrZeni signdlu formou
prozanétlivych cytokint. Aktivni NF-kB nésledné v jadife spousti expresi riznych gent

kédujicich obranné a signalizaéni proteiny (Lenardo & Baltimore, 1989).

Oligoadenylat syntaza (OAS)

2°-57 oligoadenylat syntazy predstavuji dileZitou soucdst protivirové obrany savci.
Virova infekce spousti signdlni drdhu vyuZivajici interferony, kterd vede k tvorbé OAS.
Syntdza produkuje 2°-5° oligoadenylat, ktery aktivuje zvlastni endoribonukledzu zvanou
RNé4za L. Nasleduje Stépeni virové i bunééné RNA a smrt infikované bunky. Kromé
protivirové obrany se OAS ucastni mnoha dalSich bunéénych pochodil (genové regulace,

DNA replikace, sestfihu RNA, atd.) (Justesen et al., 2000).
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MXA

MXA (z angl. Myxovirus resistance protein A) je clen rodiny velkych, dynaminu
podobnych GTPaz, ptivod¢ popsanych jako faktory rezistence viici influenze typu A u mysi
(Haller et al., 1998). U c¢lovéka byla, kromé jeho role v rezistenci viué¢i chfipce, popsdna
uloha v obran¢ proti celé fad¢ RNA virt (Haller & Kochs, 2002). Exprese genu MXA je
indukovéna interferony alfa, beta a lambda, pro ¢eZ je gen MXA vyuZivan jako marker virové

infekce (Holzinger et al., 2006).

3. CILE PRACE

> Charakterizovat genetickou diverzitu tii plemen koni ve dvou typech genetickych

markert a provést jejich srovnani se zfetelem na vyskyt endemickych patogent.
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4. MATERIAL A METODY

41 ANALYZOVANE VZORKY

Studovanym materidlem byly tfi populace koné doméctho (Equus caballus) —
Camargue, Murgese a Islandsky pony. Kazdému z nich bylo z jugularni Zily odebrdano 10 ml
krve do zkumavek obsahujicich 0,5 ml 0,5 M EDTA (pH 7,8) coby antikoagulant. Krevn{
vzorky byly ndsledné uskladnény pfi teploté - 20 °C.

Plemeno Camargue

Soubor obsahoval 50 nepfibuznych koni obojiho pohlavi, narozenych a celoZivotné
endemicky vyskytuji prvoci Theileria equii a Babesia caballi, bakterie Anaplasma
marginale a virus zapadonilské horecky (West Nile Virus — WNV). Vzorky poskytla v rdmci
spoluprdce na spole¢ném grantovém projektu dr. Agnes Leblond z Ecole Nationale
Vétérinaire de Lyon, Francie. Jako mistni plemeno je populace dlouhodob¢ adaptovana na

mistni podminky, véetn¢ endemickych patogent.

Plemeno Murgese

Soubor obsahoval 50 neptfibuznych koni obojiho pohlavi, narozenych a celoZivotné

e s

vyskytuji prvoci Theileria equi a Babesia caballi a kon¢ Murgese jsou zde puvodnim
plemenem. Vzorky poskytla v rdmci spoluprace na spole¢ném grantovém projektu dr. Elisa

Pieragostini z Facolta di Medicina Veterinaria v Bari, Itdlie.

Plemeno Islandsky pony

Soubor obsahoval 91 nepiibuznych koni obojiho pohlavi, narozenych na Islandu
a v dospélosti ptivezenych do kontinentdlni Evropy. Island je charakteristicky minimdlnim
vyskytem koniskych patogent. Vzorky poskytla v rdmci spoluprice na grantovém projektu

dr. Eliane Marti, Vetsuisse Fakultit Bern, gvycarsko.
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4.1.1 IZOLACE DNA

Pro izolaci DNA zkrevnich vzorki byl pouzit kit NucleoSpin Blood
(Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, Némecko). Izolace byla provedena podle standardniho

protokolu dodavaného spolecné s kitem nésledujicim zptsobem:

1. K200 pl krve pridat 25 pl proteindzy K a 200 ul B3 pufru, 15 s protfepavat a poté
inkubovat 15 min pfi 75°C

2. Pridat 210 pl 96% ethanolu, prenést na kolonku ve zkumavce a centrifugovat

60 s/11000 otacek
3. Pridat 500 pl BW pufru, centrifugovat 60 s/11000 otacek
4. Ptidat 600 pl B5 pufru, centrifugovat 60 s/11000 otacek
5. Opakovat centrifugaci
6. Kolonku pfedat do nové ependorfky, ptidat 50ul EB pufru, nechat 1 min stat
7. Centrifugovat 60 s/11000 otacek

8. Opakovat kroky 6 a 7; precisténd DNA pak bude v ependorfce

Promyvaci pufry:

B3 - pufr s chaotropnimi ionty — pfispiva k lyzi bun¢k
BW a BS - promyvaci pufry, zajisti odmyti zbytkli bun¢k

EB - eluéni pufr (slabé zdsadity), uvolni DNA ze silikagelové membrany kolonky

Uspésnost izolace a pfiblizna koncentrace DNA byly zjistény gelovou elektroforézou
v 1% agar6zovém gelu s pouZitim vzorku o zndmé koncentraci DNA (c = 100 ng/ul) jako

standardu. SloZeni gelu a nanaSek na gel bylo nasledujict:

27



1% agarézovy gel: Agardza (Serva, Heidelberg, Germany)

Nanaseni na gel:

1 x TBE pufr: Tris (hydroxymethyl aminomethan) (Serva).... 21,56 g
Kyselina boritd (Serva)......cceccveevveeevieeenseeeeneeeennn. 11g
0,5 M EDTA (Amresco, Boise, USA).................. 8 ml
doplnit do 2000 ml destilovanou vodou

Ethidiumbromid (0,1 mg/ml, Serva).....1 pl na 60-70ml gelu

Vzhledem ke koncentraci standardizovaného vzorku 100ng/ul, byla

z mikrotitracni desti¢ky na gel nanidSena smés (pfipravena pro kazdy

vzorek zvlast): DNA..................... 1ul
nanéseci pufr......... 4ul
d.HyO....oeveiene. Sul

Nésledné elektroforetické rozdéleni bylo provddéno 20 minut pii napéti 100V,

Pro studii

v 1 x TBE pufru. Vysledné hodnoty byly okometricky odeCteny pomoci transiluminétoru.
Ziskand DNA pak byla uskladnéna pfii teploté¢ 4°C pro dalsi pouZiti. Na izolaci DNA se
podilely laborantky Ustavu genetiky VFU.

4.2 GENETICKE MARKERY

byly pouzity dva typy genetickych markerit — mikrosatelity

a jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs) v genech imunitni odpovédi. Zvolené metodiky

ziskani dat jsou popsané dile u jednotlivych typti markert.

4.2.1 MIKROSATELITY

Bylo analyzovdno 30 mikrosateliti vyuzivanych ke studiu genetické diverzity

(Mullis-Glowatzki).

v tabulce 4.1.

Nazvy mikrosateliti a ¢isla chromozomd, na kterych lezi jsou uvedeny
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Nazev | LeZi na Nazev LeZi na Nazev LeZi na
lokusu | chromozomu | lokusu chromozomu | lokusu chromozomu
AHT4 Eca 24 HTG10 Eca 21 EB2ES Eca 26
AHTS Eca 08 VHL20 Eca 30 UM32 Eca 14
HMS1 Eca 15 ASB2 Eca 15 TKY301 Eca 23
HMS2 Eca 10 ASB17 Eca 02 UMI11 Eca 20
HMS3 Eca 09 ASB23 Eca 03 TKY337 Eca 04
HMS6 Eca 04 CA425 Eca 28 TKY321 Eca 20
HMS7 Eca 01 LEX3 Eca X TKY374 Eca 01
HTG4 Eca 09 TKY333 Eca 28 TKY294 Eca 27
HTG6 Eca 15 HMS5 Eca 05 TKY297 Eca 01
HTG7 Eca 04 HTG3 Eca 16 TKY394 Eca 24

Tab.4.1: Mikrosatelity pouZité pro studii populaci Camargue, Murgese a Islandsky pony

4.2.1.1 GENOTYPIZA CE MIKROSATELITU

Vsechny mikrosatelity byly sekvenovdny na automatickém sekvendtoru
ABI Prism310 (Applied Biosystems) v laboratofi molekuldrni genetiky AF (ing. Irena

Vrtkova). DNA vsech analyzovanych jedinct byla poskytnuta nasi laboratoii.

4.2.2 SNPs V GENECH IMUNITNI ODPOVEDI

Ve studii bylo analyzovéano 21 jednonukleotidovych polymorfizmt v 18 genech. Pro
analyzu byly vybrany kandiditni geny, jejichZ produkty se ucastni imunitni odpovédi,
a které mohou byt dileZité v boji s endemickymi patogeny studovanych populaci. Zakladn{
informace o studovanych polymorfizmech vcetné referenci k pouzité metodice shrnuje
tabulka 4.2.

SNP markery byly identifikovdny a metodiky jejich genotypizace byly vypracoviny
v laboratofi $koliciho pracovi§té. V ptfipadé¢ genu TLR3 jsem identifikaci SNP i metodiku
genotypizace provedla sama a v piipadé genu IL23p19 jsem metodiku optimalizovala
(metodiky popsdny v 4.2.2.5 az 4.2.2.8). Jednotlivé polymorfizmy byly analyzovany
metodou PCR — RFLP. Vzniklé fragmenty byly analyzovany na polyakrylamidovém gelu
(PAAG).

29



p Zkratka . . Pozice na Typ
Nézev lokusu lokusu Pozice na kontigu chromozomu | SNP Reference
Interleukin 7 NW_001867391 Eca 21 .
receptor IL7R A25339825G | 25339825 | %S | Nowy
. NW_001799719.1 Eca 05 ,
Interleukin 10 IL10 T2988097C 2988097 Int Novy
Interleukin 12, 1L12035 NW_001867417.1 Eca 05 Int Kralik et
subunit 35 P G1189314A 1189314 al., 2006
Interleukin 12, IL12p40 NW_001867377.1 Eca 14 Ex. S Kralik et
subunit 40 p G20202453A 20202453 * al., 2006
Interleukin 12 NW_001867420.1 Eca 05 Kralik et
receptor, subunit 32 LAY G44643973C 44643973 Ex, NS al., 2006
Interleukin 23, 1.23p19 NW_001867424.1 Eca 06 Int Kralik et
subunit 19 pira C15219989A 15219989 " al., 2006
. NW_001867389.1 Eca 20 ,
Interleukin 17A IL17A T49864780C 49864730 Int Novy
Interleukin 17A NW_001867423.1 Eca 06 , ,
receptor IL17RAa T921254C 921254 | 3UTR | Novy
. NW_001867405.1 Eca 02 ,
Toll-like receptor 2 | TLR2 C6540743T 6540743 Ex, NS Novy
. NC_009170.2 Eca 27 ,
Toll-like receptor 3 TLR3a C24189093A 24189093 Ex, NS Novy
inducible nitric INOS NC_009154.2 Eca 11 Int Horin et
oxide synthase C41915001T 41915001 al., 2004
IfnG NW_001867424.1 Eca 06 Int
Interferon gamma o G24585624C 24585624 " Horin et
IfnGb NW_001867424.1 Eca 06 Int al., 2004
G24587636C 24587636
Natural resistance NW_001867422.1 Eca 06 ,
associated NiEplle G585093A 585093 | > VTR | Magiasovic
macrophage NW_001867422.1 Eca 06 . etal., 2002
protein 1 Nrampl1b C585025T sss025 | 0 VTR
Virus-induced NW_001867392 Eca 22 .
signaling adapter RS T19088287C 19088287 Int Novy
Nuclear factor of NW_001867411.1 Eca 03 .
kappa light NFkBIb A734451G 734451 | EONS | Novy
polypeptide gene
) NW_001867386.1 Eca 01 ,
enhan.cer in B-cells NF«xB2 G27760536T 27760536 Int Novy
subunit 1,resp. 2
2°57-oligoadenylate | OASle2 ch_ggég(7)$614 Eca 08* Ex, S Novy
synthetase, exon 2
NW_001870614 " ,
resp. exon 4 OASle4d CR761G Eca 08 Ex, NS Novy
Myxovirus NW_001867397 Eca 26 ,
resistance A MXA G37086498C | 37086498 | Do NS | Novy

Tab.4.2: Studované SNPs geni imunitni odpovédi; Ex = exonovy, S = synonymni,
NS = nesynonymni, Int = intronovy, * kontig nepfiifazen k chromozomu
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4.2.2.1 PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) byla provedena u vSech polymorfizmi na
thermocycleru DNA Engine PTC-200 (MJ Research INC. USA) podle programu
opimalizovaného pro kazdy polymorfizmus. Obecny program a sloZeni reakéni smési jsou
popsény niZe. Parametry specifické pro kazdy polymorfismus (lokus) jsou uvedeny v tabulce
4.3. Pfi kazdé reakci byla pouzita negativni kontrola, aby se zamezilo chybé zptisobené
kontaminaci. Negativni kontrola obsahovala kompletni reakéni smés stejnou s ostatnimi

vzorky, ale postrddala DNA.

Slozeni reakéni smési:

10 x PCR pufr (Qiagen Inc., USA) ...ocovviiiiiiiieiieeeeeieeee e, 1,25ul
STETTINT oA HO e e 7,15ul
DNA daného vzorku (100ng/HI) ...cooeeriiiiiiiiiiieeeeeee e 1,00ul

1. 95°C........... 2min/15min (pro: Taqg polymerazu/ Hot Start Tag polymerazu)
2. 94°C............. 30s

3. TaC............ 30s

4. T12°C............. toyne MIN: S

5. goto2...... 34 x (zpét na krok 2, 34 krét)

6. 72°C..ccccce. 10min

7. 6°C.............. 0 (neomezen¢ dlouho)
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Délka .
Zkratka Primer 1 (5" —3") Uegs 10"[3 Polym | mnoZenéh Dl )
. Y anealing p p synt. faze
lokusu Primer 2 (5" —3") o eraza o useku .
u TA[°C] toyne [min:s]
[bp]

IL7R tegtegtatgtetetetigtic 60 HST 573 0:40
tgggtttcttacacttcactgg

IL 1 O tCthCCtgtgaaaataagagC 62 HST 1 195 1 20
tgtcaaactcactcatggcttt
gccaggcaaaccctagaat )

IL12p35 ctgcatcagetigtcaalgg 60 Taq 817 1:00

IL12pdo | Sttgccctegaccigaatagag 67 Tagq 1582 2:30
ctacaccagcggcttcttcate

IL12RB2 gctccagaacagectcaaaa 57 Tag 1213 1:20
gtgaatgtggatggaagtgaag

L23pl9a | Scagagaticcacagggact 58 HST 652 0:40
ccaaacggacaaggacagat

LI7A ctetetecttgeecattcag 60 HST 411 0:30
ggctgtcctgtgtectatca

IL17RAa | ECaggcacacacctaaacct 60 HST 1732 1:50
ggggacagaagatgaccaga

TLR2 tgtgateecactggtgte 64 Taq 2122 2:20
ccaggtaggtcttggtgttc

TLR3a gagcigtgeaglagagggalg 60 HST 1212 1:20
ggacgtggaggtgagaaaga

iNOS catcagaggggacectgeetct 65 HST 1800 1:50
gatgttgtagcgctgggcatcac

IfnGa.b tactctggaactcagtcaattgctgaga & HST 391 220
gaaatggattctgactcctette

Nrampla,b | S&ctegceactictgectiig 60 HST 239 0:25
cactceccatccaggeactgte

VISA claaaglgeetgecaatcaag 64 HST 1600 1:45
agcagacacaaggcaggaag

NFBlp | ‘gtatcteetgeccctictg 62 HST 1354 1:25
ccttacctgctgctttgagg

NFcB2 | Stageceagagacatggag 56,5 | HST 712 0:45
ccagacagcagtgaccat

OASley | caaaggcacgacccicaga 62 HST 164 0:20
tcaaattccaccccctcattg

OASle4 | '8caaggataaactigggana 59 HST 231 0:30
gggtttcttgagetgecttt

MXA aacaagaaaatgaagctgagaagtcgatcc 60 HST 182 0:20
catcgaggactctgtggaagtgttttgage

Tab.4.3: Primery pro jednotlivé lokusy byly vyrobeny firmou Generi Biotech, Hradec
Kralové. Taq = Taq polymeraza, HST = Hot Start Taq polymeriza
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4.2.2.2 AGAROZOVA ELEKTROFOREZA - KONTROLA PCR PRODUKTU

Uspésnost PCR byla zjisténa elektroforézou v 1% agarézovém gelu (sloZeni viz
podkapitola 4.1.1 ). Elektroforéza probihala 40 minut pfi napéti 100V, v 1x TBE pufru.

Z mikrotitracni desticky byla na gel nanaSena smés (pfipravena pro kazdy vzorek zvlast):

produkt PCR.................... 3ul

nanaseci puft.........cccce...... 3ul

Na gelu byla u kaZzdého vzorku sledovana piitomnost prouzku o spravné velikosti. K uréen{
velikosti slouZil DNA marker 2-Log Ladder (New England Biolabs Inc., Ipswich, USA),
ktery umozituje urcit délku fetézce 100 bp az do 10 kbp.

