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Ze leta 1580, ko se je lipicanska pasma zadela razvijati, je bil eden od
pomembnejsih ciljev ustvariti belega konja, ki bo lahko izpolnjeval protokolarne
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dedovanja barve dlake in podana razlaga zakaj, kljub strogi selekciji, ki jo izvajajo v
Kobilarni Lipica, majhen odstotek Zivali ostane obarvan in ne sivi. V Rejskem
programu Kobilarne Lipica je opisano, da se lahko pojavlja vecina odtenkov barve
dlake, najpogosteje pa se pojavljajo sivci. Sivci se Zrebijo temni in z leti postanejo
beli zaradi izgube pigmenta v melanocitih. Analizirali smo osemnajst vzorcev krvi
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sivenja s starostjo je avtosomalno dominantna lastnost, ki jo povzroca delovanje
lokusa STX17 in v starosti med pet in sedem let povzroci postopno depigmentacijo
konj. Z analizo mikrosatelitnih lokusov smo preverili starSevstvo, z dolo¢anjem
nukleotidnega zaporedja na delu lokusa STX/7 pa smo skuSali pojasniti genetske
razlike med sivimi in obarvanimi lipicanci.
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Already in 1580, when the Lipizzan breed had just started to develop, one of the
main goals was to create a white horse for parade purposes at Habsburg court in
Vienna. This thesis describes the molecular background of coat colour inheritance
and offers the explanation why dark coat pigmentation is still present to a very small
extent, despite the strict selection performed at the Lipica Stud Farm. Breeding
program of the Lipica Stud Farm allows a variety of coat colour shades, however,
the most common being the grey colour. Grey horses are foaled dark and become
white due to the loss of pigment in melanocytes. Eighteen blood samples of the
horses at the Lipica Stud Farm were analysed, mostly horses that are still dark
despite their old age, and will remain so, as well as their living ancestors, were
examined using molecular tools. Turning to grey as the horses are getting older is an
autosomal dominant trait controlled by the S7X/7 locus which drives
depigmentation process. Using the analysis of microsatellite loci we verified the
parentage, and the process of greying was determined by partial DNA sequencing of
the STX17 locus, explaining genetic differences among coloured and grey Lipizzans.
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1 UVOD

Lipicanski konj je slovenska avtohtona pasma, ki se je oblikovala in razvijala Ze od leta
1580, ko je avstrijski nadvojvoda Karel II ustanovil dvorno kobilarno v kraskem predelu
pri Trstu. (Rus, 2005). TamkajSnjo pasmo tezkih kraskih konj so zaceli oplemenjevati s
Spanskimi Zrebci, ki so zacetniki petih od Sestih lipicanskih linij Zrebcev: Conversano,
Pluto, Maestoso, Favory in Neapolitano. Zacetnik Sestega rodu je arabski Zrebec Siglavy
(Werner, 1991).

Podobno kot linije Zrebcev, so v kobilarni Lipica nastali tudi klasi¢ni rodovi kobil:
Sardinia, Spadiglia, Argentina, Africa, Almerina, Presciana/Bradamanta, Englanderia,
Europa, Stornella/Fistula, Ivanka/Famosa, Deflorata, Gidrana, Djerbin, Mercurio,
Theodorosta (Dolenc, 1980). Po letu 1974 se je izoblikoval novi rod — Rebecca/Thais,
edini slovenski rod. V teku so pogovori o tem, da bi bil rod priznan kot hrvaski rod kobil,
glede na to, da je bila kobila Rebecca ozZrebljena v kobilarni ViSnjevac, v neposredni
blizini Osijeka (Beni¢, 2009).

Lipicanski konji so v vihru visoki od 153 do 158 cm, najpogosteje razli¢nih odtenkov sive
barve. Posebne znacilnosti so Zivahen temperament in dobrohoten karakter, ucljivost,
delavoljnost in kooperativnost. Znacilna je dobra plodnost, pozna zrelost, Cvrsta
konstitucija, dolgoZzivost in dobro izkoriS¢anje krme (Rus, 2005).

Zaradi izredno prijaznega znacaja, visoke inteligence in velike pripravljenosti za ucenje,
lipicanski konj dosega izjemne uspehe pri osvajanju vaj visoke Sole jahanja na zemlji in
nad njo. Zaradi svoje energije, izjemno lepih hodov in vzdrzljivosti je dober vprezni in
delovni konj (Werner, 1991). Pri lipicancih je dovoljena le reja Cistopasemskih plemenskih
zivali. Populacija je zaprta in kriZanja niso dovoljena (Rus, 2005).

Po barvi dlake lipicanske konje uvrs¢amo med sivce. Sivci se vedno rodijo temni, oznaka
rjavi, lisi¢ji ali vranji sivec predstavlja barvo ob rojstvu. Pri sivcih je z vsako menjavo
dlake bela barva jasnejSa, pri priblizno desetih letih je bela barva popolnoma izrazena. Po
telesu se lahko kazejo vecje ali manjSe temne lise, v tem primeru govorimo o jabolcastih,
postrvjih ali muhastih sivcih (Werner, 1991).

Lipicanska pasma je malostevilna in razprSena ter velja za ogroZeno v smislu ohranjanja
zadostnega Stevila Zivali za zagotavljanje genetske pestrosti in ohranjanja pasemskih
znaCilnosti. Zato so tudi raziskave s podro¢ja dedovanja barve pri Lipicanskih konjih
izrednega pomena.

Studija, ki je potekala na 296 sivih lipicancih starejsih od treh let je pokazala, da so
lipicanci sivi zaradi mutacije v genu sintaksin-17 (STX17) na 25. kromosomu.
Osivelostpovzroca 4,6 kb dolga duplikacija v 6. intronu gena STX/7. Duplikacija deluje
cis-regulatorno, je dominantna avtosomalna lastnost, povezana z visokim deleZem
pojavljanja melanomov in postopno depigmentacijo dlake, je dominantna avtosomalna
lastnost, povezana z visokim deleZem pojavljanja melanomov in postopno depigmentacijo
dlake, ter vpliva na hitro izgubo pigmentacije v melanocitih. Ista mutacija je odgovorna
tudi za ve€jo moZnost pojava melanoma oziroma koZnega raka (Rosengren Pielberg in
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sod., 2008). V melanomih sivcev so zasledili povecano izrazanje STX/7 v primerjavi z
bliznjim genomNR4A3. Vi§ji delez melanomov je bil ugotovljen pri sivcih, ki so nosilci
mutacije, povezane z izgubo funkcije v genu ASIP (Rosengren Pielberg in sod., 2008).

