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ABSTRACT

Tobiano spotting pattern is characterized by |lgpgéches of white that cross the dorsal
midline and include legs. This pattern is causeddyinant gendo. Polymorphisms irfKIT
gene are associated with different spotting pagtemmcluding tobiano. Totally 61 tobiano
horses and 89 non-tobiano horses were tested byRRLR for polymorphism in intron 13 of
the KIT gene and for chromosomal inversion on ECA3 (dibtebkpoint is localized near
KIT). Association of SNP in intron 13 was not absolt8 horses with just one tobiano
parent were found homozygous. But in case of chemmal inversion test, only tobiano
horses with both tobiano parents were homozygouss marker is suitable for zygosity
testing. Results suggest, that chromosomal inversio ECA3 could cause tobiano spotting
pattern in horses.
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UvoD

Tobiano je jednim ze vzorstrakatosti u koni. Je charakterizovan odznaky na
korgetinach a jash ohranéenymi okrouhlymi bilymi skvrnami vertikalniho usg@aani,
piechazejicimi fes Hbet. Rozsah skvrnitosti jeazny. Vzor tobiano je determinovan
autozomald dominantni alelouro. Kun fenotypu tobiano (fipadré v kombinaci s jinym
vzorem) bude mit tedy genotypToneboToto, non-tobiandoto. Strakatost je viditelna jiz
pii narozeni (BWLING, 1996; ®WER, 2000; $ONENBERG 2003).
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Obr. 1 Bay tobiano (paint horse).

GenTo tvoti vazbovou skupinu (LG 1) s geny pro albumin (Aypo vazebné proteiny
pro vitamin D (GC — group-specific component), esien (E) a roan (Rn) a esterdzu (ES)
(ANDERSSONet SANDBERG, 1982). Se vzorem tobiano jsou asociovany afdlyB a GC-S
Nejmére 90 % tobiano koni mAL-B aGC-Salely (BowLING, 1996).

Silnym kandidatnim genem pro tobiano je protoonko@ekit (KIT), ktery uclovéka,
prasete a mysi figobuje bilou skvrnitost @okset al, 2002).

KIT kdéduje receptor s transmembranovou tyrozin kingastem cell factor receptor).
Ligandem tohoto receptoru je KITLG (KIT ligand) rebSCF (stem cell factor — faktor
kmenovych bugk; také nazyvan mast cell growth factorastovy faktor mastocyd, ktery
ovliviuje mj. tvorbu, zrani a ipzivani melanobla$t a melanocyt (HRuSkoviC et
HRuUSKovIC, 1999).

Porovnavanim DNA sekvenci jednobarevnych koni ai kmmmozygotnich pro gen
tobiano o) byl nalezen v intronu 13 protoonkogenu C-KgIT) polymorfizmus Mspl
(substituce &G v pozici 693). Alela s restrithim mistem asociovana se vzorem tobiano
byla nazvan&M1, alela bez restriniho mistaKMO. Prestoze alel&M1 je silné vazana s



genemTo, asociace neni absolutni (3 ze 104 testovanyaiofgtevnych koni rowZ nesli
biochemicky test vyuZivajidl a GC haplotypu (BRookset al, 2002).

Brooks et al (2007) metodou FISH zkoumali mozny vyskyt inveEZ€A3. Sondy
byly vybirany na z&klatdhomologie se sekvendiovéka. Porovnani vysledikod koni tobiano
a non-tobiano odhalilo chromozomalni paracentricikaerzi, ktera zahrnujetiblizné tietinu
celkové délky ECA3. Dva homozygotni tobiano &aesli pouze chromozomy s inverdiyfi
heterozygotni 1 invertovany a 1 normalni, u 2 mavigno koni inverze pozorovana nebyla.
Distalni zlom Ize identifikovat pomoci PCR #my primer ohraniuje zlom zdola, 2 reverzni
primery jsou pak specifické pro non-tobiano a pbiano. Test PCR @&p vykazal Uplnou
asociaci inverze s fenotypem tobiano. Inverze riekdslujici sekvenci Zzadného znamého
genu a neni zcela jasné, jakym mechanizmefisapuje tobiano fenotyp. Je mozné, Ze
inverze ruSi konzervovanou nekodujici nebo remilaekvenciKIT genu. Doposud nebyla
nalezena Zadna vyjimka mezi asociaci této inverzebgno fenotypem (Books et al,
2007).