4.2.2.3 RFLP - STEPENI

Produkty PCR byly naStépeny pfisluSnou restrikéni endonukledzou. Jednotlivé
endonukledazy byly voleny tak, aby rozezndvaly sekvenci v mist¢ polymorfizmu, a to
v pfitomnosti jen jedné z variant polymorfizmu. SloZeni $t€épné smési a podrobnosti Stépeni

jednotlivych lokust jsou shrnuty v ndsledujicim odstavci a tabulkdch 4.4 a 4.5.

SloZeni $t€pné€ smesi — celkové mnozstvi = 20ul:

enzym (restrikéni endonukledza) ..........ccccceouenneenee. y ul

PULT e 2,0ul

T00XBSA et 0,2ul (jen u nékterych enzymii)
produkt PCR ..o, 2,0ul

HoO e 15,1ul — 15,9ul (dle mnoZstvi

enzymu a (ne)piitomnosti BSA)
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Doz (i Koncentrace Nutnost R/ozez,névané sekvence )
sl enzymu Pufr BSA 5,—>3, Vyrobce
[U/ul] 35
Acil 10 NEB3 ne gGCg g NEB
Afal 10 10xT ano g}zi{?g TB
BsaHI 10 NEB4 | ano gslGCC(i IZ((}: NEB
BsrDI 2 NEB2 | ano gg?{}ggg%ﬁ NEB
Bsrl 5 NEB3 ne ?glg:}cl\lﬁ NEB
Ddel 10 NEB3 ne gzrl\l\llﬁ (C} NEB
Fokl 4 NEB4 | ne gg?gg(%)f; NEB
!
Hhal 20 NEB3 ano ST%GCCC} NEB
Hincll 10 NEB3 ano 82E§$(C} NEB
HpyAV 2 NEB4 | ano ggi&cél(\gg; NEB
HpyCHA4III 10 NEB4 ne ?gﬁgi NEB
Mboll 5 NEB2 | ne g??&‘?g\)?fl NEB
Mspl 20 NEB2 ne SGC& g NEB
Taq"1 20 NEB3 ano ilgg ? NEB

Tab.4.4: Restrik¢éni endonukledzy pouzité pii RFLP analyze studovanych polymorfizm;
U = jednotky (units); NEB = New England Biolabs Inc., Ipswich, USA; TB = Takara Bio
INC., Japan.
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. Restrikcni Délka o

Zkratka iggh?sho endovnuk}eéza/ Stépeni [hod] ézrilzzq)lc_l \f/reeiziglg :,?ty
lokusu mnoZzstvi na / Teplota . p

produktu PCR vzorek stépent [°C] v parech bazi (bp)
IL7R A/G 168 Acil /12U 16/37 458/166+292; 115
IL10 T/C 532 Fokl/ 1U 16/37 80; 1115/438+677
IL12p35 A/G 242 Taq"1/ 4U 16/ 65 817/242+575
1L12p40 A/G 1453 Acil /12U 18 /37 1582/1453+129
IL12RB2 C/G 1077 BsrDI/2U 16/ 65 1213/1077+136
1L.23p19a C/A 301 Mboll / 2U 16/37 420/309+111; 7; 58; 167
IL17A T/C 296 Ddel / 5U 16/37 42; 82; 58; 229/114+115
IL17RAa A/G 1576 | HpyAV /1U 16 /37 793; 591; 258/165+93; 90
TLR2 T/C 1786 BsaHI / 10U 16/37 1071; 1051/729+322
TLR3a A/C 373 HpyCHA4III /1U 4/37 104; 97, 886/173+713; 126
iNOS C/T 187 Mspl/ 18U 19/37 1100/187+913; 700
IfnGa G/C 2048 Afal 1 4U 19/37 249; 305; 1837/1492+345
IfnGb G/C 36 Afal 1 4U 19/37 249/34+4215; 305; 1837
Nrampla A/G 148 Mspl/5U 16 /37 239/145+94
Nramplb T/C 80 Taq®1/5U 16/ 65 239/80+159
VISA T/C 526 Tag®1/ 10U 16/ 65 1457/526+931
NF«B1b A/G 824 Hincll / 3U 18 /37 1260/821+439; 94
NF«B2 G/T 675 Bsrl /12U 16/ 65 712/671+41
OASle2 T/C 83 Tag®1/ 10U 16/ 65 164/82+50
OASle4 C/G 141 Afal / 3U 16/37 231/140+491
MXA C/G 152 Hhal / 2U 2/37 182/152+30

Tab.4.5: Informace o RFLP §tépeni jednotlivych polymorfizmii; U = jednotky (units)

4.2.2.4 PAAG - ELEKTROFOREZA A BARVENI GELU

Po Stépeni byly fragmenty rozdé€leny elektroforézou v 6% polyakrylamidovém gelu

a vizualizovany barvenim stiibrem. Elektroforéza probihala lhodinu 30 minut pii napéti

300V, v 1 x TBE pufru. Na gel byl nandsSen vZdy cely obsah zkumavky po §tépeni navySeny

o 2ul nanaseciho pufru. Jako ukazatel velikosti byl opét pouzit 2-Log Ladder.
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6% polyakrylamidovy gel:

5 x TBE (sloZeni viz 1 x TBE, jen 5x koncentrovang€jsi) ...........ccecceeun. 6,9 ml
HoO ettt et 51,8 ml
40% acryl/bis (37,5:1; SETVA) .eeeveeieieeeeeee et 10,4 ml
Amonium persulfat 1% (Amresco, Boise, USA) ......cocoviiiiiinniinienenes 644 ul
Temed (Amresco, Boise, USA) ....oooiiiiiiiiieieeeeeeee e 55,2 ul

Barveni gelu stiibrem:

1. Stop/Fixace - 300ml roztoku (100 ml etanolu + 5 ml kyseliny

octové dopIn€no do 1000 MI) .....cceevviiiriiieiriiieiiieeee e 10 minut

2. Roztok stifbra- 300 ml 0,2% AgNO; (2 g AgNO3 do 1000 ml H,O) ..... 15 minut

3. promyt v dest. HyO, 0pakovat 3X ......ccccceevvieriiiiiniieniie e eeeesieeeriieenns 1,5 minuty

4. Vyvojka — 300ml roztoku (30g NaOH + 1000ml H,O) + 4ml

Formaldehydu t€sné pfed pouZitim ..........ccoecveieeiieniiinieeece e 5-10 minut
5. Stop/Fixace (jako v Kroku 1) .....cccceeeeiiiriiiiniiiiieeeeeeeeeeeeee e 10 minut
6. St HoO oo nnnnnnen 10 minut

4.2.2.5 NOVE ZAVEDENE METODIKY: SNP MARKERY GENU TLR3 A IL23p19

Gen TLR3 byl vybrdn jako kandiddtni gen vzhledem ke své uloze v pfirozené

imunité. Jeho sekvence byla vyhleddna v genové bance, byl vybran exon s jiZ popsanym

polymorfizmem u koni (http://www.broadinstitute.org/mammals/horse). Primery byly

navrzeny pomoci programu Primer3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi)

tak, aby pokryvaly oblast s popsanym polymorfizmem a aby amplifikovany tisek bylo mozné

najednou cely sekvenovat.

Pro gen IL23pl19 jiz byly k dispozici primery, umoziujici identifikaci dvou

polymorfizmti. U velkého mnozZstvi mnou analyzovanych vzorkii vSak byla amplifikace

pomoci PCR neuspésnd, pravdépodobné kvili piitomnosti dal$tho, dosud nepopsaného
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polymorfizmu v oblasti nékterého z primert. Proto byly navrZzeny primery jiné - uvniti dseku
ohrani¢eného ptivodnimi primery, ale stdle pokryvajici polymorfni oblast. I zde byl pouZzit

program Primer3.

Primery pro lokus TLR3 ziskané programem Primer3:

primer délka ty GC%  any 3 sekvence
LEVY 21 60.03 57.14 4.00 0.00 GAGCTGTGCAGTAGAGGGATG

PRAVY 20 60.24  55.00 4.00 0.00 GGACGTGGAGGTGAGAAAGA
délka produktu: 1212 bp, pair any compl.: 2.00, pair 3' compl: 0.00

4.2.2.6 PCR, AGAROZOVA ELEKTROFOREZA A POOL DNA

Vybrany tsek genu TLR3 i IL23p19 byl u 7 ndhodné zvolenych vzorka amplifikovan
pomoci PCR standardnim zplsobem popsanym v podkapitole 4.2.2.5 PCR za pouZiti
navrZzenych primert. Teplota anealingu byla zvolena dle charakteristik obou primert. PCR
produkt byl detekovan elektroforézou v 1% agar6zovém gelu zplsobem popsanym
v podkapitole 4.2.2.2

V piipadé¢ genu TLR3 byly poté produkty PCR zjednotlivych mikrozkumavek
smichdny ekvimol4drné¢ dohromady v tzv. pool DNA o celkovém mnoZstvi 50ul a ndsledné

sekvenovdny.

4.2.2.7 PRECISTENI PCR PRODUKTU, URCENI KONCENTRACE
A SEKVENACE

Pool DNA genu TLR3 byla sekvenovédna s cilem ovéfit identitu amplifikovaného
fragmentu a vyhledat polymorfizmy. Nejprve byla pfecisténa pomoci kitu QIA-quick
(Qiagen Inc., Valencia, USA), poté byla pomoci spektrofotometru zméfena koncentrace
DNA a poZadované mnozstvi (20ng DNA PCR produktu na 100 bp jeho délky, t.j. 242,4ng
v ptipad¢ genu TLR3) bylo vysuseno a posldano na sekvenaci. Automatickd sekvenace byla
provedena zakdzkové na automatickém sekvenatoru firmou MWG Biotech AG (Martinried,

Germany).
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Precisténi DNA pomoci kitu QIA-quick

QIA-quick systém kombinuje vyhody kolonkové technologie se schopnosti silikagelové
membrany selektivné vazat molekuly DNA. Kromé necistot jako jsou soli, enzymy,
detergenty a oleje, jsou odstranény i nezaclenéné nukleotidy, primery a vSechny ostatni

fragmenty DNA do velikosti 40 nukleotidt.

Postup:

1. K50 pl pool DNA ptidat 250 ul PB pufru

2. Prenést na QIA kolonku ve zkumavce centrifugovat 30-60 s

3. Pridat 750 pl PE pufru, centrifugovat 30-60 s

4. Opakovat centrifugaci, tentokrat 90 s

5. Kolonku pfedat do nové ependorfky, pfidat 30ul EB pufru, nechat 1 min stét

6. Centrifugovat 90 s — precisténa DNA pak bude v ependorfce

Promyvaci pufry:

PB - guanidium-hydrochlorid a isopropanol - vdiZze DNA na membranu kolonky
PE - promyvaci pufr s ethanolem, zajisti odmyti necistot

EB - elu¢ni pufr

4.2.2.8 ANALYZA SEKVENCE A NAVRH RESTRIKCNI ENDONUKLEAZY

Sekvence ziskané sekvenovanim genu TLR3 byly analyzovany v programu Bio Edit.
V sekvenci byla vyhledina polymorfni mista. Pomoci programu NEBcutter
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/) byly vyhleddny restrikéni endonukledzy, které
rozeznavaji jednu z moznych sekvenci polymorfniho mista. Z téchto endonukledz byla
vybrédna ta, kterd zdroven St€pi produkt PCR na useky, které lze jednoznacné odliSit na
polyakrylamidovém gelu. Stejnym zplsobem byla nalezena vhodnd endonukledza i pro gen

IL23p19.
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4.2.3 ASOCIACE MEZI MARKERY A INFEKCI

U nasledujicich markert byla v riznych studiich nalezena asociace snemocemi

(tabulka 4.6).

Marker Nemoc Plemeno koni

IL10 WNV Camargue

IL12p35 Ehrlichiéza Camargue
WNV Camargue

IL12p40 Ehrlichiéza Camargue
Piroplazmédza Camargue, Murgese

Nrampla,b Piroplazméza Camargue, Murgese

IfnGa.b WNV Lusitano

’ Precitlivélost na bodnuti hmyzem | Starokladrubsky ki

Tab.4.6: Markery, u kterych byly nalezeny asociace snemocemi. WNV = virus
zapadonilské horecky.

4.3 VYPOCET PARAMETRU POPULACNI DIVERZITY,
GENETICKE DISTANCE A TESTY NEUTRALITY

Vypocet parametri genetické diverzity populaci, genetickych distanci a testy
neutrality  byly  provedeny standardnim  postupem  programem  Arlequin3.1

(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3).
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5. VYSLEDKY

5.1 IDENTIFIKACE A GENOTYPIZACE SNPs V GENU TLR3

5.1.1 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

S pouzitim navrZzenych primert byl amplifikovan tsek DNA o délce 1212 part bazi.

Produkty této polymerdzové fetézové reakce je mozné vidét na obrazku 5.1.

Obr.5.1: 1% agarézovy gel s PCR produkty genu TLR3 o délce 1212 bp. M oznacuje
hmotnostni marker, K™ je negativni kontrola.

5.1.2 POCITACOVE ZPRACOVANI SEKVENCI

Analyza sekvence potvrdila pfitomnost polymorfizmu znidmého z databidze SNP
a odhalila jeden novy, dosud nepopsany polymorfismus vzdaleny 164 bp od polymorfizmu
zndmého. Na obrazku 5.2 a 5.3 jsou ukdzdny oba polymorfizmy v sekvenci pool DNA.

Oba polymorfizmy lezi ve 4. exonu. Prvni znich je synonymni mutace A/G
(CAA/CAG ~ GIn) v pozici 209 PCR produktu a 24189257 na chromozomu 27, druhy je
nesynonymni mutace C/A (ACT/AAT ~ Thr/Asn) v pozici 373 PCR produktu a 24189093
na chromozomu 27. Cist sekvence pool DNA dlouh4 600 bazi byla srovndna s referenéni
sekvenci v genové bance. Toto srovndni je v pifiloze 1, Cervené¢ byly vyznaleny oba

polymorfizmy.
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170 20 190
GAACAGTGTOCC TGGGCoCCOCAGTCT

Obr. 5.2: Ukdzka polymorfizmu v pozici 209 v PCR produktu nalezeného v sekvenci pool
DNA genu TLR3. Polymorfni misto je oznacené koleckem. Na obrdzku je polymorfizmus
vyznacen v pozici 179. Rozdil 30 bazi je zpiisoben sekvenaci, kdy prvnich 30 bazi nebylo
zachyceno a zdznam sekvence za¢ind aZz bazi 31 v PCR produktu.

340 350 360
HHCTTH@@T GTGATTGGTAATGATTCC

Obr. 5.3: Ukazka polymorfizmu v pozici 373 v PCR produktu nalezeného v sekvenci pool
DNA genu TLR3. Polymorfni misto je oznacené koleckem. Na obrizku je polymorfizmus
vyznacen v pozici 343. Rozdil 30 bazi je zpiisoben sekvenaci, kdy prvnich 30 bazi nebylo
zachyceno a zdznam sekvence zacind a7z bazi 31 v PCR produktu.

5.1.3 VYBER VHODNYCH RESTRIKCNICH ENDONUKLEAZ A RFLP

Pro polymorfizmus 209A/G byla vybrana endonukledza Pvull. Stépenim vznikaji
fragmenty o délce 290 a 922 part bazi pro alelu 209A a 209, 81 a 922 pard bazi pro alelu
209G (viz obrazek 5.4). Pro polymorfizmus 373C/A byla zvolena endonukledza HpyCH4III.
Vznikajici fragmenty maji délku 104, 97, 173, 713 a 126 pari bazi pro alelu 373C a 104, 97,
886 a 126 par bazi pro alelu 373A (viz obriazek 5.5).
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Polymorfismus 373C/A byl genotypizovdn u koni plemene Camargue, Murgese

a Islandsky pony metodou RFLP. Vzorovy polyakrylamidovy gel s genotypy nékterych koni

je na obrdzku 5.6. Polymorfizmus 209A/G nebyl zatim u Zzidnych koni hromadné
vySetfovan.

alela 209A
A
|
[
290bp 922bp
alela 209G
G
[
[ 1
209bp 8lbp 922bp

Obr.5.4: Znazornéni Stépnych mist pti St€épeni PCR produktu genu TLR3 enzymem Pvull.

Cervené je znazornéno polymorfni misto 209A/G. U jednotlivych fragmentii je uvedena
jejich délka.

alela 373C
C
| | | |
| | | |
104bp 97bp 173bp 713bp 126bp

alela 373A
A
| |

|
[ [

l
104bp 97bp 886bp

126bp

Obr.5.5: Zndzornéni Stépnych mist pfi Stépeni PCR produktu genu TLR3 enzymem

HpyCHA4III. Cervené je znazornéno polymorfni misto 373C/A. U jednotlivych fragmentd je
uvedena jejich délka.
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«—— 386bp
+«—— 713bp

«——— 173bp

+—— 126bp
<«—— 104bp

97bp

Obr.5.6: RFLP polymorfizmu 373C/A genu TLR3 na 6 % polyakrylamidovém gelu; $tépeni
enzymem HpyCHA4III, elektroforéza 300V/90 min. M je zkratka pro hmotnostni marker.
V dolni ¢asti obrazku je oznaceni genotypt jednotlivych vzorka — C/A je heterozygot, C/C
a A/A jsou homozygoti.