Studija, ki je bila opravljena v kobilarnah Pakovo na Hrvaskem, Piber v Avstriji,
Szilvasvard na Madzarskem, Topol'¢ianky na Slovaskem in Lipici v Sloveniji je dokazala,
da parjenje v sorodstvu ne vpliva na pogostnost melanoma pri lipicancih (Curik in sod.,
2000).

Nekateri lipicanci kljub starosti ostanejo temni, kar je v Kobilarni Lipica redek pojav.
Ceprav so v Rejskem programu Kobilarne Lipica dovoljene vse barve dlake, naj bi bila
prevladujoca barva, ki je znacilna za lipicance siva (Rus, 2005).

S temeljitim analiziranjem osebkov lipicanske pasme, ki so tudi kot odrasli temni, njihovih
prednikov in primerjalne skupine, bomo poskusali ugotoviti vzroke depigmentacije in po
drugi strani tudi ohranitev temne barve pri lipicancih. Primerjalna skupina so konji, ki so
postali sivci med petim in desetim letom starosti. Rezultati analiz takSnih osebkov lahko
pripomore tudi k boljSi selekciji lipicanskih kobilarn po svetu, saj bodo nekoliko bolje
pojasnjene genetske razlike med sivimi in obarvanimi lipicanci.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 EVOLUCIJA KONJA

Zival lisi¢je velikosti, Eohippus je sicer izumrla, ohranili pa so se ostanki Hyracotheriuma,
ki je pred 35-50 milijoni let Zivel na obmoc¢ju severne Amerike. Evolucija se je nadaljevala
od Mesohippusa (pred 25-35 milijonov let), Meryhippusa (pred 10-25 milijoni let),
Pliohippusa in Hippariona (pred 3-10 milijoni let) do Plesippusa (pred 10.000 do 3
milijoni let), ki je tudi prednik konj (Equus caballus), zeber (Equus zebra) in oslov (Equus
hemionus). Domestikacija konja se je pricela pred priblizno 5000 leti ob Kaspijskem morju
(Trapecar, 1999).

2.1.1 Lipicanski konj

Pasma je nastala s krizanjem kobil, ki so jih redili na Krasu in Zrebcev, uvozenih iz
Spanije, Ceske, Italije in Danske. Lipicanski konj naj bi bil po standardih srednjega okvira,
eleganten, plemenit, primeren za potrebe dresurnega jahanja in vprege. Velikost kobil se
giblje med 153 cm in 158 cm, Zrebcev pa 155 cm in 160 cm. Telesni ustroj je dolocen po
Rejskem programu Kobilarne Lipica za pasmo lipicanski konj (Rus, 2005). Pasma je tako
pri nas, kot v svetu ogroZena, populacija je izredno majhna. Potrebna je previdnost pri
ohranjanju pasemskih znacilnosti in genetske pestrosti. Tako si kobilarne medsebojno
izmenjujejo plemenske Zrebce in kobile.

2.1.1.1 Lipicanski konj v svetu

Lipicanec je prisoten skoraj v vseh drzavah sveta. Nam najbliZje kobilarne so v Avstriji,
Italiji, na HrvaSkem, Slovaskem, MadZarskem in v mnogih drugih evropskih drzavah. Prav
tako se je pasma razSirila v ZdruZenih drzavah Amerike, Avstraliji in Afriki (Rus, 2005).
Rejci lipicanskih konj so povezani v zdruZenja in rejske organizacije lipicanske pasme, kar
je pomembno pri doseganju rejskih ciljev in medsebojnem sodelovanju.

Ocenjuje se, da je lipicanskih konj v svetu okrog 5000 (Lipicanske pasme ..., 2008).

2.1.1.2 Lipicanski konj v Sloveniji

V Sloveniji je mati¢na kobilarna lipicanskih konj, Javni zavod Kobilarna Lipica, v katerem
je okrog 400 konj. Rejci lipicanca so povezani v Zdruzenje rejcev lipicanca Slovenije —
priznana rejska organizacija, kjer je ocenjen podatek o stalezu okrog 350 konj.



Pipan R. Lokus za barvo dlake pri lipicancih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

e ZdruZenje rejcev lipicanca Slovenije

Leta 1991 se je v Sloveniji ustanovilo ZdruZenje rejcev lipicanca Slovenije (ZRLS) ki je
povezalo zasebne rejce lipicanca. Istega leta je LIF (Mednarodno zdruZenje lipicancev)
sprejelo ZRLS v polnopravno ¢lanstvo.

Preglednica 1: Podatki ZRLS (ZdruZenje rejcev lipicanca Slovenije) in ZRLS — PRO (ZdruZenje rejcev
lipicanca Slovenije — Priznana rejska organizacija) (Interno gradivo ..., 1991-2008)

Stevilo rejcev Plemenske Plemenski Skupaj
kobile Zrebci lipicancev
Ob ustanovitvi | 38 41 170
ZRLS
Clanstvo ZRLS | 197 133 2 350
v letu 2008

Na samem zacetku je bilo v ZRLS vc¢lanjenih le 38 ¢lanov, imeli so 41 plemenskih kobil in
skupaj 170 lipicancev. V letu 2008 se je v ZRLS — PRO populacija neprimerno povecala,
tako je bilo v letu 2008 vseh rejcev 197, Stevilo plemenskih kobil narasca, velik problem
pa predstavlja Stevilo plemenskih Zrebcev (pregl.1), ki jih je glede na Stevilo plemenskih
kobil znatno premalo.

Leta 2006 je ZRLS pridobilo status priznane rejske organizacije ZRLS - PRO.
e Kobilarna Lipica

Ob nakupu posestva Lipica leta 1580 so iz Spanije pripeljali tri plemenske Zrebce, leta
1581 se je Stevilo plemenskih Zrebcev povecalo na 9, Stevilo plemenskih kobil pa na 24.