Cilem prace je aplikovat ¢bmetodiky na vybrany soubor koni, porovnat vysledky
zjistit vhodnost pro rutinni testovani.

MATERIAL A METODIKA

Bylo analyzovano 150 koniiznych plemen (nejvysSi zastoupenilonplemeno paint
horse — 55 jeding, z ¢ehoz bylo 61 koni vzoru tobiano (do této skupinyylmahrnuty i
minimalné exprimované vzory, kombinace s jinym vzorem a dgabyjano, kde jiz strakatost
nemusi byt z fenotypu patrna).

Pro izolaci DNA pomoci JETQUICK Blood & Cell culture DNA Spin Kit
(GENOMED) byly pouzity chlupové cibulky Zivy.

Detekce polymorfizmu intronu 13 genu KIIPCR-RFLP

Dle metodiky Brookset al (2002). PCR byla optimalizovana pro termalni eydPTC 200
(MJ Research).

Primery:

KIT-Il 3-11F 5°- ACCCGCTTGCATTTTATCACCTGTCG - 3
KIT-Il 3-1235R 5°- CGAGCATATAGGAAAAGGGTAGAAAGAGGTGAG - 3

Optimalizovana reakni snes

Celkovy objem 25l

2 ul templatové DNA, 19,55l H,0, 2,5ul 10 x LA PCR buffer complete (Top-Bio), 0,6
10mM dNTP mixu (Fermentas), 0,14bprimeru KIT-II 3-11F (10 pmolil) (Invitrogen™),
0,125ul primeru KIT-II 3-1235R (10 pmald) (Invitrogen™), 0,2ul LA DNA polymerazy
(5 Ulul) (Top-Bio).



Teplotni profil PCR reakce

Uvodni denaturace 95 °C/2 min.

35 cykli (denaturace 95 °C/20 s, annealing 65 °C/30 sgalon 68 °C/70 s)

zawrecna elongace 68 °C/10 min.

PCR produkt byl nasledn S&pen restrikni endonukleazouMsp. Fragmenty byly
elektroforeticky separovany na 2% agarézovém gélzualizace pomoci ethidium bromidu
za pouziti UV sutla.

Detekce chromozomalni inverze ECABCR)
Dle metodiky Brook®t al (2007).

Primery:

ECAS-F 5 - TGATAGATCAGTGTAGACGTAGTGTGACAGAGAC - 3
ECA3xR 5- AACAGCTACTCCCACTCTAGCATAGGTTC - 3
ECAS3toR 5- TTCACCACAGAGTATCCAATTATGTCTTTCACATAATGCE 3’

Optimalizovana reakni snes

Celkovy objem 24ul

2 ul templatové DNA, 18,3ul H,O, 2,5ul 10 x LA PCR buffer complete (Top-Bio),
0,5ul dNTP mixu (Fermentas), 08 primeru ECA3-F (10 pmal) (Invitrogen™), 0,5ul
primeru ECA3xR (10 pmal) (Invitrogen), 0,5 ul primeru ECA3toR (10 pmall)
(Invitrogen™), 0,211 LA DNA polymerazy (5 Upl) (Top-Bio).

Teplotni profil PCR reakce:

Uvodni denaturace 95 °C/2 min.
30 cykli (denaturace 95 °C/20 s, annealing 57 °C/30 sgalon 68 °C/20 s)
zawretna elongace 68 °C/7 min.

VYSLEDKY A DISKUZE

Stanoveni genotypu intronu 13 genu KIT
PCR produkt (1249 bp) t¥bpo SEpéni Mspl fragmenty nasledujicich velikosti:

KMOKMO- 189 a 1060 bp
KM1KMO- 189, 397, 663 a 1060 bp (al&l®1 je asociovana se vzorem tobiano)
KM1KM1- 189, 397 a 663 bp
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Obr. 2 Stanoveni genotypd — intron 13 genu KIT (RFLP).