52 GENOTYPIZACE MIKROSATELITU

Vysledky ziskané sekvenaci mikrosatelitii jsou v tabulkidch 5.1-3 nasledujicich

podkapitol a v ptilohdch 2, 4 a 6.

5.2.1 ANALYZA POPULACE KONi CAMARGUE - MIKROSATELITY

Testovano bylo 30 lokust u 50 jedinct. Z 30 lokust byly vSechny pouzitelné pro
analyzu a vSechny byly polymorfni. V téchto 30 lokusech bylo nalezeno celkem 229 alel.
Priimérny pocet alel na lokus byl 7,633 (s.d. = 2,089), pfiCemZ se pocty alel na lokus
pohybovaly v rozmezi 3 (u lokusu HMSS) a 12 (u lokusu ASB17). Nejmensi rozpéti alel
bylo 6 opakovéni (u lokusu HMSS), nejvétsi 36 (u lokusu TKY394) a primér €inil 16,667
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(s.d. = 6,074). Frekvence nejcastéjsi a nejméné Casté alely jednotlivych lokust jsou shrnuty

v tabulce 5.1. Kompletni informace o frekvencich vsech alel vSech lokusti jsou v piiloze 2.

Nejcetnéjsi alela Nejméné Cetna alela Primérna f na
Lokus .
alela f alela f jednu alelu

AHT4 148 0,370 | 154; 160 0,010 0,111
AHTS 137 0,180 | 143 0,040 0,125
HMSI1 182 0,490 | 190 0,010 0,143
HMS?2 224 0,340 | 230 0,010 0,125
HMS3 163 0,326 | 159 0,045 0,143
HMS6 167 0,520 | 157; 163 0,030 0,167
HMS7 178 0,270 | 170 0,050 0,167
HTG4 130 0,520 | 134 0,020 0,143
HTG6 95 0,530 |83;91 0,050 0,200
HTG7 125 0,570 ] 121 0,040 0,250
HTGI0 |98 0,356 | 100 0,011 0,111
VHL20 |96 0,210 ]90; 102 0,010 0,111
ASB2 238 0,310 | 240; 252 0,010 0,091
ASB17 | 119 0,230 |97;109; 113 0,030 0,083
ASB23 | 210 0,412 | 182; 204 0,011 0,125
CA425 | 239 0,330 | 229 0,040 0,167
LEX3 154 0,370 | 162 0,020 0,111
TKY333 | 105 0,320 ]97; 101 0,010 0,125
HMS5 100 0,540 | 106 0,100 0,333
HTG3 116 0,430 | 126 0,010 0,143
EB2E8 | 127 0,420 ] 131 0,011 0,167
UM32 151 0,330 | 147 0,060 0,167
TKY301 | 153 0,290 | 149 0,020 0,143
UMI11 163 0,390 | 159; 165 0,010 0,100
TKY337 | 174 0,340 | 166; 176 0,040 0,167
TKY321 | 195 0,290 | 193; 197 0,010 0,091
TKY374 | 211 0,510 | 215 0,020 0,125
TKY294 | 222 0,350 |]214;216 0,020 0,167
TKY297 | 230 0,360 | 240 0,010 0,111
TKY394 | 242 0,330 | 241;253;255,263 | 0,010 0,091

N 3

Tab.5.1: Frekvence nejCetnéjSich a nejméné Cetnych alel studovanych mikrosatelitii
populace Camargue. f = frekvence alely.

Pozorovand heterozygotnost (Ho) se pohybovala od 0,52000 (u lokusu HMSS) do
0,94872 (u lokusu HMS3) s pramérem 0,70688 (s.d. = 0,16882). Ocekdvana heterozygotnost
(He) byla nejmensi opét u lokusu HMSS s hodnotou 0,57455, nejvétsi u lokusu ASB17
s hodnotou 0,87394 a pramér byl 0,76050 (s.d. = 0,07528). Ctyii ze studovanych lokusi
byly mimo Hardy — Weinbergovu rovnovahu. Byly to LEX3 (p = 0,00000, s.d. = 0,00000),
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EB2ES8 (p = 0,00000, s.d. = 0,00000), UM32 (p = 0,00017, s.d. = 0,00001) a TKY321
(p = 0,04523, s.d. = 0,00022). Garza — Williamsontv index m¢l primérnou hodnotu 0,44631
(s.d. = 0,07570) s hodnotami od 0,27586 (u lokusu ASB23) do 0,54545 (u lokusit HMS6,
HMS7 a UM32). Lokus HMSS je ze vSech 30 lokusti nejmén¢ polymorfni. Kompletni

hodnoty jednotlivych mikrosatelitl jsou v piiloze 3.

5.2.2 ANALYZA POPULACE KONI MURGESE - MIKROSATELITY

Testovano bylo 30 lokusi u 50 jedincti. Z 30 lokust byly vSechny pouZitelné pro
analyzu a vSechny byly polymorfni. V téchto 30 lokusech bylo nalezeno celkem 191 alel.
Primérny pocet alel na lokus byl 6,367 (s.d. = 1,683), pfiCemz se pocty alel na lokus
pohybovaly v rozmezi 3 (u lokusu HMSS) a 11 (u lokusu ASB17). Nejmensi rozpéti alel
bylo 6 opakovani (u lokusu HMSS), nejvétsi 30 (u lokusu ASB2) a prumér ¢inil 15,933 (s.d.
= 5,899). Frekvence nejCastéjsi a nejméne casté alely jednotlivych lokust jsou shrnuty
v tabulce 5.2. Kompletni informace o frekvencich vSech alel vSech lokusti jsou v piiloze 4.

Pozorovand heterozygotnost (Ho) se pohybovala od 0,55102 (u lokusu CA425) do
1,00000 (u lokusu ASB23) spramérem 0,71496 (s.d. = 0,14465). Ocekavana
heterozygotnost (He) byla nejmensi opét u lokusu CA425 s hodnotou 0,56957, nejvetsi
u lokusu TKY337 s hodnotou 0,82620 a prumér byl 0,73753 (s.d. = 0,06502). Ctyfi ze
studovanych lokusit byly mimo Hardy — Weinbergovu rovnovahu. Byly to EB2ES
(p = 0,00000, s.d. = 0,00000), LEX3 (p = 0,00334, s.d. = 0,00005), ASB23 (p = 0,01724,
s.d. = 0,00013) a TKY337 (p = 0,04132, s.d. = 0,00019). Dva dalsi lokusy, TKY301
(p = 0,05285, s.d. = 0,00019) a TKY374 (p = 0,05641, s.d. = 0,00023), kritickou hodnotu
Hardy — Weinbergovy rovnovahy piekrocili jen nepatrné.. Garza — Williamsontiv index mél
primérnou hodnotu 0,39755 (s.d. = 0,09095) s hodnotami od 0,22581 (u lokusu ASB2) do
0,54545 (u lokust AHTS, HMS7 a HTG4). Kompletni hodnoty jednotlivych mikrosateliti

jsou v priloze 5.
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Nejcetnéjsi alela Nejméné Cetna alela Primérné f na
Lokus .
alela f alela f jednu alelu

AHT4 144 0,420 150 0,020 0,167
AHTS 135 0,340 133 0,031 0,167
HMSI1 176 0,410 180 0,010 0,200
HMS2 222 0,300 230 0,020 0,167
HMS3 163 0,267 161 0,035 0,143
HMS6 161 0,460 163 0,010 0,167
HMS7 172 0,420 176 0,030 0,167
HTG4 130 0,490 132 0,050 0,167
HTG6 95 0,440 79 0,030 0,250
HTG7 125 0,387 121 0,065 0,250
HTGI10 |98 0,260 88; 106 0,010 0,111
VHL20 | 86 0,420 92;102; 104 0,010 0,111
ASB2 242 0,360 220 0,020 0,143
ASB17 | 109 0,340 97 0,010 0,091
ASB23 | 192 0,356 186 0,056 0,167
CA425 |239 0,626 225 0,010 0,167
LEX3 140 0,310 158 0,030 0,143
TKY333 | 105 0,450 97; 99 0,010 0,125
HMS5 102 0,440 100 0,240 0,333
HTG3 120 0,432 122 0,034 0,200
EB2E8 | 127 0,560 125 0,048 0,200
UM32 151 0,517 145 0,054 0,250
TKY301 | 151 0,333 147 0,040 0,167
UMI11 163 0,281 159 0,010 0,125
TKY337 | 180 0,232 184 0,011 0,143
TKY321 | 195 0,330 185 0,010 0,125
TKY374 | 205 0,363 215 0,011 0,167
TKY294 | 226 0,350 216 0,110 0,200
TKY297 | 236 0,360 242 0,030 0,143
TKY394 | 243 0,427 247 0,021 0,125

Tab.5.2: Frekvence nejcetnéjSich a

populace Murgese. f = frekvence alely.

nejmén¢ Cetnych alel studovanych mikrosateliti

5.2.3 ANALYZA POPULACE ISLANDSKY PONY - MIKROSATELITY

Testovano bylo 30 lokust u 80 jedinct. Z 30 lokust byly vSechny pouzitelné pro

analyzu a vSechny byly polymorfni. V téchto 30 lokusech bylo nalezeno celkem 208 alel.

Primérny pocet alel na lokus byl 6,933 (s.d. = 2,032), pficemz se pocty alel na lokus

pohybovaly v rozmezi 3 (u lokusu HMSS) a 12 (u lokusu ASB17). Nejmensi rozpéti alel
bylo 4 opakovéani (u lokusu EB2ES), nejvétsi 32 (u lokusu ASB2) a prumér ¢inil 16,633
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(s.d. = 6,921). Frekvence nejcastéjsi a nejméné Casté alely jednotlivych lokust jsou shrnuty

v tabulce 5.3. Kompletni informace o frekvencich vsech alel vSech lokusti jsou v piiloze 6.

Nejcetnéjsi alela Nejméné Cetna alela Primérna f na
Lokus .
alela f alela f jednu alelu

AHT4 141 0,376 154 0,007 0,125
AHTS 129 0,361 135 0,019 0,167
HMSI1 182 0,451 180 0,007 0,200
HMS?2 218 0,507 226 0,007 0,143
HMS3 157 0,320 165 0,049 0,167
HMS6 167 0,480 161 0,041 0,167
HMS7 174 0,561 170; 178 0,007 0,143
HTG4 130 0,458 126 0,013 0,167
HTG6 95 0,750 83 0,013 0,200
HTG7 117 0,738 123 0,054 0,250
HTG10 | 104 0,310 92 0,014 0,111
VHL20 |94 0,276 98 0,013 0,125
ASB2 244 0,179 242 0,021 0,100
ASB17 | 111 0,366 99; 115; 121 0,007 0,083
ASB23 | 210 0,255 192 0,044 0,167
CA425 |237 0,366 243 0,014 0,143
LEX3 152 0,283 140; 160 0,035 0,111
TKY333 | 91 0,312 103; 111 0,013 0,100
HMS5 102 0,400 104 0,275 0,333
HTG3 117 0,600 119 0,050 0,167
EB2E8 | 128 0,910 126 0,019 0,333
UM32 153 0,363 151 0,006 0,143
TKY301 | 165 0,493 145; 161 0,007 0,143
UMI11 167 0,213 175 0,006 0,100
TKY337 | 178 0,30 182 0,044 0,143
TKY321 | 204 0,594 206 0,019 0,143
TKY374 | 212 0,381 204; 208 0,013 0,125
TKY294 | 228 0,456 222 0,013 0,200
TKY297 | 237 0,325 229 0,025 0,125
TKY394 | 243 0,463 227; 245; 249 0,025 0,143

N 3

Tab.5.3: Frekvence nejCetnéjSich a nejméné Cetnych alel studovanych mikrosatelitii
populace Islandsky pony. f = frekvence alely.

Pozorovand heterozygotnost (Ho) se pohybovala od 0,17949 (u lokusu EB2E8) do
0,89062 (u lokusu ASB23) spramérem 0,68301 (s.d. = 0,16956). Ocekavana
heterozygotnost (He) byla nejmensi opét u lokusu EB2ES s hodnotou 0,16716, nejvetsi
u lokusu ASB2 s hodnotou 0,88746 a pramér byl 0,69888 (s.d. = 0,06502). Ctyii ze
studovanych lokustt byly mino Hardy — Weinbergovu rovnovdhu. Byly to LEX3
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(p = 0,00000, s.d. = 0,00000), HTG7 (p = 0,02810, s.d. = 0,00015), ASB23 (p = 0,03518,
s.d. = 0,00018) a TKY297 (p = 0,04294, s.d. = 0,00020). Garza — Williamsontiv index m¢l
primérnou hodnotu 0,42352 (s.d. = 0,10757) s hodnotami od 0,24000 (u lokusu ASB23) do
0,60000 (u lokusu EB2ES8). Kompletni hodnoty jednotlivych mikrosatelitl jsou v piiloze 7.

5.2.4 SROVNANI STUDOVANYCH POPULACI - MIKROSATELITY

Populace byly srovndny na zaklad¢ hodnot mikrosatelitii, které byly pouzity i pro

analyzu jednotlivych populaci. Vysledky srovnani jsou shrnuté v tabulce 5.4

Prum. Prum.

Plemen i, (e ocet rozpéti G0y Pocet
Ho (s.d.) | He (s.d.) diverzitana | P P index,
0 lokus alel, alel, (s.d) BSA
(s.d.) (s.d.) o
0.70688 0.76054 0.757808 7.633 16.667 0.44631
Cam. 26

(0.16882) | (0.07528) | +/-0.373868 | (2.089) | (6.074) | (0.07570)

M 0.71496 | 0.73753 0.730953 6.367 15.933 0.39755 g
urg.
(0.14465) | (0.06502) | +/-0.363282 | (1.683) | (5.899) | (0.09095)

P 0.68301 0.69888 0.664812 6.933 16.633 0.42352 sg
(0.16956) | (0.14664) | +/-0.335653 | (2.032) | (6.921) | (0.10757)

Tab.5.4: Srovndni studovanych populaci na zdkladé analyzy mikrosatelitd.
Cam.= Camargue, Murg. = Murgese, [P = Islandsky pony, Ho = pozorovani
heterozygotnost, He = ofekdvana heterozygotnost, G-W index = Garza-Williamsonav index,
BSA = alela nachdzejici se jen u jedné ze studovanych populaci, s.d. = smérodatnd odchylka

Alely pritomné jen u jedné ze studovanych populaci lze najit u vSech populaci.
Vétsinou jsou malo frekventované. Pouze u plemene Islandsky pony lze nalézt tyto alely

s vysokou frekvenci (f > 0,2). Shrnuty jsou v tabulce 5.5.

Lokus Alela f Lokus Alela f Lokus Alela f
HMS2 220 0,214 | TKY321 196 0,231 | TKY294 228 0,456
TKY333 91 0,312 204 0,594 | TKY297 231 0,300
HMSS5 104 0,275 | TKY374 | 206 0,275 237 0,325

108 0,325 212 0,381 | HTG3 117 0,600
EB2ES 128 0,910

Tab.5.5: Alely mikrosatelitii nalezené pouze u plemene Islandsky pony, s frekvenci > 0,2.
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Z tabulek 5.4 a 5.5 je patrné, Ze vSechny populace jsou znacné€ geneticky variabilni,
pficemZ populace Islandského ponyho o néco méné nez zbylé dv€ populace. Rozdily mezi
populacemi lze pozorovat i v poctu alel a Garza-Williamsonové indexu, kde nejvySsich
vSechny tfi populace pfiblizn¢ podobné. Nejvétsi rozdily 1ze pozorovat v unikétnich alelach.
U plemene Islandsky pony bylo nalezeno vysoké mnoZstvi alel, které nejsou ptitomny
u zbylych dvou populaci, a navic 13 z nich s frekvenci vyssi nez 20%. U 20% mikrosatelitQ

(v tabulce 5.5 tuén¢) predstavuji unikatni alely 60 a vice procent vSech alel daného lokusu.

To ukazuje na genetickou odlisnost plemene od zbylych dvou populaci.

V tabulce 5.6 jsou uvedeny genetické vzdalenosti populaci. Z tabulky vyplyva, Ze
populace Camargue a Murgese jsou si navzdjem velmi blizké a populace Islandsky pony je

od nich vzdélend. Podrobnosti analyzy genetickych distanci jsou v pfiloze 8.

Populace Cam. Murg. 1P
Cam. 0.00000

Murg. 0.05030 0.00000

Ip 0.14865 0.16682 0.00000

Tab.5.6: Genetické distance vyjadiené koeficienty Frg pro dvojice studovanych populaci, na
podklad¢ analyzy mikrosatelitd. Cam. = Camargue, Murg. = Murgese, [P = Islandsky pony

5.3 GENOTYPIZACE SNPs

Vysledky ziskané genotypizaci SNPs jsou shrnuté v tabulkdch 5.7-9 v nésledujicich
podkapitolach.