Skladno z Rejskim programom Kobilarne Lipica in Zakonom o Kobilarni Lipica je javni
zavod Kobilarna Lipica dolzan zagotavljati zadovoljivo Stevilo linij Zrebcev in rodov kobil
(Rus, 2005). V letu 2008 je bilo tako v Kobilarni Lipica 42 plemenskih Zrebcev, od tega
vsaj po trije predstavniki vsake linije. Plemenskih kobil je bilo 73, od tega vsaj po dve
predstavnici vsakega rodu. Leta 2008 se je zrebilo 30 Zrebet, ostalih, delovnih konj je bilo
170. Skupno S$tevilo konj je tako 366 (pregl. 2).
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Preglednica 2: StaleZ konj po kategorijah v Kobilarni Lipica v letu 2005, 2008 (Kobilarna Lipica, 2008) in
2009 (Kobilarna Lipica, 2009)

Kategorija Leto 2005* Leto 2008** Leto 2009%***
Plemenski Zrebci 27 42 40
Plemenske kobile 84 73 77

Zrebeta tekodega leta | 38 30 43

Narascaj do 4.leta 96 51 70

Ostali konji 110 170 130

skupaj 355 366 360

*(Rus, 2005)
**(Kobilarna Lipica, 2008)
***(Kobilarna Lipica, 2009)

V Kobilarni Lipica se rejska politika jasno nagiba v korist konj, ki z leti posivijo -
postanejo sivci, predvsem zaradi pristnosti ohranjanja zgodovinskega izgleda pasme v
mati¢ni kobilarni. Vranci in rjavci so sicer dovoljeni, niso pa zaZeljeni. Tako imamo v
Kobilarni Lipica trenutno vranega plemenskega Zrebca 331 C. Bonadea XXVI (slika 3),
plemenska kobila 6685 Boneta, ki je bila v KL pripeljana iz Slovaske pa je bila oddana v
rejo.

2.2 LOKUSIZA BARVO DLAKE

Barva dlake je imela Ze v zgodovini domestikacije zivali pomembno vlogo. Kompleksne
analize barve dlake pri konjih so omogocile spremljanje konj tudi brez pregleda rodovnika
in zmanjSanje pojava nekaterih bolezni, ki so povezane z barvo dlake (Rieder, 2009).
Lokusi, ki vplivajo na barvo dlake pri konjih so:

¢ Jokus za osnovno obarvanost E

¢ Jokus za osnovno obarvanost A (aguti)

¢ Jlokus za belo obarvanost W

e Jokusi, ki red¢ijo barvo: Cr, D, CH

¢ razli¢ni vzorci obarvanosti, ki se pojavljajo na konjih (roan, tobiano...)

e Jlokus za sivo obarvanost G
Osnovne barve dlake so rjava, kostanjeva in ¢rna. Skupaj so kodirane s Stirimi aleli na
dveh lokusih in sicer: EF in E°, ter A% in A% Rjava in ¢rna barva nastaneta z recesivnim
dedovanjem alelov E° in A® (Rieder, 2009). Rieder in sod. (2001) so ugotovili, da nastane

¢rna barva dlake zaradi homozigotnosti za recesivni alel A*A" na aguti lokusu oziroma
delecije 11 baznih parov v eksonu 2 gena AF288358.
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2.2.1 E (¢rna barva dlake) in A (aguti) lokus

Melanokortinski receptor 1 (MCIR) predstavlja lokus E, ki se nahaja na tretjem
kromosomu (ECA3pl2), njegov antagonist pa je, signalni protein ASIP, ki je kodiran z
lokusom A (aguti) na 22. kromosomu (ECA22q15-16). Skupaj nadzorujeta koli¢ino
melanina pri konjih. ASIP antagonisti¢no deluje na MCIR z izni¢ujo¢im ucinkom o—
melanocite-stimulirajoega hormona (0-MSH). Zaradi antagonisticnega delovanja na
MCIR se pojavijo osebki z rdeCe-rumeno pigmentirano barvo dlake (feomelanin). Kljub
temu pa lokus E deluje dominantno na produkcijo ¢rnega pigmenta (eumelanina) (Rieder,
2001). Konji z visoko aktivnostjo lokusa E imajo €rn pigment v koZi in dlaki, barvilo je
to¢kasto ali enakomerno porazdeljeno po celotnem telesu, kar prikazuje slika 1. Alel A® na
agouti lokusu je bil pri udomacenih konjih izloCen s selekcijo, pojavlja se le pri nekaterih
divjih prednikih, pri tarpanih in Przewalskijevih konjih (slika 2). Dominantno dedovanje
alela A povzroci sivkasto ali rjavkasto barvo dlake, mogoci so tudi odseki rumene dlake
brez pigmenta. V primeru dedovanja alela A* imajo osebki svetel trebuh in temno obarvane
ostale dele telesa. Agouti lokus uravnava razporeditev pigmenta (eumelanina) po telesu.

£
[}

- -
o

e
STk

Py

Slika 1: Vranec genotipa E* (Black horse, 2008)
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Slika 2: Predstavnik edinega divjega tipa konja, Przewalskijevega konja (Przewalski horse, 2008)

Pri genotipu E® in E° je temen pigment prisoten tako v koZi, kot v dlaki. Pri genotipu e° pa
je temen pigment prisoten le v koZi (Rieder, 2001).
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2.2.2 Lokus za belo obarvanost, W (white) lokus

Domnevno je WW letalen genotip. Pravi albini imajo sicer normalno Stevilo in strukturo
melanocit, vendar popolno depigmentacijo koze, dlake in oci (slika 3). Omenjena mutacija
pri konjih ni pogosta in je dejansko pri udomacenh konjih izkoreninjena. Kljub temu pa jih
lahko redko Se srecamo. Marklund in sod. (1999) so opazovali mutacijo na receptorju za
tirozinsko kinazo, ki je lociran na ECA3q21-22. Omenjena mutacija v eksonul9 naj bi bila
povezana s fenotipom, ki mu re¢emo serec. Serec je konj temno sive barve s ¢rno glavo in
repom.

Slika 3: Albino (Albino horse, 2008)
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2.2.3 Lokusi, ki red¢ijo barvo in razli¢ni vzorci barve dlake

Gen D povzroca svetlenje osnovne barve kar povzroc¢i nastanek fenotipov z razredcenim
osnovnim barvnim vzorcem. Gen C nadzoruje tvorbo melanina, nianse barve dlake so
lahko cremello in palomino. Gen TO ali tobiano (slika 4); osebki imajo lisast vzorec, noge
so visoko nogavicaste, rep je dvobarven ali bel. Brooks in sod. (2002) so podrobneje
opisali mutacijo v intronu 13 gena C693G, ki povzroci nastajanje lis nepravilne oblike pri
tobiano konjih.

Pri roan gen ali recesivnem RN™ in dominantnem RN®N s0 osebki navidezno sive barve,
kar je posledica meSanja belih in barvnih dlak (Hintz, 1979).