Detekce chromozomalni inverze ECABCR)

Velikost PCR produktu
209 bp u chromozomu s inverzi (tobiano)
152 bp u normélniho chromozomu
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Obr. 3 Stanoveni genotypd — chromozomalni inverze ECA3 (PCR).

Tab. 1 Absolutni frekvence genotypd vzhledem k fenotypu rodicu.

KMO KMO + + KM1 KMO Inv + KM1 KM1 | InvInv
tobiano s 1 rodiéem tobiano - - 42 45 3 -
tobiano s 2 rodiéi tobiano - - 11 11 5 5
non-tobiano s 1 rodiéem tobiano 8 8 - - - -
non-tobiano s 2 rodi€i non-tobhiano 81 81 - - - -

Bylo testovano 61 koni fenotypu tobiandifadré kombinace s jinym vzorem) a 89
koni non-tobiano. Metodou PCR-RFLP byl analyzovailymporfizmus v intronu 13 genu
KIT. VSichni kor¢ fenotypu tobiano nesli alespgednu aleltKM1. VSichni koré non-tobiano



méli genotyp KMOKMO, avSak ii jedinci pouze s jednim rotBm tobiano vykazovali
homozygotni genotygkM1KM1

Brooks et al (2002) testovali 129 tobiano koni a 104 jednobayeh (anglicky
plnokrevnik). Nepedpokladad homozygotni vySel jedenik (jeden z roditt anglicky
plnokrevnik — tedy non-tobiano)tilednobarevni angiti plnokrevnici vSak aleléM1 nesli.

Lze souhlasit se zéxwy Brookset al. (2002) — test rize vést k faleSnym vysledin
pii uréovani homozygotnosti.

Ve zkoumaném souboru nebyla al&lsl1l u jednobarevnych koni prokazana. Je vSak
nutno zdiraznit, Ze nap v pripad® minimalre exprimovaného tobiana nemusi byt vzor
rozpoznan, obdokinu gray tobiano ko¥ ktery jiz zcela vyblil.

Metodou PCR byla testovanéitomnost chromozomalni inverze ECA3. Broa@tsal
(2007) u Zadného z 58 jednobarevnych anglickyclokpkwniki inverzi neobjevili, ¢etne
téch, ktei nesliKM1 alelu, 96 tobiano koni bylo heterozygotniciv+, 25 homozygotnich
Invinv. Zygotnost ve vztahu k fenotypu rédineni uvedena. V souladu s vysledky Broeks
al. (2007) byla u sledovaného souboru chromozomairdrze ECA3 odhalena pouze u koni
tobiano. Jako homozygothivinv byli zjiSténi pouze jedinci s atima rod&i tobiano.

Ve sho@ s Brookset al (2002; 2007) jsem dos&la k obdobnym z&ram, tzn., ze
asociace polymorfizmu v intronu 13 geHKUT s To alelou neni Uplnd — 3 jedinci s jednim
rodicem tobiano vykazovali homozygotni genotgp1KM1. Chromozomalni inverze ECA3
v3ak ukézala kompletni asociaci bez vyjimek.

ZAVER

Polymorfizmus intronu 13 geriT a chromozomalni inverze ECAS3 byly detekovany
u 150 koni fenotypu tobiano i non-tobiano. Zatingemotyp intronu 13 genkIT testovany
metodou PCR-RFLP véeich gipadech neodpovidakgdpokladanému, vifpact testovani
inverze metodou PCR byla asociace Uplna. Nelzewglaze chromozomalni inverze ECA3
je pricinou tobiano skvrnitosti u koni. Molekuladgenetickou analyzu chromozomalni
inverze ECA3 pomoci metody PCR je mozné dogibquro rutinni testovani genotypu koni
tobiano. Mize byt vhodnym dopkem @i identifikaci koni minimalg exprimovanychci
kombinovanych vzdr. Metoda je vhodna i z hlediska jednoduchasisové nenatmosti a
financni prijatelnosti.
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