5.3.1 ANALYZA POPULACE KONI CAMARGUE - SNPs

Testovano bylo 21 lokusti u 50 jedinc. VSech 21 lokust bylo pouZitelnych pro
analyzu. Jeden lokus (iNOS) byl monomorfni. Zbylych 20 lokusti bylo polymorfnich

a kazdy obsahoval dv¢ alely. Frekvence minoritnich alel jsou uvedeny v tabulce 5.7.
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Pozorovand heterozygotnost (Ho) se pohybovala od 0,08000 (u lokusu IL7R) do
0,57143 (u lokusu Nramplb) sprimérem 0,31742 (s.d. = 0,18698). Ocekavana
heterozygotnost (He) byla nejmens$i opét u lokusu IL7R s hodnotou 0,07758, nejvétsi
u lokusu MXA s hodnotou 0,50323 a primér byl 0,31022 (s.d. = 0,16694). Mimo Hardy —
Weinbergovu rovnovahu se nenachédzel zadny z lokust, nicméné€ p hodnota lokusu Nrampl1b
(p = 0,05401, s.d. = 0,00023) jen o malo ptfekracovala stanovenou hranici 0,05. Kompletni

statistika vSech SNPs je v piiloze 9.

Lokus Alela | MAF | Lokus Alela | MAF | Lokus Alela | MAF
IL7R 1 0,040 | IL17RAa 0 0,102 | Nramplb 0 0,327
IL10 0 0,210 | TLR2 0 0,070 | VISA 1 0,400
1L12p35 0 0,300 | TLR3a 0 0,330 | NFkB1b 0 0,070
1L12p40 1 0,449 | iNOS 0 0,000 | NFkB2 1 0,110
IL12Rp2 0 0,050 | IfnGa 0 0,395 | OAS1e2 1 0,270
1L.23p19a 0 0,200 | IfnGb 1 0,094 | OASle4 0 0,430
IL17A 1 0,081 | Nrampla 0 0,449 | MXA 0 0,280

Tab.5.7: Frekvence minoritnich alel jednotlivych SNP lokusti u plemene Camargue.
Oznaceni alel: 0 = neStépici, 1 = Stépici (tzn. enzym u dané alely rozezndva o jedno $tépné
misto vic nez u alely nestépici); MAF = frekvence minoritni alely

5.3.2 ANALYZA POPULACE KONI MURGESE - SNPs

Testovano bylo 21 lokusti u 50 jedinc. VSech 21 lokust bylo pouZitelnych pro
analyzu. Jeden lokus (IL23p19a) byl monomorfni. Zbylych 20 lokust bylo polymorfnich
a kazdy obsahoval dvé alely. Frekvence minoritnich alel jsou uvedeny v tabulce 5.8.

Pozorovand heterozygotnost (Ho) se pohybovala od 0,02000 (u lokusu IL7R) do
0,54000 (u lokusu IL12p40) sprumérem 0,31331 (s.d. = 0,17630). Ocekavana
heterozygotnost (He) byla nejmens$i opét u lokusu IL7R s hodnotou 0,02000, nejvétsi
u lokusu VISA s hodnotou 0,50424 a pramér byl 0,32582 (s.d. = 0,17115). Lokus IL17RAa
se nachdzel mimo Hardy-Weinbergovu rovnovihu (p = 0,00625, s.d. = 0,00008). Kompletni

statistika vS§ech SNPs je v priloze 10.
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Lokus Alela | MAF | Lokus Alela | MAF | Lokus Alela | MAF
IL7R 1 0,010 | IL17RAa 0 0,360 | Nramplb 0 0,280
IL10 1 0,398 | TLR2 0 0,250 | VISA 1 0,480
IL12p35 0 0,430 | TLR3a 0 0,210 | NFkB1b 0 0,130
1L12p40 1 0,390 | iNOS 0 0,100 | NFkB2 1 0,020
IL12RpB2 0 0,060 | IfnGa 0 0,106 | OASI1e2 1 0,270
1L.23p19a 0 0,000 | IfnGb 0 0,410 | OASle4 0 0,400
IL17A 1 0,130 | Nrampla 1 0,380 | MXA 0 0,320

Tab.5.8: Frekvence minoritnich alel jednotlivych SNP lokusii u plemene Murgese. Oznaceni
alel: 0 = nestépici, 1 = Stépici (tzn. enzym u dané alely rozeznava o jedno S§té€pné misto vic
neZ u alely neStépici); MAF = frekvence minoritni alely.

5.3.3 ANALYZA POPULACE ISLANDSKY PONY - SNPs

Testovano bylo 21 lokust u 91 jedincii. VSech 21 lokust bylo pouZitelnych pro
analyzu. Lokusy IL7R a IL12RB2 byly monomorfni. Zbylych 19 lokust bylo polymorfnich
a kazdy obsahoval dv¢ alely. Frekvence minoritnich alel jsou uvedeny v tabulce 5.9.

Pozorovand heterozygotnost (Ho) se pohybovala od 0,01099 (u lokusu NFkB1b) do
0,59341 (u lokusu Nrampla) spromérem 0,25216 (s.d. = 0,18052). Ocekdvana
heterozygotnost (He) byla nejmensi opét u lokusu NFkB1b s hodnotou 0,01099, nejvétsi
u lokusu Nramplb s hodnotou 0,49669 a pramér byl 0,26296 (s.d. = 0,18094). Lokus
IL17RAa se nachdzel mimo Hardy-Weinbergovu rovnovéhu (p = 0,00001, s.d. = 0,00000)
au lokusu Nrampla (p = 0,05401, s.d. = 0,00023) hodnota p jen o malo ptekracovala

stanovenou hranici 0,05. Kompletni statistika vSech SNPs je v ptiloze 11.

Lokus Alela | MAF | Lokus Alela | MAF | Lokus Alela | MAF
IL7R 1 0,000 | IL17RAa 0 0,322 | Nramplb 0 0,445
IL10 0 0,287 | TLR2 0 0,077 | VISA 0 0,233
IL12p35 0 0,056 | TLR3a 0 0,250 | NFkB1b 0 0,005
IL12p40 1 0,300 | iNOS 0 0,017 | NFkB2 1 0,049
IL12Rp2 0 0,000 | IfnGa 0 0,361 | OASI1e2 1 0,412
1L.23p19a 0 0,099 | IfnGb 1 0,094 | OASle4 1 0,203
IL17A 1 0,050 | Nrampla 1 0,429 | MXA 0 0,280

Tab.5.9: Frekvence minoritnich alel jednotlivych SNP lokusti u plemene Islandsky pony.
Oznaceni alel: 0 = neStépici, 1 = Stépici (tzn. enzym u dané alely rozeznava o jedno Stépné
misto vic nez u alely nestépici); MAF = frekvence minoritni alely.
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5.3.4 SROVNANI STUDOVANYCH POPULACI - SNPs

Populace byly srovndny na zdkladé¢ hodnot SNPs, které byly pouZity i pro analyzu

jednotlivych populaci. Vysledky srovnani jsou shrnuté v tabulce 5.10

Prim. genet. Pocet Monomorf
Plemeno | Ho (s.d.) He (s.d.) | diverzita na | polymorf. ’
. lokus
lokus lokusii
0.31742 0.31022 0.304319
Cam. 20 iNOS
(0.18698) | (0.16694) | +/-0.161028
0.31331 0.32582 0.323848
Murg. 20 IL.23p19a
(0.17630) | (0.17115) | +/-0.170377
P 0.25216 0.26296 0.259709 19 IL7R,
(0.18052) | (0.18094) | +/-0.139009 IL12RB2

Tab.5.10: Srovnani studovanych populaci na zakladé¢ analyzy SNPs. Cam.= Camargue,
Murg. = Murgese, IP = Islandsky pony, Ho = pozorovand heterozygotnost, He = ocekdvana
heterozygotnost, s.d. = smérodatnd odchylka

Z tabulky 5.10 je patrnd existujici genetickd variabilita u vSech populaci, pfiCemz
populace Islandského ponyho je variabilni mén€ neZz zbylé dv€ populace. V poctu

polymorfnich lokust nejsou mezi populacemi rozdily.

U lokust IL12p35 a IL12p40 genu IL12 byla jiz diive u koni popsdna asociace
s Piroplazmézou. V tabulce 5.11 jsou srovnany frekvence alel lokusi genu IL12
u jednotlivych populaci. Z tabulky je patrné, Ze u lokusu IL12p35 je nékolikandsobné vyssi
frekvence nestépici alely u populaci Camargue a Murgese neZ u populace Islandsky pony.
U lokusu IL12p40 je rozdil v zastoupeni alel mezi Islandskymi poniky a plemeny

Camargu/Murgese men$i. U lokusti [L23p19 a IL12RB2 mezi plemeny rozdily nejsou.

Lokus Camargue Murgese Islandsky pony

f(1) £ (0) f (1) f (0) f(1) f (0)
IL12p35 0,700 0,300 0,570 0,430 0,944 0,056
1L12p40 0,449 0,551 0,390 0,610 0,300 0,700
1L.23p19 0,800 0,200 1,000 0,000 0,901 0,099
IL12RB2 0,950 0,050 0,940 0,060 1,000 0,000

Tab.5.11: Srovnéni studovanych populaci v lokusech genu IL12. f (1) = frekvence $tépici
alely, f (0) = frekvence neStépici alely
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V tabulce 5.12 jsou uvedeny genetické vzdélenosti populaci. Z tabulky plyne, Ze
populace Camargue je pomérné blizkd obéma dal$im populacim, kdeZto populace Murgese

a Islandsky pony jsou si navzdjem vzdilenéjsi. Podrobnosti analyzy genetickych distanci

jsou v ptiloze 12.

Populace Cam. Murg. 1P
Cam. 0.00000

Murg. 0.08800 0.00000

IP 0.07492 0.12562 0.00000

Tab.5.12: Genetické distance vyjddiené koeficienty Frs pro dvojice studovanych populaci,
na podklad€ analyzy SNPs. Cam. = Camargue, Murg. = Murgese, IP = Islandsky pony

54 SROVNANI POPULACI V SNPs A MIKROSATELITECH

Srovnani vysledkii mikrosatelitnich markertt s vysledky SNP markerd ukazuje, Ze
populace Islandsky pony je nejméné variabilni v obou typech markeri. Rozdil
v mikrosatelitech je mensi nez rozdil v SNP markerech. Populace Camargue a Murgese jsou
v obou typech markerQ variabilni.

Genetické distance spocitané z mikrosateliti ukazuji odliSnost Islandskych koni od
zbylych dvou plemen. Distance spocitané z SNP markerti uddvaji nejvétsi rozdil mezi
Islandskymi poniky a kofimi Murgese, plemeno Camargue je s obéma populacemi pomérné

blizké.
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5.5 TESTY NEUTRALITY SNP LOKUSU U STUDOVANYCH
POPULACI

Vysledky testu neutrality jednotlivych SNP lokusti u vSech tii populaci jsou shrnuté
v tabulce 5.13. Z tabulky vyplyvd, ze u Zddného studovaného lokusu nedosahuji kritickou
Camargue i plemene Murgese a NFkB1b u plemene Islandsky pony. Nejvyssi Tajimovu
hodnotu D maji lokusy MXA u plemene Camargue, VISA u plemene Murgese a Nramplb

u plemene Islandsky pony. Nejvyss$i a nejniz§i Tajimovy hodnoty D pro kaZzdou populaci,

cNvv s

Lokus _ Camargue Murgese Islandsky pony
Tajima’s D p Tajima’s D p Tajima’s D p
IL7R -0.68607 0.24700 -1.02786 0.12100 0.00000 1.00000
IL10 0.84297 0.85500 1.72302 0.95800 1.40935 0.92300
IL12p35 1.37184 0.91500 1.79278 0.97300 -0.40285 0.31200
IL12p40 1.81671 0.97100 1.70644 0.95400 1.47786 0.91900

IL12RB2 -0.57694 0.24500 -0.47021 0.27200 0.00000 1.00000
IL23p19a 0.77222 0.87000 0.00000 1.00000 0.03662 0.75200

IL17A -0.25189 0.32200 0.20977 0.77100 -0.46218 0.29300
IL17RAa -0.05202 0.38500 1.61649 0.93400 1.57808 0.91900
TLR2 -0.36587 0.27500 1.10201 0.88400 -0.17964 0.37000
TLR3a 1.50496 0.94900 0.84297 0.86700 1.20924 0.91400
iINOS 0.00000 1.00000 -0.06726 0.36200 -0.83360 0.19900
IfnGa 1.71403 0.94700 -0.01972 0.34200 1.72510 0.94200
IfnGb -0.13646 0.36700 1.75441 0.96500 0.03662 0.75900

Nrampla 1.81671 0.97800 1.67885 0.94600 1.89642 0.97000
Nramplb 1.48693 0.93400 1.27111 0.90600 1.92129 0.97600

VISA 1.73162 0.95900 1.84675 0.98000 1.10643 0.89400
NF«B1b -0.36587 0.31500 0.20977 0.77800 -0.96213 | 0.06700
NF«xB2 0.02748 0.76000 0.00000 1.00000 -0.46618 0.24900
OASle2 1.21714 0.91000 1.21714 0.87200 1.86506 0.96400
OASle4 1.79278 0.96600 1.73162 0.95600 0.90633 0.87700
MXA 1.84075 0.98200 1.46299 0.93300 1.38065 0.92300

Tab.5.13: Tajimovy hodnoty D studovanych lokust.
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6. DISKUSE

6.1 METODICKE ASPEKTY PRACE

Plemena Camargue a Murgese jsou soucdsti SirSi studie interakce prvoki
Theilera/Babesia s hostiteli z ¢eledi Equidae a ptedstavuji dvé z vice studovanych populaci
vystavenych dlouhodobému pulsobeni stejného patogena. Rozdilné je v tomto piipadé
prostfedi, vnémz ob¢ plemena Zziji a vyskyt dalSich patogent u plemene Camargue.
v suché, hornaté krajin¢ jizni Itdlie. Tteti studované plemeno, Islandsky pony, bylo vybrano
jako vhodny kandidat pro srovnani s prvnimi dvéma jmenovanymi. Toto plemeno se na
Islandu vyvijelo izolované po vice nez 1000 let v prosttedi s minimdlnim vyskytem
patogentl.

Z hlediska genetické diverzity bylo mozno definovat genetickou odliSnost mezi
témito nepiibuznymi plemeny v mikrosatelitnich lokusech, které se CcCasto vyuzivaji
k odhadim genetické vzdalenosti. Cilem priace bylo zjistit, jestli SNPs v kandidatnich
genech souvisejicich s obranou proti infekénim patogeniim odrdzeji pouze meziplemenné
genetické rozdily, srovnatelné s mikrosatelity, nebo jestli se u nich projevi jiny trend
souvisejici s rozdilnostmi v expozici patogenim obecné nebo specificky prvokim
zpusobujicim piroplasmézu. V takovém piipadé by si populace Murgese a Camargue mély
byt podobnéjsi v genech asociovanych s vnimavosti k této infekci (IL12p35, IL12p40) nez
v mikrosatelitech. Otdzkou také bylo, zda bude ztetelny rozdil v genetické diverzité¢ v SNPs
IR genti mezi islandskymi kofimi na jedné strané a plemeny Camargue a Murgese na strané
druhé.

K populacnim studiim se dnes pouzivaji tii druhy genetickych markert:
mikrosatelity, mtDNA a jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs). Mitochondridlni DNA
markery se pouZzivaji spiSe k evolu¢nim studiim (napt. Luis et al., 2006). Mikrosatelity jsou
pouzivany k popisu diverzity a pfibuzenskych vztahli mezi plemeny a populacemi. Obecné
jsou povazovany za selekéné neutrdlni. Markery SNPs se daji také k popisu diverzity vyuZit,
zejména proto, Ze pii vyuziti komeréné dostupnych chipli je mozno genotypovat v jednom
kroku 55.000 SNPs. Jde vSak o anonymni polymorfizmy, tj. s nezndmou anotaci a z hlediska

popisu diverzity neni jisté, zda se nenachdzeji napiiklad v duplikovanych oblastech genomu.
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V této praci byly proto pouzity potencidlné¢ funkéni SNPs v kandiddtnich genech
imunitni odpovédi, z nichz u né€kterych (geny interleukinu 12) byla prokdzdna asociace
snemocemi (Futas et al, dosud nepublikovdno). Opakovanym sekvenovanim
homozygotnich genotypti bylo prokdzdno, Ze vSechny testované SNPs jsou dialelické
a zvolend metoda PCR-RFLP je pln¢ informativni, tzn. Ze nepfitomnost S$t€épného mista
znamend piitomnost pouze jednoho ze tii dalSich moznych nukleotidd. Pouzity software
Arlequin je nadto schopen zpracovavat data jak pro mikrosatelity, tak pro markery RFLP.

Pro studium diverzity jsou obecné doporuc¢ovany pocty minimdlné 30, nejlépe vSak
50 neptibuznych jedinct. To bylo v této studii splnéno, v piipadé populace Islandského
ponyho dokonce vyrazné piekroceno. SNPs byly u Islandské populace genotypizovany u 91
jedinct, zatimco mikrosatelity jen u 80. Rozdil je zptisoben genotypizaci mikrosatelitii na

jiném pracovisti, kde 11 koni ze setu vytadili.