Slika 5: Roan gen (Roan Hayes, 2005)
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2.2.4 Lokus za sivo obarvanost, G- lokus

Povzrocanje sivenja s starostjo, ki ga povzroci 4,6 kb dolga duplikacija v Sestem intronu
gena STX17, ki deluje cis-regulatorno, je dominantna avtosomalna lastnost, povezana z
visokim deleZem pojavljanja melanomov in z depigmentacijo, ki jo opazimo pri takih
osebkih. V melanomih sivcev so zasledili povecano izrazanje STXI7 v primerjavi z
bliznjim NR4A3 genom. Vi§ji deleZ melanomov je bil ugotovljen pri sivcih, ki so nosilci
mutacije povezane z izgubo funkcije v genu ASIP (Rosengren Pielberg in sod., 2008).

Slika 6: Lipicanska Zrebica (foto Pipan, 2009)
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GG x Ggiligg — 100% -}
Gg x Gg— 75% "H

Gg x gg— 50% "}ﬂ

Slika 7: Dominantno dedovanje sive barve pri sivcih (Curik, 2008)

Lokus za sivenje je pri sivcih predstavljan z dvema aleloma: z dominantnim alelom G in
recesivnim alelom g. Konji, ki jih ne uvr§¢amo med sivce so homozigotno recesivni, torej
gg. Sivci imajo vsaj en dominantni alel G (Greying, 2009). Potomci osebkov GG in Gg so
vedno sivci, Ce pa je osebek gg, s starostjo ne pride do sivenja (Dov¢, 2005-2008).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 VZORCI

Vzorci krvi so bili odvzeti lipicancem Kobilarne Lipica 04.10.2007. Ti konji so ali ostali
rjavci, ali so imeli po telesu vidne spremembe v pigmentaciji koZe. Kri je bila odvzeta tudi
njihovim starSem ali njihovim potomcem. V raziskavo smo vkljucili tudi konje s soncnim
ekcemom, ki so sluZzili kot primerjalna skupina. Ti konji so fenotipsko sivci, v primerjalno
skupino pa smo jih vkljucili z namenom, da potrdimo ali ovrzemo spremembe na lokusih
zaradi prisotnosti son¢nega ekcema.

Nekaterim prednikom konj, ki so vneseni v preglednico 3, kri ni bila odvzeta (pregl. 3). Ti
konji so ali poginili ali so bili na pripustnih postajah ali so to konji, ki so bili za potrebe

osvezitve krvi posojeni v Kobilarno Lipica.

Preglednica 3: Opazovane Zivali

Opazovana Zival Oce Mati
331 Conversano Bonadea XXVI 010 C.Monteaura XI* 129 Bonadea XXVI
282 Siglavy Capriola XXV 738 S. Steaka XTI* 014 Capriola XXV

235 Pluto Samira XVIII

843 P. Gaetana XV *

934 Samira XVIII

919 Siglavy Allegra XXVI

324 S. V. Africa 7*

527 Allegra XX VI*

532 Pluto Strana XI

235 P. Samira XVIII

158 Strana XI

485 Conversano Wera XXII

001 C. Capriola XIV*

152 Wera XXII

129 Bonadea XXVI 596 M.Allegra XXII* 931 Bonadea XVII*
934 Samira XVIII 321 F. Dubovina IV* 730 Samira XVI*
014 Capriola XXV 662 C. Wera IIT* 49 Calcedona*

245 Allegra XLIX 738 S. Steaka XT* 082 Allegra XLVI
082 Allegra XLVI 733 M. Wera IV* 883 Allegra XLIT*
158 Strana XI 001 C. Capriola XIV 724 Strana I'*

402 Batosta XXXI 204 C. VI Gaetana* 095 Batosta XII

095 Batosta XII 859 N. Allegra XXVI* 914 Batosta VIIT*
345 Dubovina XXX 919 S. Allegra XXVI 6 Dubovina

6 Dubovina 706 P. Wera IV* 751 Dubovina XXII*
355 Dubovina XXXI 502 C. Mara VII-3* 969 Dubovina XXV*
152 Wera XXII 596 M. Allegra XXII* 766 Wera XII*

* konji, ki jim kri ni bila odvzeta
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Slika 9: Primer depigmentacije pri 532 Pluto Strana XI (foto Pipan, 2008)

Zreb&ek 485 Conversano Wera XXII je rojen leta 2005, potomec Zrebca 001 Conversano
Capriola XIV in kobile 152 Wera XXII (slika 8). Isti Zrebec je prednik kobile 158 Strana
XI, ki je mati Zrebcka rojenega leta 2006, 532 Pluto Strana XI (slika 9).
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Slika 10: Vranec 331 Conversano Bonadea XXVI (foto Pipan in Slavi¢, 2008)

Plemenska kobila 129 Bonadea XXVI je po opisu barve dlake grahasta sivka, grahasti
vzorec je izredno izrazit (slika 11), njen potomec 331 C. Bonadea XXVI je vranec (slika
10).

Slika 11: Plemenska kobila 129 Bonadea XXVI (foto Slavic, 2007)
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Slika 12: Zrebica 402 Batosta XXXI (foto Slavic, 2007)

Slika 13: Plemenska kobila 095 Batosta XII (foto Slavi¢, 2007)

Plemenska kobila 095 Batosta XII (slika 13) je mati Zrebice 402 Batosta XXXI letnika
2003 (slika 12), ki je ostala rjavka. Prav tako je 095 Batosta XII imela v letu 2008 vrano
potomko 589 Batosta XXXIX.
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3.2 TZOLACIJA DNA IZ KRVI

DNA smo izolirali iz vseh osemnajstih vzorcev krvi. 200 ul krvi smo dodali 800 ul TE
pufra in centrifugirali pri 15000g dve minuti. Postopek smo ponovili Sestkrat, vedno smo
po konCanem centrifugiranju previdno odlili supernatant. Resuspendirano usedlino, ki smo
ji dodali 200 pl pufra za lizo in 4 pl proteinaze K smo nato pustili ¢ez no¢ pri 42°C. Po
inkubaciji smo vzorcem dodali 230 ul PCI (fenol:kloroform:izo-amil alkohol v razmerju
25:24:1), ter dobro premesSali na Vortex meSalcu. Po centrifugiranju (11 minut na 14000g)
smo zgornjo fazo odpipetirali in prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirke, kjer smo vzorcu
dodali 500 pl 96% etanola ohlajenega na -20°C. Reagen¢no posodico smo nato narahlo
obracali. Le pri dveh od osemnajstih vzorcev je prislo do nastanka oborine. Vzorce smo
pustili za eno uro na 20°C. Vzorce smo nato centrifugirali 10 minut na 10000g in odlili
etanol. Dodali smo 500 pul 70% etanola in ponovno centrifugirali 7 minut na 10000g. Po
odlitju etanola smo pustili reagencne posodice 30 minut odprte, da je izhlapel alkohol.
Oborino smo nato ponovno centrifugirali 1 minuto na 10000 g, ter odpipetirali odvecne
kapljice. Oborini smo nato dodali 20 pl bidestilirane vode in jo shranili za en dan na 4°C.
Degradacijo in koncentracijo DNA smo naslednji dan preverili na 0,8% agaroznem gelu.