6.2 GENETICKA DIVERZITA - MIKROSATELITY

Studovana populace Camargskych koni se zda byt primérné variabilni ve vSech
sledovanych  kriteriich. V porovndni steprve neddvno publikovanymi hodnotami
Camargskych koni ze studie Leroy et al. (2009) vychdzi tato populace v mé studii mirné
variabiln€jsi. Napf. pramérné heterozygotnosti (Ho a He) v moji praci maji hodnoty 0,71
resp. 0,76 a ve zminéné studii (Leroy et al., 2009) 0,68 resp. 0,73. Podobn¢ i primérny pocet
alel je 7,63 vmé studii oproti 6,36 u Leroy et al. (2009). Ve své praci jsem studovala
populaci ¢itajici o 13 jedinct vice a také jsem pouzila o 19 vic mikrosatelitnich markert.
Predpokladam, Ze toto je dlivodem rozdilu hodnot. Pocet lokusit mimo Hardy-Weinbergovu
rovnovahu byl v mé studii ctyinasobny (4 oproti 1 u Leroy et al. (2009)). To muze byt
pripsdno vétsimu poctu studovanych lokusi, ale i vyskytu nulovych alel, tedy alel, které se
nepovedlo genotypovat.

Také hodnoty populacnich parametrii plemene Murgese naznacuji standardni droven
genetické diverzity. Pieragostini et al. (2005) publikovali studii diverzity koni Murgese, pii
niz vychazeli z genealogickych zdznami a 12 mikrosatelitnich markerti. Neuvadéji vSak
7Zadné béZné pouzivané parametry (skuteCnd a ofekdvand heterozygotnost, primérny pocet
alel apod.), se kterymi bych mohla své vysledky srovnat. Ctyii studované lokusy jsou u této

populace mimo Hardy-Weinbergovu rovnovédhu a dva dal$i se kritické hranici velmi blizi.
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Pri¢inou toho miizou byt nulové alely, ale i potencidlni piibuzenské vztahy nékterych
studovanych jedinct, cemuZ se u této malé populace nedalo vyhnout.

I u plemene Islandsky pony naznacuji hodnoty populacnich parametri standardni
droven genetické diverzity. Toto plemeno, a¢ nebylo nikdy stfedem Zadné populaéni studie,
je Casto pouzivano jako referencni skupina ve studiich jinych populaci. Vysledky genetické
diverzity Islandskych koni v moji praci (heterozygotnosti Ho = 0,683, He = 0,699; pramérny
pocet alel 6,933) potvrzuji vysledky dalSich autorti. Glowatzki-Mullis et al. (2005) a Leroy et
al. (2009), dospéli k témét stejnym hodnotdm Ho a He, ale niZ§imu poctu alel (5,9 resp.
6,27). Ve studiich Aberle et al. (2004) nebo Plante et al. (2007) vychdzi témét stejné
primérny pocet alel a o néco vysSsi heterozygotnosti (Ho / He: 0,716 / 0,732 resp.
0,72 / 0,74). Rozdily mohou byt ddny riznymi pocty mikrosatelitnich markert (11 az 50)
a koni (33 az 80) pouzitymi v jednotlivych studiich. I u populace Islandskych konf jsou Ctyii
lokusy mimo Hardy-Weinbergovu rovnovdhu. Pfi¢iny tohoto stavu nejsou ani zde zndmy.

Pti srovnéni genetické diverzity s jinymi populacemi maji koné¢ Camargue, Murgese
1 Island$ti ponici podobné hodnoty jako Jihonémecky chladnokrevnik, Schleswicky tazny
kan (Aberle et al., 2004), Selle Frangais nebo Merensky kin (Leroy et al., 2009). Nizsi
genetickou diverzitu (Ho a He v rozmezi 0,47 — 0, 61, primérny pocet alel od 3,43 do 5,64)
vykazuji zejména plemena s malym mnoZzstvim jedinct, u nichZ je Casto praktikovdno
ptibuzenské kiiZeni. Piikladem mohou byt plemena Marwari, Bhutia (Behl et al. 2007) ¢i
Sorraia, ale i Kt Prevalského (Aberle et al., 2004). Nejvyssi genetickou diverzitu (Ho a He
az 0,79 a primérny pocet alel az 8,25) prekvapivé nalézdme u né€kterych plemen, jez byla
obnovena z malého poctu jedincl. Jsou jimi tieba plemena Appaloosa, Pottok C¢i
Newfoundlandsky kan (Plante et al., 2007), u nichz cilené Slechténi a obcCasné kiiZeni
s jedinci jiného plemene vedlo ke znovuziskani dostate¢né variability.

Srovnani tii populaci, studovanych v této praci, ukazuje, Ze nejméné variabilni je
plemeno Islandsky pony. Rozdily mezi jednotlivymi plemeny vSak nejsou nijak vyznamné.
Nejnizsi hodnoty by na podklad¢ znalosti historie plemen bylo moZzné ocekavat u plemene
Murgese, které bylo pied 80 lety vzkiiSeno z 46 klisen a 9 hiebcti. Zbyla dvé plemena vzdy
disponovala dostatecnym poctem jedinct a nepfedpoklada se u nich zZadny efekt hrdla ldhve.
Této hypotéze nejlépe odpovidaji primérné pocty alel i Garza — Williamsontv index
populaci, které vychédzeji nejniz§i pravé u plemene Murgese. Nicméné€ i zde je rozdil mezi
populacemi maly. Garza-Williamsontv index je hodnota citlivd k prudkému sniZeni poctu
jedincti v populaci, pfi némz casto dochdzi ke sniZzeni poctu alel pfi soucasném zachovani

alelického rozmezi (Garza & Williamson, 2001). Je ale tfeba podotknout, Ze program
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Arlequin.31, pouzity pro statistické analyzy v této studii, neprovadi Zadny test vyznamnosti
Garza — Williamsonova indexu. Ziskané hodnoty jsou proto jen relativni a maji pouze
informativni charakter.

U kazdé ze ti{ populaci se vyskytovaly alely, které nebyly nalezeny u zbylych dvou.
Vétsinou nemély velké frekvence vyskytu a jejich vyznam tudiZ neni velky. U plemene
Islandsky pony se ale vyskytlo 13 takovych alel s frekvenci vy$$i nez 20%. To zcela
potvrzuje historické udaje o izolovaném vyvoji plemene, kdy se diky izolaci populace
postupné vyvinuly specifické alely.

Porovnanim genetickych distanci zjiStujeme, Ze plemena Camargue a Murgese jsou
si velmi blizkd, kdezto Islandsky pony je vzdilenéjsi. Hodnota je srovnatelna s distancemi,
které byly zjiStény mezi nckterymi subpopulacemi Lipicdnt (Achmann et al., 2004).
Hypotetickym vysvétlenim muze byt fakt, Ze v dobé nez byly zaloZeny oficidlni plemenné
knihy obou plemen, bylo ¢astym jevem zuslechtovat stavajici stdda anglickymi a arabskymi
plnokrevniky. Vysoka genetickd podobnost tak mtiZe byt zpusobena piilivem stejnych cizich
gend. Hodnota udavajici vzdalenost Islandskych koni k obéma zbylym plementim je také
pomérné mald, i kdyZ trojndsobnd neZ mezi jihoevropskymi populacemi. Vypoctené
genetické distance je vSak nutné brat spiS relativné (srovnani populaci mezi sebou). Metody
jejich vypoctu se v riznych studiich mohou liSit a absolutni hodnoty tudiZ nejsou vzdy plné
srovnatelné. Celkové se da fict, Ze mezi tfemi studovanymi plemeny nejsou na podklade
mikrosateliti velké rozdily ve stupni genetické variability. Patrny je rozdil v unikatnich
alelach a genetickych distancich mezi populaci Islandsky pony a dvojici Camargue/Murgese,

coz je v souladu s naSimi védomostmi o ptivodu téchto plemen.

6.3 GENETICKA DIVERZITA — SNPs

Na rozdil od mikrosateliti nemusi byt markery SNP vZdy selek¢né neutralni. Existuji
ruzné typy jednonokleotidovych polymorfizmi. Podle polohy je lze rozdélit na intronové,
exonové nebo v neptrekladanych oblastech (3" a 5 UTR). Nesynonymni exonové substituce,
tedy ty, které vedou k zdméné aminokyseliny, mohou ménit funkci vznikajiciho proteinu.
V piipadé mutaci synonymnich, mutaci v nepteklddanych oblastech mRNA a mutaci
intronovych neni pfipadny nésledek tak zjevny. Synonymni exonové mutace byly dlouho
povaZzovany za neutrdlni, protoZe nevedou ke zméné aminokyseliny a tim ani ke zméné

funkce vysledného produktu. VétSina organizmil ale u aminokyselin kédovanych vice
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triplety preferuje jeden triplet pfed ostatnimi. Synonymni substituce tak muze vést
k pomalej$i tvorb¢ proteinu a ve vysledku tfeba k nedostate¢nému poctu funkénich molekul
produktu. Dédle miize synonymni mutace v exonu ovlivnit stabilitu mRNA a tim i tvorbu
kédovaného proteinu. Bylo prokdzdno, Ze mutace C957T v genu pro lidsky receptor
dopaminu D2 (DRD2) méni sekundarni strukturu mRNA DRD2 a tim sniZuje jeji stabilitu
(Duan et al., 2003). V neposledni fadé¢ mtze synonymni exonovd mutace ovlivnit splicing
pre-mRNA. Jednd se o piipad, kdy takovd mutace leZzi na okraji exonu (blizko hranice
exon/intron) v tzv. splicingovém kontrolnim elementu. Tyto elementy mohou byt bud
enhancery nebo silencery, v obou piipadech jde o oblasti rozpoznivané proteiny
spliceosomu. Mutace ve splicingovém kontrolnim elementu mulzZe zavinit Spatny sestfih
pre-mRNA a tvorbu vyrazné zménéného proteinu. Jako ptiklad lze uvést mutaci C/G na
zacatku exonu 4 genu pro lidskou transmembranovou protein-tyrosin fosfatizu CD45, ktera
zpusobuje roztrousenou sklerézu (Thude et al., 1995; Jacobsen et al., 2000). Podobné mohou
pusobit i SNPs v intronech, pokud se vyskytnou pobliz hranice exon/intron, nebo mutace
uvnitf intronu, které daji vzniknout nové rozpozndvanému sestfihovému mistu. 5 a 3~
nepieklddané oblasti ovliviiuji stabilitu mRNA, jeji translatabilitu a lokalizaci produktu
v buiice. Mutace UTR oblasti mohou ovlivnit jak tvorbu produktu, tak jeho dopraveni na
misto ureni. Napiiklad u mutace, leZici downstream od terminac¢niho kodénu lidského
dopaminového receptoru D2, byla prokdzana asociace s alkoholizmem a drogovou zavislosti
(Comings et al., 1994). VySe zminéné ptiklady jsou ukazky, kdy jedind substituce piimo
onemocnéni zplsobi. VEtSina mutaci v§ak miva jen maly ti¢inek na procesu vzniku nemoci,
ktery byvd kombinovan s ucCinky dal$ich gend. Konkrétni SNPs mohou pfispivat mensim
nebo vétsim ucinkem ke vzniku komplexni nemoci a jednotlivé SNPs mivaji adaptacni
vyznam, ale jen malého rozsahu.

V této praci byly pouzity SNPs lezici v genech ucastnicich se imunitni odpovédi.
Vybrany byly jak geny, jejichZ produkty se ucastni nespecifické (neadaptivni) imunity, tak
geny imunity antigenn¢ specifické (adaptivni). Nékteré z nich jsou spiSe obecné soucasti
sloZitych regulacnich drah Gc€astnici se i imunity (pf. transkripCni faktor NFkB). Jiné se
ucastni pomérné specializovanych drah protivirové obrany (pf. MXA nebo VISA) a dalsi se
ukazuji jako soucdst obrannych mechanizmi proti bakteridlnim a protozodlnim infekcim
(pt. iNOS, TLR2 nebo Nramp1). Cilem vybéru téchto genti bylo pokud mozno pokryt hlavni
obranné mechanizmy, které se u vyssich obratlovct vyskytuji. Mezi testovanymi markery

byly i takové, které byly v nasi laboratofi v riznych studiich asociovany s infekcemi (Hofin
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et al., 2004, Hofin et al., 2008, Futas et al., dosud nepublikovano, Stejskalova et al. rukopis
v priprave) — viz tabulka 4.6.

Jako ptiklad prace se SNP markerem v kandid4tnim genu, od jeho zvoleni na zdkladé¢
funkce v organizmu aZ po genotypizaci a pocitatové vyhodnoceni, byl zvolen gen TLR3
a pozdgji nalezeny polymorfizmus C24189093A (373 v PCR produktu). Toll-like receptor 3
(TLR3) rozezndva dvoufetézcovou RNA (dsRNA), kterd se vyskytuje v bunkéch
napadenych RNA viry (Alexopoulou et al., 2001). Vazba ligandu na receptor zapina
signdlni drahy vedouci k aktivaci transkripcnich faktort NFkB a MAP kindz, které dale
piimo ¢i nepiimo spoustéji expresi raznych genti (Jiang et al., 2003). Role v protivirové
obrang je pro nasi laboratof zajimava, protoZe jednim z feSenych tkoll je i studium asociace
imunitnich gent s vyskytem viru zdpadonilské horecky u koni z jizni Francie. Proto byl
TLR3 vybran jako dal$i vhodny kandidatni gen. UZ nékolik let je v genomové bance
k dispozici kompletni koiisky genom a seznam jednonukleotidovych rozdilti (substituci)
oproti referencni sekvenci. V dobé€, kdy se zac¢inalo s genem pracovat, byla zvefejnéna jedna
substituce (A24189257G) v exonu 4 poblizZ hranice s intronem 3. VSechny ostatni znidmé
rozdily se nachézely v intronech. Primery byly navrzeny tak, aby pokryvaly zac¢itek exonu 4
s popsanym polymorfizmem. Exonovy SNP byl zvolen z divodu vétsi pravdépodobnosti
vlivu na vysledny produkt genu. Ndislednd sekvenace potvrdila pfitomnost polymorfizmu
A24189257G (poloha 209 v PCR produktu) a odhalila dal$i dosud nepopsany
polymorfizmus C/A v poloze 373 v PCR produktu (C24189093A). Srovnanim nasi sekvence
se sekvenci mRNA genu TLR3 v genomové bance bylo zjisténo, Ze SNP A/G je zaména
synonymni a SNP C/A nesynonymni. Pro dal$i analyzu byl zvolen nesynonymni
polymorfizmus C/A, ktery byl nasledné genotypovan u 191 koni tfi populaci.

Primérna heterozygotnost populace Camargue s hodnotami piesahujicimi 0,31 je na
tento typ markerti pomérné vysoka. Hodnoty heterozygotnosti ze studii SNPs u ovci (Pariset
et al., 2006) a pst (Brouillette & Venta, 2002) jsou 0,28 nebo nizsi. To svéd¢i o znacné
variabilit¢ markerd SNP u koni Camargue. Z dvaceti polymorfnich lokusi je u Sesti vyrazna
prevaha jedné z alel (f > 0,9). Mezi nimi jsou IL12RB2, TLR2 a iNOS (monomorfni lokus),
které se ucastni obrany proti bakteriim a prvokim, dédle IfnG, ktery je spojen s protivirovou
obranou, ale i IL7R a NFkBI1, jeZ se tcastni spi§ obecnych pochodd. Testovani Hardy-
Weinbergovy rovnovidhy nicméné neodhalilo Zddny lokus mimo rovnovéhu, pouze jeden
zlokust genu Nrampl se kritické hranici blizil. Tento gen se ucastni v boji proti
intraceluldrnim patogenim a u né¢kterych jeho mutaci byla u clov€ka prokdzana vyssi

niachylnost k riznym onemocnénim (Poon & Schurr, 2004). Tento udaj je v souladu
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s ndlezem margindlni asociace mezi markery tohoto genu a infekci piroplasmami (Futas et
al., dosud nepublikovano).

Populace Murgese je také velmi variabilni s hodnotami heterozygotnosti
prekracujicimi 0,31. Z dvaceti polymorfnich lokust, je u ¢tyf pozorovatelnd vyrazna pievaha
jedné z alel. Mimo Hardy-Weinbergovu rovnovédhu je ale pouze lokus IL17RAa, ktery je
exprimovédn v endotelech, epitelech a fibroblastech, které produkuji prozanétlivé cytokiny.
Jde také o gen ticastnici se obrany proti prvokim a bakteriim.

Populace Islandskych koni je variabilni mén€ nez u ptedchozich dvou plemen, ve
srovnani se studii u psit (Brouillette & Venta, 2002) je jeji variabilita srovnatelnd. U této
populace bylo polymorfnich lokust 19, z nichZ u osmi byla pozorovana vyrazni ptrevaha
jedné z alel. Jednalo se o geny pusobici v imunité vSeobecn€, geny protivirové obrany i geny
obrany proti prvokiim a bakteriim. Mimo Hardy-Weinbergovu rovnovahu se nachizel lokus
IL17RAa a lokus Nrampla kritickou hranici p = 0,05 jen o mélo pfekracoval.

Srovnanim zastoupeni alel mezi populacemi navzdjem zjistime nckolik rozdila.

......

Vv

koni je Cast&jsi druhd alela. Tyto geny jsou dileZzité pro obranu proti RNA virim. Pro Island
je charakteristicky minimdlni vyskyt konskych virovych patogentt (Svansson, 2004).
Zjisténi, zda je mezi témito alelami rozdil ve vnimavosti k infekcim je predmétem
pokracujici studie.

V genech v SNP markerech gent IL12p35 a IL12p40, které jsou asocioviny
s vnimavosti k piroplasméze byly mezi sledovanymi populacemi rozdily. Frekvence alely B
lokusu IL12p35 u Islandskych koni je pfiblizné 0,05, kdezZto u jihoevropskych populaci je
nékolikandsobné vyssi. Rozdil je v alelovych frekvencich je i u lokusu IL12p40 (viz tabulka
5.11). Ve zminéné probihajici Sirsi studii bylo zjisténo, Ze alela A SNP markeru IL12p35 je
u obou plemen asociovana s vnimavosti k infekci prvoky Theileria/Babesia. Jeji frekvence je
o fad vyssi u Islandskych poniki, kde se tito prvoci nevyskytuji. Naproti tomu je frekvence
,vnimavé® alely stdle jeSt€¢ znacnd v populacich s vyskytem patogena (0,30-0,43), cozZ je
v souladu s vysokou prevalenci infekce v obou populacich — témét 90%, kterd je vySsi nez
v ostatnich populacich sledovanych v ramci celé studie - (Dr. M. Sloboda, osobni sdé€lenf).
Studie dal$ich dvou plemen ukazuje podobné rozdily ve frekvenci ,,vnimavé* alely: 0,87
u Starokladrubskych koni, ktefi pfedstavuji malou izolovanou populaci bez vyskytu
piroplazem a 0,45 u Anglického plnokrevnika, ktery pfedstavuje velice variabilni skupinu

(Kralik et al., 2006). Piimou souvislost mezi frekvencemi alelickych variant SNP
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a vnimavosti k patogenim vSak tyto statistické udaje neprokazuji. K tomuto ucelu jsou
v budoucnu pldnovany funk¢ni experimenty in vitro.

Obecné je genetickd diverzita studovand pomoci SNP markert nejnizsi u Islandskych
koni a jihoevropské populace jsou srovnatelné variabilni, oproti vysledkim zaloZenym na
mikrosatelitech, kde byla variabilita vSech tfi populaci na podobné drovni, i kdyZ trend byl
stejny. Genetické distance, spocitané na podklad¢ dat z jednonukleotidovych polymorfizmil,
ukazuji podobnou vzdélenost Camargskych koni k obéma dal$im populacim. Plemena
Murgese a Islandsky pony jsou si vzdilena vice. Vzhledem k tomu, Ze jsou zahrnuty rtizné
typy SNPs a vzhledem k hodnotdm genetickych vzdalenosti mtize jit o ndhodnou variabilitu.
Souvislost mezi vyskytem patogenti, konkrétnimi polymorfizmy a popula¢nimi daty v této
fazi neumoziuje zadné zavéry a bude pfedmétem dalsiho studia.

Srovnani vysledkii analyzy SNPs s analyzou mikrosatelitii ukazuje, Ze populace
Islandskych koni je v obou typech markerti nejméné variabilni a populace z jizni Evropy
jsou srovnatelné. Rozdil v mikrosatelitech neni u Islandskych koni tak velky jako rozdil
v SNPs.

Genetické vzdélenosti spocitané z mikrosatelitnich a SNP dat se navzdjem li$i.
Distance v mikrosatelitech jednoznacné odd¢€luji Islandské poniky od jihoevropskych
plemen. Distance v SNP markerech tak jednozna¢né nejsou a udévaji nejvétsi rozdil mezi
koiimi Murgese a Islandskymi. Vysledky naznacujii, Ze markery SNP poskytuji jiny typ
informace neZ neutrdlni mikrosatelity. Teprve dalsi analyzy poskytnou podklad pro jejich
biologickou interpretaci., zejména s ohledem na primarné rozdilny typ variability obou typii
markerd. Ve stejném stadiu jsou dnes také podobné analyzy u lidskych populaci (Balaresque
et al., 2007).

Jednou z moZnosti, jak studovat biologicky vyznam SNPs jsou testy neutrality, které
poskytuji svédectvi o tzv. ,signature of selection v daném mist¢ daného genu. Tajima
(1989) vyvinul test pro oveteni neutrality lokusu zaloZeny na frekvenci vyskytu rozdilnych
sekvenci lokusu a rozdilu mezi nimi. Pokud je populace v neutrdlni rovnovéze, Tajimova
hodnota by méla byt rovna nule. Rizné udalosti, které se v populaci odehraji ovliviluji
i Tajimovu hodnotu. Naptiklad mirné nevyhodné varianty genli zplsobuji posun hodnoty
mezi zdpornd ¢isla. Selek¢ni vyhoda heterozygotli nebo neddvny efekt hrdla 1dhve naopak
hodnotu zvySuji a ta je pak kladni. Negativni vychédzi Tajimova hodnota i v ptipad¢, kdy
populace roste zrovnovdzného stavu nebo se vni uplatiuje slaba ocistujici selekce.

Rozhodnout do jaké miry je hodnota ovlivnéna selekci a do jaké miry demografickymi

62



udélostmi je vSak n€kdy obtizné. Diky tomu je sila Tajimova testu zna¢né omezena
(Braverman et al., 1995; Simonsen et al., 1995; Fu, 1997).

Tajimtv test je nejsilngjsi v piipadé vétsiho poctu SNPs ve studované sekvenci.
V pfipad€¢ jednoho SNP pracuje zejména s frekvencemi alel a jeho informativnost je
omezend. Z toho divodu pravdépodobné vSechny ziskané Tajimovy hodnoty studovanych
lokust byly statisticky nevyznamné. V rdmci této nevyznamnosti byla u necelé poloviny
nami testovanych lokusti u vSech studovanych populaci Tajimova hodnota vyrazné kladna.
ProtoZe Zadna z populaci nezaznamenala v nedavné dob¢€ vyrazné sniZeni poctu jedinct, je
mozné, Ze v téchto SNPs se uplatiiuje vyhoda heterozygotnosti. Tato hypotéza je v soucasné
dob¢ testovana na drovni celé studie u lokust, kde je k dispozici vétsi pocet SNPs. Vysledky
Tajimova testu neutrality jsou tedy v této podobé uvddény pouze jako predb&Zné a pro
dokresleni vyznamu dat ziskanych v mé diplomové praci a jejich uplatnéni v dalSim fesen{

problému.

64 OBECNE SHRNUTI

Byla studovédna genetické diverzita tff modelovych populaci - plemen domaciho koné
za vyuziti standardnich mikrosatelitnich markerti a markert SNP v kandiddtnich genech
imunitni odpovédi. Ve vztahu k mikrosatelitim je tato prace prvnim popisem diverzity
i menS$i pocet mikrosatelitnich markerti. SNPs v kandidatnich genech ptedstavuji novy typ
markeru, jehoZ vyznam se v této souvislosti teprve studuje, coz bylo i jednim z cili této
prace. VSechny SNP markery pouzité v této praci byly identifikovany nasi laboratofi. Popis
jejich populacni distribuce je proto prioritni. Vysledky této studie davaji zakladni predstavu

o variabilité konskych plemen a poskytuji prvni podklady pro interpretaci jejich vyznamu.
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SOUHRN

Byla popsédna genetickd diverzita populaci Camargue, Murgese a Islandsky pony

v mikrosatelitnich markerech. VSechny tfi populace byly srovnateln¢ variabilni.

Byla popsédna genetickd diverzita populaci Camargue, Murgese a Islandsky pony
v jednonukleotidovych polymorfizmech (SNPs). Populace Islandskych ponika byla
mén¢ variabilni neZ jihoevropska plemena. Byly nalezeny rozdily ve frekvencich alel
SNP v genu IL12p35 asociovanych s vnimavosti k piroplasméze mezi islandskymi

a jihoevropskymi konmi.

Test neutrality neprokdzal statisticky vyznamné hodnoty Tajimova D.
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9. PRILOHY

PRILOHA 1: Srovnini sekvence genu TLR3 s referenéni sekvenci v genové bance

>r_ ref [NC_009170.2|NC_009170 Equus caballus chromosome 27, reference assembly
(based on EquCab2),

whole genome shotgun sequence

Length=39960074

Score = 1092 bits (591), Expect 0.0
Identities = 597/600 (99%), Gaps = 0/600 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 AGAAGGGGGATTGGGTACAGAATTGTGTCTAAACTTTCAAGGGCTGTACAGACTGTTGCG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et rrr e
Sbjct 24189415 AGAAGGGGGATTGGGTACAGAATTGTGTCTAAACTTTCAAGGGCTGTACAGACTGTTGCG

Query 61 TTTTGGTTATTAATCTTTTGTTTCTCCCACTTTCAGTTTTCTCCAGGGTGTTTTCAGGCA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et rrr e
Sbjct 24189355 TITTGGTTATTAATCTTTITGITTCTCCCACTTTCAGTITTITCTCCAGGGTIGTTTTCAGGCA

Query 121 ATTGGAAAATTATTTGGCCTCTCTCTGAACAGTGTCCAGCTGGGCCCCGGTCTCACAGAG

Frrrrrrrrrrrerrrrerrrrrrrerr e et et rrrrrr e rrrrr e
Sbjct 24189295 ATTGGAAAATTATTTGGCCTCTCTCTGAACAGTGTCCAACTGGGCCCCAGTCTCACAGAG

Query 181 AAACTTTGTCTGGAATTATCAAACACCAGCATCCAGAATCTATCTTTGAGTAACACACAG

Frrrrrrrrrrrerrr et rrrre et et e e et e e e e e
Sbjct 24189235 AAACTTTGTCTGGAATTATCAAACACCAGCATCCAGAATCTATCTTTGAGTAACACACAG

Query 241 CTGTACAGAACGAGCAATACAACTTTCTITTGGGCTAAAGCAGACAAATCTCACCATGCTC

Frrrrrrrrrrrerrr et rrrr e et e e et e e e e
Sbjct 24189175 CTGTACAGAACGAGCAATACAACTTITCTTTGGGCTAAAGCAGACAAATCTCACCATGCTC

Query 301 GATCTTTCCCACAACAACTTAAATGTGATTGGTAATGATTCCTTTGCTTIGGCTTCCCCAT

Frrrrrrrrrrrerrr e rerrr e e e e e e e e e
Sbjct 24189115 GATCTTTCCCACAACAACTTAACTGTGATTGGTAATGATTCCTTTGCTTGGCTTCCCCAT

Query 361 CTGGAATATTTCTTCCTGGAGTATAATAATATAGAGCATTTGTATGTTCACTCCTTTTAT

Frrrrrrrrrrrerrr et rrrr e et et e e et e e e e
Sbjct 24189055 CTGGAATATTTCTTCCTGGAGTATAATAATATAGAGCATTTGTATGITCACTCCTTTTAT

Query 421 GGGCTTTTCAATGTGAGATACCTGAATTTGAGACGATCTTTTACTAAGCAGAGCATTTCT

FErrrrrrrrrerrrerrrrer e ettt et e
Sbjct 24188995 GGGCTITTTCAATGTGAGATACCTGAATTTGAGACGATCTTTTACTAAGCAGAGCATTICT

Query 481 CTTGCTICGCTTCCCAAGATTGATGATTITTTCCTTTCAGTGGCTAAAATGTTTGGAGTAT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et rrr e
Sbjct 24188935 CTTGCTTCGCTTCCCAAGATTIGATGATTTITCCTITTCAGTGGCTAAAATGTTTGGAGTAT
Query 541 CTTAACATGGAAGATAATAATTTTCCAGGCATAAAAAGCAATATGTTICACAGGATTGGTA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et rrr e
Sbjct 24188875 CTITAACATGGAAGATAATAATTTTCCAGGCATAAAAAGCAATATGTTCACAGGATTGGTA

Cerven¢ jsou oznacend polymorfni mista identifikovana v této praci.
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PRILOHA 2: Frekvence alel mikrosatelitii plemene Camargue

Tucné€ jsou psané nazvy mikrosatelitd; f = frekvence

ATH4

alela 144 146 148 150 152 154 156 158 160

£ 0,240 0,070 0,370 0,040 0,020 0,010 0,040 0,200 0,010

ATHS

alela 127 129 131 133 135 137 139 143

f 0,060 0,160 0,150 0,170 0,090 0,180 0,150 0,040

HMS1

alela 174 176 178 180 182 184 190

f 0,070 0,300 0,080 0,020 0,490 0,030 0,010

HMS2

alela 216 218 222 224 226 230 232 238

f 0,080 0,170 0,150 0,340 0,090 0,010 0,090 0,070

HMS3

alela 149 157 159 161 163 165 167

£ 0,112 0,225 0,045 0,101 0,326 0,079 0,112

HMS6

alela 157 159 161 163 165 167

f 0,030 0,170 0,150 0,030 0,100 0,520

HMS7

alela 170 172 174 176 178 180

£ 0,050 0,110 0,170 0,150 0,270 0,250

HTG4

alela 126 128 130 132 134 136 138

£ 0,140 0,180 0,520 0,050 0,020 0,060 0,030

HTG6

alela 79 83 85 91 95

hid 0,160 0,050 0,210 0,050 0,530

HTG7

alela 117 121 123 125

f 0,290 0,040 0,10 0,570

HTG10

alela 86 90 92 94 96 98 100 102 104

£ 0,122 0,033 0,067 0,279 0,044 0,356 0,011 0,033 0,056

VHL20

alela 86 90 92 94 96 98 100 102 104

f 0,190 0,010 0,090 0,180 0,210 0,070 0,040 0,010 0,200

ASB2

alela 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252 254

f 0,060 0,050 0,310 0,010 0,130 0,220 0,030 0,040 0,060 0,010 0,080

ASB17

alela 95 97 99 101 105 107 109 111 113 115 117 119

£ 0,060 0,030 0,130 0,150 0,040 0,040 0,030 0,170 0,030 0,050 0,040
0,230
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ASB23

alela 182 186 188 190 192 204 206 210

f 0,011 0,053 0,063 0,147 0,211 0,011 0,094 0,410

CAa425

alela 229 231 235 237 239 241

f 0,040 0,220 0,160 0,070 0,330 0,180

LEX3

alela 140 144 146 152 154 156 158 160 162

f 0,060 0,220 0,040 0,080 0,370 0,040 0,110 0,060 0,020
TKY333

alela 87 89 93 97 101 103 105 107

f 0,060 0,090 0,290 0,010 0,010 0,120 0,320 0,100

HMS5

alela 100 102 106

f 0,540 0,360 0,100

HTG3

alela 114 116 118 120 122 124 126

f 0,020 0,430 0,060 0,120 0,110 0,250 0,010

EB2ES8

alela 123 125 127 129 131 137

f 0,318 0,182 0,420 0,046 0,011 0,023

UM32

alela 143 145 147 149 151 153

f 0,140 0,100 0,060 0,180 0,330 0,190

TKY301

alela 147 149 151 153 155 157 165

f 0,060 0,020 0,180 0,290 0,230 0,110 0,110

UM11

alela 159 161 163 165 167 169 171 173 175 179

f 0,010 0,060 0,390 0,010 0,180 0,070 0,030 0,070 0,150 0,030
TKY337

alela 166 172 174 176 178 180

f 0,040 0,230 0,340 0,040 0,120 0,230

TKY321

alela 181 183 187 189 191 193 195 197 199 201 203
f 0,170 0,070 0,020 0,050 0,240 0,010 0,290 0,010 0,030 0,030 0,080
TKY374

alela 201 203 205 207 209 211 213 215

f 0,030 0,030 0,180 0,050 0,100 0,510 0,080 0,020

TKY294

alela 214 216 220 222 224 226

f 0,020 0,020 0,190 0,350 0,220 0,200

TKY297

alela 222 224 228 230 232 234 236 240 242

f 0,070 0,020 0,130 0,360 0,120 0,090 0,130 0,010 0,070
TKY394

alela 227 239 241 243 245 247 249 251 253 255 263
f 0,160 0,140 0,010 0,330 0,060 0,100 0,140 0,030 0,010 0,010 0,010

75



PRILOHA 3: Analyza mikrosateliti plemene Camargue programem Arlequin3.1

Sample : Camargue

Standard diversity indices

(Camargue)

Reference: Nei, M., 1987.

Reference: Garza, J.C., and Williamson,
100

No. of gene copies

No. of loci

No. of usable loci

No. of polymorphic loci

1 = AHT4 7 = HMS7
2 = AHTS 8 = HTG4
3 = HMS1 9 = HTG6
4 = HMS2 10 = HTG7
5 = HMS3 11 = HTG10
6 = HMS6 12 = VHL20

Results are only shown for polymorphic

13
14
15
16
17
18

= ASB2

ASB17
ASB23
CA425
LEX3

= TKY333

E.G. 2001.