3.2.1 Preverjanje kakovosti izolacije DNA

Uspesnost izolacije smo preverili z elektroforezo na agaroznem gelu. S to metodo poteka
locevanje molekul DNA po velikosti. Barvilo SybrSafe interkalira med nukleotide DNA
ter tako omogoci opazovanje DNA, saj fluorescira pri svetlobi okrog 300 nm.

Za pripravo gela smo potrebovali kalup za vlivanje gela, 0,8g agaroze (Seakem LE
Agarose, Lonza) na 100 ml 0,5x TBE pufra (50mM Tris, 50mM borne kisline, 1mM
EDTA). Raztopino agaroze smo raztopili s segrevanjem do vretja v mikrovalovni pecici,
Po ohladitvi pod 60°C smo dodali 0,15 pl 10000x SybrSafe (Invitrogen) ter raztopino
prelili v kalup.

Po dobre pol ure, ko se je gel ohladil smo nanesli 3 pl vzorca DNA, ki smo mu dodali Se 2
ul aplikacijskega pufra, ki je vseboval 0,25 % bromfenol modrega, 0,25% ksilen cianola in
30% glicerola v vodi.

Pod napetostjo 100V pri sobni temperaturi je elektroforeza tekla v 0,5x TBE pufru
priblizno dvajset minut. Elektroforetske frakcije smo po poteku dvajsetih minut pregledali
pod transluminatorjem in fotografirali.

3.3 PREVERJANIJE POREKLA Z MIKROSATELITNO ANALIZO

Za analizo smo izbrali pet polimorfnih mikrosatelitnih lokusov (HTG4, HMS3, HMS6,
HMS7 in UDC437) iz seta mikrosatelitov, ki se obi¢ajno uporabljajo za preverjanje
starSevstva pri konjih; po priporo¢ilih mednarodnega zdruzenja za animalno genetiko
ISAG. Izbrane mikrosatelitne lokuse smo najprej pomnoZili s pomoc¢jo PCR reakcije.
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Eden od zacetnih oligonukleotidov je bil oznacen s fluorescentnim barvilom, tako da smo
mikrosatelitno analizo lahko izvedli na aparatu ABI PRISMTM, ki avtomatsko analizira
fragmente nukleinskih kislin (Achmann, 2004). Okrog 1 ul PCR produktov smo raztopili v
formamidu. Vsem vzorcem je bil dodan Se velikostni standard Rox350. Vzorce smo
denaturirali 2 minuti na 94°C in takoj ohladili na ledu. Sledila je kapilarna elektroforeza in
laserska detekcija na aparatu ABI PRISM™ in tipizacija (Achmann in sod., 2004).

3.4 DOLOCANIJE GENOTIPOV, POVEZANIH S SIVENJEM
3.4.1 Genotipizacija 4,6 kb dolge duplikacije v intronu 6 gena STX17

Analize osivelosti, ki so povezane s 4,6 kbp dolgo duplikacijo v intronu 6 nuklearnega
receptorja STX17 so Rosengren Pielberg (2008) izvedli s PCR analizo dolgih fragmentov s
tremi zaCetnimi oligonukleotidi hkrati v PCR reakciji. Za analizo smo potrebovali
DUPForward, ter DUPReverseD, za duplikacije in DUPReverseN za normalno odseke
DNA brez duplikacije.

e DUP Forward: GGAACATAAAGTAGATTTGGTGGGAAAG

e DUP ReverseD: TTCCAATTCTGAGATTTTGCATTTCTAA

e DUP ReverseN: TTCTGATAAATGCATAAACCCACGTAAC
Za vsak vzorec smo potrebovali:

- 2,0 ul 10x PCR pufra s vkljuc¢enim MgCl,

- 4,0 ul dNTP (0,5mM)

- 0,375 pmol DUPForward (10 uM)

- 0,25 pmol DUPReverseD (10 uM)

- 0,50 pmol DUPReverseN (10 uM)

- 12,9 ul vode

- 1,0 pl vodne raztopine DNA (okrog 50 ng)

- 0,2 ul Long PCR Polymerase (Fermentas)

PCR smo izvedli v ciklic(nem termostatu PTC-100 (MJ Research) s programom kot je
prikazan na sliki 14.
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35x
94°C 94°C
2 min 15 sek 68°C 68°C
5 min 10 min
58°C
30 sek

Slika 14: Potek PCR programa
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3.5 KARAKTERIZACIJA KRAJSIH FRAGMENTOV V BLIZINI LOKUSA G NA
KROMOSOMU 25

Rosenberg Pielberg (2008) so v svojem ¢lanku predstavili tudi tabelo z mutacijami, ki so
znacilne za siv haplotip in za ne-siv haplotip v bliZini G- lokusa na kromosomu 25 (pregl.
4). Potrjeni enojni nukleotidni polimorfizmi ne- sivega haplotipa so opisani v drugem
stolpcu preglednice 4, v prvem pa so predstavljeni polimorfizmi, znacilni za sivce.