30 loci with less than 23.80

19 =
20 =
21

23 =
24 =

)

HMS5
HTG3

= EB2ES
= UM32

TKY301

UM11

% missing data

25
26
27
28
29
30

range

Num.

gene Num.
Locus# copies alleles
1 100 9
2 100 8
3 100 7
4 100 8
5 89 7
6 100 6
7 100 6
8 100 7
9 100 5
10 100 4
11 90 9
12 100 9
13 100 11
14 100 12
15 95 8
16 100 6
17 100 9
18 100 8
19 100 3
20 100 7
21 88 6
22 100 6
23 100 7
24 100 10
25 100 6
26 100 11
27 100 8
28 100 6
29 100 9
30 100 11
Mean 98.733 7.633
s.d 3.376 2.089
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Molecular diversity indices (Camargue)

Reference: Tajima, F., 1983.
Tajima, F. 1993.
Nei, M., 1987.
Zouros, E., 1979.
Ewens, W.J. 1972.
Sample size 100.00000
No. of haplotypes 100
Allowed level of missing data 23.80000 %
Number of usable loci 30
Distance method No. of different alleles

Average gene diversity over loci 0.742236 +/- 0.365170

(Standard deviations are for both the sampling and the stochastic processes)

Hardy-Weinberg equilibrium (Camargue)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).
Exact test using a Markov chain (for all Loci):
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :100000
Locus #Genot Obs .Het Exp.Het P-value s.d. Steps done
1 50 0.76000 0.76444 0.99608 0.00006 1001000
2 50 0.84000 0.86343 0.12092 0.00038 1001000
3 50 0.74000 0.66384 0.96765 0.00016 1001000
4 50 0.82000 0.81354 0.58735 0.00051 1001000
5 39 0.94872 0.82984 0.40369 0.00045 1001000
6 50 0.66000 0.67313 0.47485 0.00044 1001000
7 50 0.76000 0.80667 0.66562 0.00045 1001000
8 50 0.70000 0.67697 0.96681 0.00018 1001000
9 50 0.62000 0.65091 0.54867 0.00042 1001000
10 50 0.64000 0.58525 0.96261 0.00018 1001000
11 40 0.82500 0.79462 0.16342 0.00031 1001000
12 50 0.70000 0.84101 0.34351 0.00028 1001000
13 50 0.86000 0.82808 0.70671 0.00052 1001000
14 50 0.82000 0.87394 0.74916 0.00034 1001000
15 45 0.80000 0.74831 0.85000 0.00033 1001000
16 50 0.74000 0.78606 0.48033 0.00059 1001000
17 50 0.10000 0.79333 0.00000 0.00000 1001000
18 50 0.82000 0.78505 0.90864 0.00028 1001000
19 50 0.52000 0.57455 0.29969 0.00049 1001000
20 50 0.72000 0.72929 0.42069 0.00051 1001000
21 44 0.27273 0.69410 0.00000 0.00000 1001000
22 50 0.56000 0.79737 0.00017 0.00001 1001000
23 50 0.78000 0.81051 0.82634 0.00034 1001000
24 50 0.74000 0.78545 0.35035 0.00040 1001000
25 50 0.68000 0.76869 0.25557 0.00049 1001000
26 50 0.86000 0.82141 0.04523 0.00022 1001000
27 50 0.64000 0.69333 0.15963 0.00029 1001000
28 50 0.66000 0.75980 0.33939 0.00041 1001000
29 50 0.80000 0.81192 0.35817 0.00039 1001000
30 50 0.82000 0.81960 0.39099 0.00038 1001000
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PRILOHA 4: Frekvence alel mikrosatelitii plemene Murgese

Tucné€ jsou psané nazvy mikrosatelitd; f = frekvence

ATH4

alela 144 146 148 150 156 158

f 0,420 0,050 0,200 0,020 0,100 0,210

ATHS

alela 129 131 133 135 137 139

f 0,144 0,196 0,031 0,340 0,247 0,041

HMS1

alela 176 180 182 184 190

f 0,410 0,010 0,370 0,190 0,020

HMS2

alela 216 218 222 224 230 238

f 0,250 0,180 0,300 0,150 0,020 0,100

HMS3

alela 149 157 159 161 163 165 167

f 0,221 0,070 0,151 0,035 0,267 0,070 0,186

HMS6

alela 157 159 161 163 165 167

f 0,090 0,040 0,460 0,010 0,160 0,240

HMS7

alela 170 172 174 176 178 180

f 0,040 0,420 0,110 0,030 0,350 0,050

HTG4

alela 126 128 130 132 134 136

f 0,220 0,050 0,490 0,050 0,120 0,070

HTG6

alela 79 83 85 95

f 0,030 0,200 0,330 0,440

HTG7

alela 117 121 123 125

f 0,344 0,065 0,204 0,387

HTG10

alela 388 90 92 94 96 98 102 104 106
f 0,010 0,230 0,020 0,080 0,250 0,260 0,060 0,080 0,010
VHL20

alela 86 88 92 94 96 98 100 102 104
f 0,420 0,030 0,010 0,270 0,020 0,210 0,020 0,010 0,010
ASB2

alela 220 234 238 242 244 246 250

f 0,020 0,060 0,180 0,360 0,140 0,150 0,090

ASB17

alela 95 97 101 103 105 109 111 113 117 119 121
f 0,020 0,010 0,040 0,020 0,050 0,340 0,200 0,090 0,030 0,180 0,020
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ASB23

alela 186 190 192 206 208 210

f 0,056 0,156 0,356 0,189 0,156 0,089

CAa425

alela 225 229 231 237 239 241

f 0,010 0,020 0,162 0,111 0,626 0,071

LEX3

alela 140 150 152 154 156 158 160

f 0,310 0,060 0,170 0,210 0,130 0,030 0,090
TKY333

alela 87 89 93 97 99 103 105 107
f 0,040 0,090 0,150 0,010 0,010 0,110 0,450 0,140
HMS5

alela 100 102 106

f 0,240 0,440 0,320

HTG3

alela 114 116 120 122 124

f 0,159 0,250 0,432 0,034 0,125

EB2ES8

alela 123 125 127 131 137

f 0,238 0,048 0,560 0,083 0,071

UM32

alela 143 145 149 151

f 0,194 0,054 0,237 0,516

TKY301

alela 147 151 153 155 157 163

f 0,040 0,333 0,212 0,162 0,091 0,162

UM11

alela 159 161 163 165 167 169 171 175
f 0,010 0,021 0,281 0,063 0,260 0,042 0,063 0,260
TKY337

alela 168 172 174 176 178 180 184

f 0,074 0,211 0,179 0,190 0,105 0,232 0,011
TKY321

alela 181 185 189 191 195 199 201 203
f 0,110 0,010 0,040 0,210 0,330 0,080 0,020 0,200
TKY374

alela 203 205 209 211 213 215

f 0,165 0,363 0,154 0,264 0,044 0,011

TKY294

alela 216 220 222 224 226

f 0,110 0,120 0,240 0,180 0,350

TKY297

alela 222 228 230 234 236 238 242

f 0,140 0,100 0,120 0,210 0,360 0,040 0,030
TKY394

alela 227 239 241 243 245 247 249 253
f 0,031 0,052 0,031 0,427 0,094 0,021 0,260 0,083
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PRILOHA 5: Analyza mikrosateliti plemene Murgese programem Arlequin3.1

Sample Murgese

Standard diversity indices

(Murgese)

Reference: Nei, M., 1987.

Reference: Garza, J.C., and Williamson,
100

No. of gene copies

No. of loci

No. of usable loci

No. of polymorphic loci

1 = AHT4 7 = HMS7
2 = AHTS 8 = HTG4
3 = HMS1 9 = HTG6
4 = HMS2 10 = HTG7
5 = HMS3 11 = HTG10
6 = HMS6 12 = VHL20

Results are only shown for polymorphic

13
14
15
16
17
18

= ASB2

ASB17
ASB23
CA425
LEX3

= TKY333

E.G. 2001.

30 loci with less than 23.80

19 =
20 =
21

23 =
24 =

)

HMS5
HTG3

= EB2ES
= UM32

TKY301

UM11

% missing data

25
26
27
28
29
30

Num.

gene Num.
Locus# copies alleles
1 100 6
2 97 6
3 100 5
4 100 6
5 86 7
6 100 6
7 100 6
8 100 6
9 100 4
10 93 4
11 100 9
12 100 9
13 100 7
14 100 11
15 90 6
16 99 6
17 100 7
18 100 8
19 100 3
20 88 5
21 84 5
22 93 4
23 99 6
24 96 8
25 95 7
26 100 8
27 91 6
28 100 5
29 100 7
30 96 8
Mean 96.900 6.367
s.d 4.672 1.683
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Molecular diversity indices (Murgese)

Reference: Tajima, F., 1983.
Tajima, F. 1993.
Nei, M., 1987.
Zouros, E., 1979.
Ewens, W.J. 1972.
Sample size 100.00000
No. of haplotypes 98
Allowed level of missing data 23.80000 %
Number of usable loci 30
Distance method No. of different alleles

Average gene diversity over loci 0.694283 +/- 0.342322

(Standard deviations are for both the sampling and the stochastic processes)

Hardy-Weinberg equilibrium (Murgese)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).
Exact test using a Markov chain (for all Loci):
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :100000
Locus #Genot Obs .Het Exp.Het P-value s.d. Steps done
1 50 0.76000 0.73394 0.39342 0.00050 1001000
2 47 0.70213 0.77076 0.54120 0.00050 1001000
3 50 0.56000 0.66505 0.10139 0.00028 1001000
4 50 0.82000 0.79010 0.97830 0.00015 1001000
5 36 0.97222 0.83842 0.46860 0.00056 1001000
6 50 0.68000 0.70242 0.12356 0.00031 1001000
7 50 0.66000 0.69091 0.91210 0.00030 1001000
8 50 0.72000 0.69414 0.95747 0.00019 1001000
9 50 0.62000 0.66323 0.25601 0.00048 1001000
10 43 0.58140 0.69850 0.27620 0.00045 1001000
11 50 0.84000 0.80808 0.62584 0.00032 1001000
12 50 0.76000 0.71172 0.57282 0.00031 1001000
13 50 0.80000 0.79172 0.56536 0.00052 1001000
14 50 0.78000 0.80566 0.89025 0.00032 1001000
15 40 1.00000 0.79462 0.01724 0.00013 1001000
16 49 0.55102 0.57353 0.54474 0.00059 1001000
17 50 0.60000 0.80949 0.00334 0.00005 1001000
18 50 0.72000 0.74081 0.29220 0.00042 1001000
19 50 0.56000 0.65293 0.25642 0.00044 1001000
20 41 0.75610 0.71063 0.82076 0.00037 1001000
21 42 0.19048 0.62335 0.00000 0.00000 1001000
22 44 0.72727 0.64185 0.20593 0.00045 1001000
23 49 0.71429 0.78855 0.05285 0.00019 1001000
24 47 0.76596 0.78540 0.33518 0.00050 1001000
25 46 0.71739 0.82489 0.04132 0.00019 1001000
26 50 0.74000 0.79434 0.37075 0.00049 1001000
27 44 0.72727 0.75967 0.05641 0.00023 1001000
28 50 0.88000 0.76869 0.07706 0.00029 1001000
29 50 0.82000 0.78768 0.18632 0.00032 1001000
30 47 0.72340 0.73988 0.66165 0.00038 1001000
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PRILOHA 6: Frekvence alel mikrosatelitii plemene Islandsky pony

Tucné jsou psané nazvy mikrosatelitd; f = frekvence

ATH4

alela 144 146 148 150 154 156 158 160

f 0,376 0,054 0,040 0,107 0,007 0,195 0,114 0,107

ATHS

alela 129 131 133 135 137 139

f 0,361 0,039 0,097 0,019 0,342 0,142

HMS1

alela 176 178 180 182 184

f 0,331 0,169 0,007 0,451 0,042

HMS2

alela 216 218 220 222 224 226 242

f 0,064 0,507 0,214 0,129 0,064 0,007 0,014

HMS3

alela 149 157 161 163 165 167

£ 0,246 0,320 0,066 0,197 0,049 0,123

HMS6

alela 157 159 161 163 165 167

£ 0,219 0,062 0,041 0,103 0,096 0,480

HMS7

alela 170 172 174 178 180 184

f 0,007 0,101 0,561 0,007 0,297 0,027

HTG4

alela 126 128 130 132 134 136

f 0,013 0,026 0,457 0,157 0,242 0,105

HTG6

alela 79 83 85 93 95

£ 0,122 0,013 0,032 0,083 0,750

HTG7

alela 117 121 123 125

f 0,738 0,107 0,054 0,101

HTG10

alela 86 88 90 92 94 98 100 102 104

hid 0,155 0,021 0,268 0,014 0,042 0,113 0,035 0,042 0,310

VHL20

alela 88 92 94 96 98 100 102 104

f 0,244 0,019 0,276 0,071 0,013 0,019 0,167 0,192

ASB2

alela 220 228 234 236 238 242 244 246 250 252

f 0,086 0,121 0,093 0,157 0,100 0,021 0,179 0,100 0,050 0,093

ASB17

alela 91 95 99 107 109 111 113 115 117 119 121 123

£ 0,013 0,288 0,007 0,131 0,072 0,366 0,046 0,007 0,013 0,033 0,007
0,020
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ASB23

alela 186 188 190 192 206 210

f 0,146 0,212 0,190 0,044 0,153 0,255

Ca425

alela 225 231 235 237 239 241 243

f 0,106 0,176 0,092 0,366 0,099 0,148 0,014

LEX3

alela 140 144 146 150 152 154 156 158 160

£ 0,035 0,110 0,090 0,041 0,283 0,172 0,131 0,103 0,035
TKY333

alela 91 95 97 99 101 103 105 107 109 111
£ 0,312 0,125 0,150 0,019 0,019 0,013 0,188 0,138 0,025 0,013
HMS5

alela 102 104 108

f 0,400 0,275 0,325

HTG3

alela 115 117 119 121 123 125

f 0,063 0,600 0,050 0,100 0,088 0,100

EB2ES8

alela 124 126 128

f 0,071 0,019 0,910

UM32

alela 144 145 147 149 151 153 154

f 0,019 0,194 0,094 0,269 0,007 0,363 0,056

TKY301

alela 145 147 151 157 159 161 165

f 0,007 0,277 0,115 0,020 0,081 0,007 0,493

UM11

alela 161 163 165 167 169 170 172 174 175 179
£ 0,119 0,194 0,063 0,213 0,038 0,063 0,038 0,069 0,007 0,200
TKY337

alela 170 174 176 178 180 182 186

£ 0,100 0,300 0,175 0,213 0,150 0,044 0,019

TKY321

alela 183 186 192 196 200 204 206

£ 0,056 0,025 0,038 0,231 0,038 0,594 0,019

TKY374

alela 202 204 206 208 210 212 214 218

f 0,125 0,013 0,275 0,013 0,044 0,381 0,044 0,106
TKY294

alela 216 222 224 228 230

f 0,038 0,013 0,344 0,456 0,150

TKY297

alela 223 225 229 231 233 237 239 245

£ 0,188 0,007 0,025 0,300 0,094 0,325 0,031 0,031
TKy394

alela 227 239 243 245 247 249 251

f 0,025 0,138 0,463 0,025 0,200 0,025 0,125
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PRILOHA 7: Analyza mikrosateliti_plemene Islandsky pony programem Arlequin3.1

Sample : Icelandic

Standard diversity indices : (Icelandic)

Reference: Nei, M., 1987.
Reference: Garza, J.C., and Williamson, E.G. 2001.