Preglednica 4: Nukleotidni polimorfizmi v bliZini G-lokusa na kromosomu 25 (Rosengren Pielberg, 2008)

Pozicija nukleotida Alel
sivi ne-sivi
28,705,599 C A
28,714,029 G C
A G
C A
A G
C T
A G
G A
T C
28,742,717 - C
28,742,934 A G
28,814,249 T C
28,814,366 A G
28,814,498 A G
28,816,472 C T
28,816,683 G A
G T
A G
T C
C A
28,824,083 T C
28,826,597 T C
28,829,218 C T
28,840,308 G T
28,857,453 A C
28,858,334 T A
28,876,901 A G
28,878,707 C T

* obarvano s sivo (za G lokus kriti€éno obmocje)

Na podlagi podatkov iz preglednice 4 smo izbrali dva odseka znotraj genomske DNA.
Tockovne mutacije, ki jih odseka zajemata, so oznacene v preglednici 4 z modro (STX17-
prvi odsek) oziroma z zeleno barvo (S7X17-drugi odsek). Prvi odsek je sicer nekoliko
izven kriticnega obmocja za G-lokus, medtem, ko je drugi odsek znotraj kriticnega
obmocja, povezanega s sivenjem. Oba odseka sta bila prvenstveno izbrana zato, ker
zajemata veliko mutacij na relativno kratkem odseku. Zacetna oligonukleotida za prvi
odsek smo torej konstruirali znotraj obmoc¢ja 28,737,208-28,737,775 nt na 25 kromosomu
(priloga A). Za drugi odsek smo izbrali odsek 28,822,669-28,823,362 nt, ki skupno obsega
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693 bp (priloga B). V obeh primerih so oznaceni zacetni oligonukleotidi, s katerimi lahko
pomnoZimo tar¢ne odseke. Zacetne oligonukleotide smo konstruirali s pomoc¢jo programa
Primer3.

- STX17G-1F: 5'- AGT GCT GGT TGC TAGGCT TC- 3'

- STX 17G-1R: 5'- TTC CAG GAA TCA GGA AAT GC-3'

- STX 17G-2F: 5'- CAA AGC TGA AGC CAA AAA GG- 3

- STX 17G-2R: 5'- CGA TGC CCT AAA GCT TGA AC- 3’

Za vsak vzorec smo potrebovali:

2,5 ul 10x PCR

1,25 ul dNTP (10 pM)

0,125 pl STX 17G-1F (10 pM)

0,125 pl STX 17G-1R (10 uM)

oziroma

0,125 pl STX 17G-2F (10 uM)

0,125 pl STX17G-2R (10 uM)

1,5 pl MgCl, (25mM)

17,25 ul vode

1,0 ul DNA vzorca

0,15 uTaq polimareze (Fermentas)

3.5.1 Doloc¢anje nukleotidnega zaporedja

Cis¢enje PCR produktov je potrebno za podrobnej$o analizo nukleotidnega zaporedja.
Uporabili smo encima Exol in SAP (Fermentas). PCR produktom (4,5 pl) smo dodali 0,3
ul Exol in 0,6 pul SAP ter 0,6 pl vode. Po 45. minutni inkubaciji na 37°C, ko so se primerji
razgradili, smo inkubirali Se 15 minut na 80°C za deaktivacijo encimov.
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3.5.2 Sekven¢na rekcija

Za eno reakcijo potrebujemo:

Zacetni oligonukleotid (Forward ali Reverse) 0,5 pl

Big Dye 1,5 pl
- 6 pl ocis¢enih PCR produktov

- vodo dodamo do 10 pl

Sekvencno reakcijo smo izvedli v ciklicnem termostatu (Perkin Elmer) s programom, ki je
prikazan na sliki 15.

35x
96°C 95°C
1 min 30 sek 60°C 4°C
4 min ©
50°C
15 sek

Slika 15: Potek programa HEL?2 za sekvencne reakcije

3.5.3 Precipitacija ali ¢iS¢enje produktov sekvencne reakcije

V 1,5 ml reagen¢no posodico smo dodali 25 pl 96% etanola in 1 pl 3M raztopine Na-
acetata s pH 4,6. Dodamo 10 ul sekvencne reakcije in vse skupaj vorteksiramo.
Inkubiramo 15 minut v temi na sobni temperaturi, nato centrifugiramo 20 minut na 20500g
in odpipetiramo supernatant. Peletu dodamo Se 250 pl 70% etanola in centrifugiramo 5
minut na 20500g. Sledi Se denaturacija na 94 °C za 2 minuti. Vzorce po denaturaciji damo
za nekaj minut na led. Tako pripravljene vzorce lahko vstavimo v aparat ABI Prism, kjer
poteka avtomatsko sekvenciranje vzorcev.

3.5.4 Ureditev sekvenc s programom Chromas Lite

Sekvence uredimo s programom Chromas Lite, ki omogoc¢a pregled kromatogramov in
ro¢no editiranje sekvenc.
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA
4.1 PREVERJANIJE IZOLACIJE DNA NA AGAROZNEM GELU

UspeSnost izolacije DNA smo preverili na 0,8% agaroznem gelu. Prikaz poteka
elektroforeze po 120 minutah delovanja je prikazan na sliki 16. Za nadaljnje raziskave smo
pripravili delovne raztopine DNA tako da smo jih red¢ili s 40 pl — 60 pl vode.

245 282 235 934 355 532 402 082 014

*Stevilka predstavlja Zigosno Stevilko opazovane Zivali iz preglednice 3. Dodan je Se velikostni standard 1kb
GeneRuler (Fermentas)

Slika 16: Preverjanje uspesSnosti izolacije DNK na agaroznem gelu
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4.2 MIKROSATELITI

Testirali smo poreklo vsakega od osemnajstih vzorcev s petimi mikrosateliti HMS7,
HMS3, HTG4, UCD437 in HMS6 (pregl. 5). Aleli so poimenovani po priporo€ilih
mednarodnega zdruzenja ISAG s ¢rkami abecede. Vsak potomec prejme en alel od oceta in
enega od matere. V preglednici 5 predstavljamo rezultate analize mikrosatelitnih lokusov
konj, ki smo jih vkljucili v raziskavo in ki so Se prisotni v Kobilarni Lipica. Genetski
laboratorij od leta 2000 analizira mikrosatelite za Zrebeta tekoCega leta, tako smo lahko
dobili podatke tudi za prednike (starSe) konj, ki niso vec zivi. Ugotovili smo, da se
mikrosateliti potomcev ujemajo z mikrosateliti njihovih prednikov. Pri konju 485
Conversano Wera XXII nismo dobili rezultatov vseh mikrosatelitov. Sklepamo, da je med
postopkom priSlo do napake, kljub temu pa delni rezultati niso v opreki z rodovniSkim
poreklom te zivali.