No. of gene copies : 160
No. of loci : 30
No. of usable loci : 30 loci with less than 23.80 % missing data
No. of polymorphic loci : 30

1 = AHT4 7 = HMS7 13 = ASB2 19 = HMS5 25 = TKY337
2 = AHTS 8 = HTG4 14 = ASB17 20 = HTG3 26 = TKY321
3 = HMS1 9 = HTG6 15 = ASB23 21 = EB2ES 27 = TKY374
4 = HMS2 10 = HTG7 16 = CA425 22 = UM32 28 = TKY294
5 = HMS3 11 = HTG10 17 = LEX3 23 = TKY301 29 = TKY297
6 = HMS6 12 = VHL20 18 = TKY333 24 = UM11 30 = TKY394

Results are only shown for polymorphic loci

Num.
gene Num. Obs. Exp. Allelic G-W
Locus# copies alleles Het. Het range stat.
1 149 8 0.75342 0.78551 16 0.47059
2 155 6 0.66234 0.72585 10 0.54545
3 142 5 0.58571 0.66157 8 0.55556
4 140 7 0.71014 0.67667 26 0.25926
5 122 6 0.85417 0.78323 18 0.31579
6 l46 6 0.71233 0.70165 10 0.54545
7 148 6 0.63514 0.59000 14 0.40000
8 153 6 0.71053 0.70038 10 0.54545
9 156 5 0.42308 0.41720 16 0.29412
10 149 4 0.41667 0.43334 8 0.44444
11 142 9 0.85938 0.79582 18 0.47368
12 156 8 0.82051 0.79917 16 0.47059
13 140 10 0.85714 0.88746 32 0.30303
14 153 12 0.80263 0.76204 32 0.36364
15 137 6 0.89062 0.81312 24 0.24000
16 142 7 0.76056 0.78913 18 0.36842
17 145 9 0.26389 0.84397 20 0.42857
18 160 10 0.83750 0.81360 20 0.47619
19 160 3 0.68750 0.66289 6 0.42857
20 160 6 0.63750 0.60975 10 0.54545
21 156 3 0.17949 0.16716 4 0.60000
22 160 7 0.73750 0.75118 10 0.63636
23 148 7 0.56757 0.66418 20 0.33333
24 160 10 0.81250 0.85314 18 0.52632
25 160 7 0.86250 0.80448 16 0.41176
26 160 7 0.62500 0.59072 23 0.29167
27 160 8 0.75000 0.75267 16 0.47059
28 160 5 0.65000 0.65369 14 0.33333
29 160 8 0.70000 0.76258 22 0.34783
30 160 7 0.72500 0.71415 24 0.28000
Mean 151.300 6.933 0.68301 0.69888 16.633 0.42352
s.d. 9.303 2.032 0.16956 0.14664 6.921 0.10757
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Molecular diversity indices (Icelandic)

Reference: Tajima, F., 1983.
Tajima, F. 1993.
Nei, M., 1987.
Zouros, E., 1979.
Ewens, W.J. 1972.
Sample size 160.00000
No. of haplotypes 160
Allowed level of missing data 23.80000 %
Number of usable loci : 30
Distance method No. of different alleles

Average gene diversity over loci 0.624067 +/- 0.307680

(Standard deviations are for both the sampling and the stochastic processes)

Hardy-Weinberg equilibrium (Icelandic)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length :1000000

Dememorization steps :100000

Locus #Genot Obs .Het Exp.Het P-value s.d. Steps done
1 73 0.75342 0.79188 0.40627 0.00045 1001000
2 77 0.66234 0.72693 0.24550 0.00040 1001000
3 70 0.58571 0.66115 0.09649 0.00030 1001000
4 69 0.71014 0.67640 0.39123 0.00042 1001000
5 48 0.85417 0.75175 0.74634 0.00038 1001000
6 73 0.71233 0.70165 0.21925 0.00035 1001000
7 74 0.63514 0.59000 0.61824 0.00043 1001000
8 76 0.71053 0.69772 0.92888 0.00025 1001000
9 78 0.42308 0.41720 0.88070 0.00032 1001000
10 72 0.41667 0.43629 0.02810 0.00015 1001000
11 64 0.85938 0.79318 0.58803 0.00041 1001000
12 78 0.82051 0.79917 0.64394 0.00054 1001000
13 70 0.85714 0.88746 0.77984 0.00037 1001000
14 76 0.80263 0.76054 0.20776 0.00026 1001000
15 64 0.89062 0.81016 0.03518 0.00018 1001000
16 71 0.76056 0.78913 0.10134 0.00028 1001000
17 72 0.26389 0.84567 0.00000 0.00000 1001000
18 80 0.83750 0.81360 0.94871 0.00022 1001000
19 80 0.68750 0.66289 0.26856 0.00045 1001000
20 80 0.63750 0.60975 0.66810 0.00044 1001000
21 78 0.17949 0.16716 1.00000 0.00000 1001000
22 80 0.73750 0.75118 0.07582 0.00020 1001000
23 74 0.56757 0.66418 0.33185 0.00042 1001000
24 80 0.81250 0.85314 0.96382 0.00019 1001000
25 80 0.86250 0.80448 0.80221 0.00044 1001000
26 80 0.62500 0.59072 0.46444 0.00040 1001000
27 80 0.75000 0.75267 0.09431 0.00024 1001000
28 80 0.65000 0.65369 0.25611 0.00040 1001000
29 80 0.70000 0.76258 0.04294 0.00020 1001000
30 80 0.72500 0.71415 0.53303 0.00053 1001000
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PRILOHA 8: Genetické vzdalenosti populaci na zikladé analyzy mikrosateliti

programem Arlequin3.1

Number of usable loci for distance computation : 23
Allowed level of missing data : 0.05

List of usable loci

1 2 3 6 7 8 9 10 12 14 17 18 19 20

1 = AHT4 7 = HMS7 13 = ASB2 19 = HMS5 25 = TKY337
2 = AHTS 8 = HTG4 14 = ASB17 20 = HTG3 26 = TKY321
3 = HMS1 9 = HTG6 15 = ASB23 21 = EB2ES8 27 = TKY374
4 = HMS2 10 = HTG7 16 = CA425 22 = UM32 28 = TKY294
5 = HMS3 11 = HTG10 17 = LEX3 23 = TKY301 29 = TKY297
6 = HMS6 12 = VHL20 18 = TKY333 24 = UM11 30 = TKY394

Comparisons of pairs of population samples

Population pairwise Fst values:
Compute pairwise differences
No. of permutations for significance = 100
No. of permutations for Mantel test 1000

Distance matrix:
Compute distance matrix
Molecular distance : No. of different alleles (FST)
Gamma a value =0

List of labels for population samples used below:

Label Population name
1: Camargue
2: Murgese
3: Icelandic

Distance method: No. of different alleles (FST)
1 2 3
1 0.00000
2 0.05030 0.00000
3 0.14865 0.16682 0.00000
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Number of permutations : 110
1 2 3
l *
2 0.00000+-0.0000 *
3 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 *

Matrix of significant Fst P values
Significance Level=0.0500

Number of permutations : 110
1 2 3
1 + +
2 + +
3 + +

Above diagonal : Average number of pairwise differences between populations
(PiXY)

Diagonal elements : Average number of pairwise differences within population (PiX)
Below diagonal : Corrected average pairwise difference (PiXY-(PiX+PiY)/2)

Distance method: No. of different alleles (FST)

1 2 3
1 17.34990 17.66260 18.98919
2 0.88846 16.19838 18.73556

3 2.77961 3.10174 15.06926

1 2
2 0.00000
3 0.00000 0.00000
Corrected PXY P value
1 2
2 0.00000
3 0.00000 0.00000

87



PRILOHA 9: Analyza SNPs plemene Camargue programem Arlequin3.1

Sample

Camargue

== Standard diversity indices

Reference:

No. of loci

No. of usable loci

Nei,

M.,
No. of gene copies

1

987.
: 10
21

21 loci with less than

No. of polymorphic sites : 20

Oznaceni lo
1 = IL7R
2 = IL10
3 = IL12p35
4 = IL12p40
5 = IL12RDb2

O 0 J O

0

IL23pl9%a

IL17A
IL17RAa
TLR2

(Camargue)

10
11
12

13 =

Results are only shown for polymorphic

Locus# c

Num.
gene
opies

100
100
100

98
100
100

98

98
100
100

TLR3a
iNOS

IfnGa
IfnGb
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6.

14
15
16

00

17 =

)

Nrampla
Nramplb
VISA
NFkB1lb

% missing data

18
19
20
21

NFkB2
OASle2
OASle4d
MXA



Molecular diversity indices : (Camargue)

Reference: Tajima, F., 1983.
Tajima, F. 1993.
Nei, M., 1987.
Zouros, E., 1979.
Ewens, W.J. 1972.

Sample size : 100.00000
No. of haplotypes : 95
Allowed level of missing data : 6.00000 %
Number of observed indels : 0
Number of polymorphic sites : 20
Number of usable nucleotide sites 21

Distance method : Pairwise difference
Average gene diversity over loci : 0.304319 +/- 0.161028

(Standard deviations are for both sampling and stochastic processes)

Hardy-Weinberg equilibrium : (Camargue)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :100000
Locus #Genot Obs .Het Exp.Het P-value s.d Steps done
1 50 0.08000 0.07758 1.00000 0.00000 1001000
2 50 0.26000 0.33515 0.18786 0.00041 1001000
3 50 0.48000 0.42424 0.50073 0.00046 1001000
4 49 0.48980 0.49989 1.00000 0.00000 1001000
5 50 0.10000 0.09596 1.00000 0.00000 1001000
6 50 0.28000 0.32323 0.37917 0.00048 1001000
7 49 0.12245 0.18515 0.06175 0.00023 1001000
8 49 0.20408 0.18515 1.00000 0.00000 1001000
9 50 0.14000 0.13152 1.00000 0.00000 1001000
10 50 0.54000 0.44667 0.20079 0.00041 1001000
11 This locus is monomorphic: no test done.
12 48 0.54167 0.48333 0.54483 0.00048 1001000
13 48 0.14583 0.17171 0.33808 0.00048 1001000
14 49 0.53061 0.49989 0.77361 0.00043 1001000
15 49 0.57143 0.44435 0.05401 0.00023 1001000
16 50 0.48000 0.48485 1.00000 0.00000 1001000
17 50 0.10000 0.13152 0.20101 0.00042 1001000
18 50 0.22000 0.19778 1.00000 0.00000 1001000
19 50 0.42000 0.39818 1.00000 0.00000 1001000
20 50 0.46000 0.49515 0.77160 0.00042 1001000
21 50 0.50000 0.50323 1.00000 0.00000 1001000
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PRILOHA 10: Analyza SNPs plemene Murgese programem Arlequin3.1

Sample

Murgese

Standard diversity indices (Murgese)
Reference: Nei, M., 1987.

No. of gene copies : 100

No. of loci 21

No. of usable loci

21 loci with less than

No. of polymorphic sites : 20

1 =
2 = IL10

3 = IL12p35
4 = IL12p40
5 = IL12Rb2

O 0 J O

= IL23pl9a

= IL17A
= IL17RAa
= TLR2

10

12

13 =

Results are only shown for polymorphic

Locus# c

Num.
gene
opies

TLR3a
iNOS

IfnGa
IfnGb

90

6.

14
15
16

00

17 =

)

Nrampla
Nramplb
VISA
NFkB1lb

% missing data

18
19
20
21

NFkB2
OASle2
OASle4d
MXA



Molecular diversity indices : (Murgese)

Reference: Tajima, F., 1983.
Tajima, F. 1993.
Nei, M., 1987.
Zouros, E., 1979.
Ewens, W.J. 1972.

Sample size : 100.00000
No. of haplotypes : 98
Allowed level of missing data : 6.00000 %
Number of observed indels : 0
Number of polymorphic sites : 20
Number of usable nucleotide sites 21

Distance method : Pairwise difference
Average gene diversity over loci : 0.323848 +/- 0.170377

(Standard deviations are for both sampling and stochastic processes)

Hardy-Weinberg equilibrium : (Murgese)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :100000
Locus #Genot Obs .Het Exp.Het P-value s.d Steps done
1 50 0.02000 0.02000 1.00000 0.00000 1001000
2 49 0.59184 0.48412 0.14041 0.00036 1001000
3 50 0.50000 0.49515 1.00000 0.00000 1001000
4 50 0.54000 0.48061 0.55055 0.00047 1001000
5 50 0.12000 0.11394 1.00000 0.00000 1001000
6 This locus is monomorphic: no test done.
7 50 0.22000 0.22848 1.00000 0.00000 1001000
8 50 0.28000 0.46545 0.00625 0.00008 1001000
9 50 0.42000 0.37879 0.70452 0.00045 1001000
10 50 0.34000 0.33515 1.00000 0.00000 1001000
11 50 0.20000 0.18182 1.00000 0.00000 1001000
12 47 0.12766 0.19218 0.06601 0.00025 1001000
13 50 0.42000 0.48869 0.38422 0.00048 1001000
14 50 0.44000 0.47596 0.76311 0.00043 1001000
15 50 0.36000 0.40727 0.48482 0.00049 1001000
16 50 0.44000 0.50424 0.40550 0.00049 1001000
17 50 0.18000 0.22848 0.17114 0.00037 1001000
18 50 0.04000 0.03960 1.00000 0.00000 1001000
19 50 0.38000 0.39818 0.73044 0.00045 1001000
20 50 0.48000 0.48485 1.00000 0.00000 1001000
21 50 0.48000 0.43960 0.74414 0.00043 1001000
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PRILOHA 11: Analyza SNPs plemene Islandsky pony programem Arlequin3.1

Sample

Icelandic

== Standard diversity indices

Reference:

No. of loci

No. of usable loci

Nei,

M.,
No. of gene copies

1

987.
: 18
21

21 loci with less than

No. of polymorphic sites : 19

1 =
2 = IL10

3 = IL12p35
4 = IL12p40
5 = IL12Rb2

O 0 J O

2

IL23pl9%a

IL17A
IL17RAa
TLR2

(Icelandic)

10
11
12

13 =

Results are only shown for polymorphic

Locus# c

Mean 18

Num.
gene
opies

178
180
180
182
180
180
182
180
180
180
182
182
182
180
182
182
182
182
182

0.952
1.174

TLR3a
iNOS

IfnGa
IfnGb

92

6.

14
15
16

00

17 =

)

Nrampla
Nramplb
VISA
NFkB1lb

% missing data

18
19
20
21

NFkB2
OASle2
OASle4d
MXA



Molecular diversity indices : (Icelandic)

Reference: Tajima, F., 1983.
Tajima, F. 1993.
Nei, M., 1987.
Zouros, E., 1979.
Ewens, W.J. 1972.

Sample size : 182.00000
No. of haplotypes : 156
Allowed level of missing data : 6.00000 %
Number of observed indels : 0

Number of polymorphic sites 19

Number of usable nucleotide sites 21

Distance method : Pairwise difference
Average gene diversity over loci : 0.259709 +/- 0.139009

(Standard deviations are for both sampling and stochastic processes)

Hardy-Weinberg equilibrium : (Icelandic)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :100000
Locus #Genot Obs .Het. Exp.Het. P-value s.d Steps done
1 This locus is monomorphic: no test done.
2 89 0.46067 0.41116 0.30417 0.00043 1001000
3 90 0.11111 0.10552 1.00000 0.00000 1001000
4 90 0.42222 0.42235 1.00000 0.00000 1001000
5 This locus is monomorphic: no test done.
6 91 0.19780 0.17922 0.59310 0.00048 1001000
7 90 0.07778 0.09553 0.18958 0.00038 1001000
8 90 0.22222 0.43923 0.00001 0.00000 1001000
9 91 0.15385 0.14280 1.00000 0.00000 1001000
10 90 0.36667 0.37709 0.78300 0.00041 1001000
11 90 0.03333 0.03296 1.00000 0.00000 1001000
12 90 0.41111 0.46400 0.36009 0.00047 1001000
13 91 0.19780 0.17922 0.59270 0.00048 1001000
14 91 0.59341 0.49250 0.05581 0.00023 1001000
15 91 0.49451 0.49669 1.00000 0.00000 1001000
16 90 0.31111 0.35978 0.23710 0.00043 1001000
17 91 0.01099 0.01099 1.00000 0.00000 1001000
18 91 0.07692 0.09453 0.18729 0.00039 1001000
19 91 0.42857 0.48722 0.28176 0.00045 1001000
20 91 0.29670 0.32572 0.51322 0.00052 1001000
21 91 0.42857 0.40562 0.79431 0.00040 1001000
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PRILOHA 12: Genetické vzdalenosti populaci na zikladé analyzy SNPs programem

Arlequin3.1

Number of usable loci for distance computation : 21
Allowed level of missing data : 0.06

List of usable loci

15 16 17 18 19 20 21

List of loci with too much missing data

1 = IL7R 6 = IL23pl9a 10 = TLR3a 14 = Nrampla 18 = NFkB2
2 = IL1O 7 = IL17A 11 = iNOS 15 = Nramplb 19 = OASle2
3 = IL12p35 8 = IL17RAa 12 = IfnGa 16 = VISA 20 = OASle4
4 = IL12p40 9 = TLR2 13 = IfnGb 17 = NFkBlb 21 = MXA

5 = IL12RDb2

Comparisons of pairs of population samples

Population pairwise Fst values:
Compute pairwise differences
No. of permutations for significance 100
No. of permutations for Mantel test = 1000

Distance matrix:
Compute distance matrix
Molecular distance : Pairwise difference
Gamma a value =0

List of labels for population samples used below:

Label Population name
1: Camargue
2: Murgese
3: Icelandic

Distance method: Pairwise difference
1 2 3
1 0.00000
2 0.08800 0.00000
3 0.07492 0.12562 0.00000
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Number of permutations : 110
1 2 3
l *
2 0.00000+-0.0000 *
3 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 *

Matrix of significant Fst P values
Significance Level=0.0500

Number of permutations : 110
1 2 3
1 + +
2 + +
3 + +

Above diagonal : Average number of pairwise differences between populations
(P1iXY)

Diagonal elements : Average number of pairwise differences within population (PiX)
Below diagonal : Corrected average pairwise difference (PiXY-(PiX+PiY)/2)

Distance method: Pairwise difference

1 2 3
1 6.39071 7.23220 6.38868
2 0.63644 6.80081 6.97626
3 0.46638 0.84892 5.45389
PXY P value
1 2
2 0.00000
3 0.00000 0.00000
Corrected PXY P value
1 2
2 0.00000
3 0.00000 0.00000
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