Preglednica 5: Rezultati mikrosatelitne analize pri konjih, vklju€enih v raziskavo

Mikrosatelit | HMS7 | HMS3 | HTG4 | UCD437 | HMS6
Konj*

014 - N KM M KP
082 IJN MN K M LP
095 LN PR KM M LP
129 L NP MN M L
152 L P NP MP LP
158 LO M K MP L
235 LN N K KM L
245 N MR K M L
282 KN LR KM M LP
331 L MN KM M L
345 IJN NP K M LP
355 L IM KM KP MP
402 NQ PR M M LP
485 LQ NP - - -
532 L M K MP L

6 N NR K MP LP
919 J NP KM M p
934 LN M K MP LM

*Stevilka predstavlja Zigosno Stevilko opazovane Zivali iz preglednice 3

4.3 GENOTIPIZACIJA 4,6 KB DOLGE DUPLIKACIE V INTRONU 6 GENA STX17

Genotipizacijo 4,6 kbp dolge duplikacije v intronu 6 gena STXI7 smo izvedli s PCR
analizo dolgih fragmentov s tremi zacetnimi oligonukleotidi hkrati v PCR reakciji. Enako
kot je opisano v ¢lanku Rosenberg Pielberg (2008). Lokacija zacetnih oligonukleotidov
znotraj introna 6 je prikazana v prilogi C za siv haplotip in v prilogi D za ne-siv haplotip.
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Pri ne-sivih konjih smo tako pri¢akovali samo 5414 bp dolg fragment, pri homozigotnih
sivih konjih pa dva fragmenta (4866 bp in 9964 bp). Rezultati lo¢evanja fragmentov na
agaroznem gelu (slika 17 in 18) so potrdili amplifikacijo 5415 bp fragmenta pri vrancih in
rjavih lipicancih ter pri galoperju (naSi pozitivni kontroli za ne-siv haplotip). Omenjeni
konji so brez duplikacije na opazovanem lokusu. Pri vseh sivih lipicancih smo dobili samo
fragment 4866 kar kaZe na to, da kljub ve¢im poskusom in optimizaciji PCR reakcij nismo
uspeli pomnoZiti fragmenta v dolzini 9964. Kar pa v bistvu ne vpliva na samo
genotipizacijo. S fragmenti, ki smo jih uspeli pomnoziti lahko dolo¢imo ali je osebek siv
ali ne-siv. Potrdili smo lahko tudi naSa pricakovanja glede obeh plemenskih kobili, ki sta
fenotipsko grahasti sivki. Pri obeh smo nasli tako 4866 in 5414 bp dolg fragmenta (vzorec
129 na sliki 17 in vzorec 095 na sliki 18). Fenotipsko se torej heterozigoti izraZzajo kot
grahasti sivci (slika 17).

129 355 331 082 galoper

~-Sei i

R eai

*Stevilka predstavlja Zigosno Stevilko opazovane Zivali iz preglednice 3

Slika 17: PCR podvojene regije gena STX17 (sintaksin 17) z zacetnimi oligonukleotidi DUP (1)
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Slika 18: PCR podvojene regije gena STX/7 (sintaksin 17) z zacetnimi oligonukleotidi DUP (2)
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4.4 ANALIZA TOCKOVNIH MUTACIJ V OBMOCJU LOKUSA STX17

129 282 919 355 085 331 082 245 235

e e e W e WY W WY g

R TR R —
-—--—-—-uhduh-l:.:a

*Stevilka predstavlja Zigosno Stevilko opazovane Zivali iz preglednice 3

Slika 18: PCR produkti prvega odseka v okolici lokusa STX17 (28,737,621 - 28,737,735)

Odseka sekvenc za izbiro zaCetnih oligonukleotidov sta bila izbrana na podlagi rezultata,
da je na izredno kratkem odseku pri okrog 500 bp najvecje Stevilo mutacij. Analiziranje
krajSih odsekov pa je relativno lazje od analiziranja daljSih odsekov.

Za zacetni prvi odsek smo izbrali odsek 28,737,208-28,737,775. Skupno obmocje obsega
opazovanega odseka primerja je 568 bp. Po poteku PCR reakcije smo uspesnost reakcije
preverili na agaroznem gelu (slika 18).
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*Stevilka predstavlja Zigosno Stevilko opazovane Zivali iz preglednice 3

Slika 19: PCR produkti drugega odseka v okolici lokusa STX17 (28,822,669-28,823,362)

Za drugi odsek smo izbrali odsek 28,822,669-28,823,362, skupno obmocje obsega
opazovanega primerja je 693 bp. S pomocjo agaroznega gela smo preverili potek
uspesnosti PCR reakcije (slika 19).
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4.5 SEKVENCIRANIJE

Preglednica 6: Polimorfna mesta pri opazovanih Zivalih, odsek 1

polimorfna mesta |28,737,621 |28,737,626 |28,737,630 |128,737,669 |28,737,670
zival

129 a t aing C a
282 a C g C a

919 a cint aing ainc ainc
355 aing C g a a

95| aing cint aing a ainc
331 aing cint g ainc a

82 a cint aing ainc ainc
245 a C g C a
235 a C c a

6 a cint aing ainc ainc
934 a C g C a
532 a C g C a
402] aing cint g ainc a
14 a C g C a

158 a cint aing ainc ainc

152 a cint aing ainc ainc

345 a cint aing ainc ainc
485 a t a a c
galoper| aing C g C a

Zacetni oligonukleotidi so bili dolo¢eni glede na podatke v preglednici 4.

28

Odsek 1 obsega obmocje med 28,737,621 in 28,737,670, ki je nekoliko oddaljeno od
lokacije, ki je povezana s sivenjem. Rezultati tako potrjujejo, da je lokacija prevec
oddaljena in zato ni tesne povezave med sivenjem in alelno varianto, ki je dolocena za to
obmocje. Za primerjavo smo dodali konja, ki ni lipicanec, je pa rjave barve.

Fenotipsko so omenjeni lipicanci, ki so prikazani v preglednici 6:

>

vV VYV VvV V VY V

919 Siglavy Allegra XX VT sivec

355 Dubovina XXXI rjavka

095 Batosta XII grahasta sivka

331 Conversano Bonadea XXVI vranec

158 Strana XI sivka

152 Wera XXII sivka

345 Dubovina XXX vrana sivka
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» 485 Conversano Wera XXII sivec

Preglednica 7: Polimorfna mesta pri opazovanih Zivalih, odsek 2

| polimorfna mesta | 28,822,882 | 28,822,982 | 28,823,110 28,823,179
Zival

129 g a t C

282 ting aing cint cina
919 g a t c
355 g a t C

95 ting aing cint cina
331 g a t C

82 ting aing cint cina
245 g a t c
235 g a t C
6 g a t C
934 g a t C
532 g a t c
402 g a t c

14 ting aing cint cina
158 g a t c
152 g a t C
345 g a t c
485 g a t c
galoper g a t C

Odsek 2 je na obmocju lokacije sivenja in sicer med 28,822,669 in 28,823,362, skupno 693
bp. Rezultati v preglednici 7 potrjujejo, da je odsek 2 tesno povezan s sivenjem, saj se
rezultati v veliki meri ujemajo z fenotipskim stanjem Zivali. Na podlagi podatkov lahko
ugotovimo, da je odsek 2 dokaj dober genetski oznaCevalec za sivenje, ni pa popolnoma
zanesljiv. Opazovani lipicanci, ki imajo na dolocenem obmocju dve razli¢ni zaporedji (so
heterozigoti) so ali sami temni ali imajo temne potomce. Sekvence za konja 331
Conversano Bonadea XXVI (slika 20) in 402 Batosta XXXI (slika 21) na odseku
28823179 so predstavljene na slikah. Na mestu 28822882 je pri sivih konjih vedno
nukleotid G, na 28,822,982 A, na 28,823,110 T in na 29923179 C. Medtem ko pri nesivih
konjih zasledimo tako varianto znacilno za sive, kot varianto T na 28,822,882, G na
28,822,982, C na 28,823,110 in T na 29,923,179. Pri grahastih sivkah smo tako pri eni
(095 Batosta XII) nasli samo varianto znacilno za sivce, pri drugi (129 Bonadea XXVI) pa
obe varianti. Varianto, ki je znacilna za sive, smo nasli tudi pri galoperju (vzetemu za
kontrolo za nesiv haplotip). Znacilna je tudi za referenc¢no zaporedje (kobila Twilight
pasme Thoroughbred).
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Pl ~

Slika 20: Sekvenca na obmocju 28,823,179 za konja 331 Conversano Bonadea XX VI

& = M

Slika 21: Sekvenca na obmocju 28,823,179 za konja 402 Batosta XXXI

30
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S SKLEPI

V nasi raziskavi smo analizirali 18 vzorcev krvi lipicanskih konj Kobilarne Lipica. Na
podlagi opravljenih analiz smo prisli do naslednjih sklepov:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

povzroCanje sivenja s starostjo je dominantna avtosomalna lastnost, povezana z
visokim deleZem pojavljanja melanomov in z depigmentacijo sivih osebkov

potrdili smo ugotovitve, Rosengren Pielberg in sod., da osivelost povzroci 4,6 kbp
dolga duplikacja v intronu 6 nuklearnega receptorja STXI7, ki deluje kot cis-
regulatorna mutacija

pred analizo nukleotidnega zaporedja je priporo€ljivo analizirati mikrosatelite in
potrditi starSevstvo

veliko tockastih mutacij je na dveh kratkih odsekih v okolici sintaksinskega lokusa,
od katerih je en odsek v dolzini 500 bp tesno povezan s fenotipom sivenja

z genotipizacijo z zaCetnimi oligonukleotidi DUP smo potrdili, da so grahasti sivci
tudi heterozigoti

pri rjavcih in vrancih, ter pri grahastih sivcih smo potrdili, da imajo intron 6 brez
duplikacij, sivci imajo samo intron 6 z duplikacijo

SNP-ji v bliZini lokusa za sivenje na drugem odseku so zelo povezani s sivenjem,
ne pa popolnoma; pri sivcih najdemo vedno enako sekvenco, pri rjavcih in vrancih
po eno kopijo znacilno za rjavce ali vrance, po eno kopijo znacilno za sivce, pri
grahastih sivcih pa se ponekod pojavljajo sekvence sivih, ponekod pa po ena kopija
znacilna za rjavce ali vrance, ter po ena kopija znacilna za sivce

genotipizacija z zacetnimi oligonukleotidi DUP je zanesljivejSa od metode
sekvenciranja, saj natan¢no pokaZze genetski vzrok za sivo barvo dlake

rezultati diplomske naloge lahko pripomorejo k lazji izvedbi vsakoletnih pripustnih
planov v lipicanskih kobilarnah in pomo¢ pri uvozu novih Zivali za osveZitev reje z
genetskega stalis¢a
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6 POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil podrobneje analizirati G-lokus za barvo dlake pri lipicancih
v Kobilarni Lipica. Analizirali smo 18 osebkov, od tega sta dva osebka rjavca, en vranec,
trije sivci in dva sivca z o€itnimi depigmentacijami po telesu, drugi osebki so njihovi
predniki. Predniki omenjenih konj so fenotipsko veCinoma sivci ali grahasti sivci, kljub
temu pa v delu analiz kaZejo heterozigoten genotip.

Lipicanski konj je slovenska avtohtona pasma, ki se je oblikovala in razvijala ze od leta
1580, ko je Karel Avstrijski ustanovil dvorno kobilarno v kraskem predelu pri Trstu (Rus,
2005). Dandanes je dovoljena le reja Cistopasemskih plemenskih Zzivali. Populacija je
zaprta in kriZzanja niso dovoljena (Rus, 2005). Lipicanska pasma je maloStevilna in
razprSena ter velja za ogroZzeno v smislu ohranjanja zadostnega Stevila Zzivali za
zagotavljanje genetske raznovrstnosti in ohranjanja pasemskih znacilnosti. Zato so tudi
raziskave s podroc¢ja dedovanja barve pri Lipicanskih konjih izrednega pomena.

Po barvi dlake lipicanske konje uvrs¢amo med sivce. Sivci se vedno rodijo temni, oznaka
rjavi, lisi¢ji ali vranji sivec predstavlja barvo ob rojstvu. Pri sivcih je z vsako menjavo
dlake bela barva jasnejSa, pri priblizno desetih letih je bela barva popolnoma izrazena. Po
telesu se lahko kazejo vecje ali manjSe temne lise, v tem primeru govorimo o jabolcastih,
postrvjih ali muhastih sivcih (Werner, 1991).

Sivenje je povzroceno s starostjo, povzroci ga 4,6 kb dolga duplikacija v 6 intronu gena
STX17, ki deluje cis-regulatorno in je dominantna avtosomalno kodirana lastnost povezana
z visokim deleZem pojavljanja melanomov in depigmentacijo, ki jo taki osebki imajo.
Mutacija vpliva tudi na izrazito poudarjenost melanomov pri sivcih. V melanomih sivcev
so zasledili pove€ano izrazanje STX17 v primerjavi z bliznjim genom NR4A3.

Analize osivelosti, ki so povezane s 4,6 kbp dolgo duplikacijo v intronu 6 nuklearnega
receptorja STX17 so Rosengren Pielberg (2008) izvedli s PCR analizo dolgih fragmentov s
tremi zaCetnimi oligonukleotidi hkrati v PCR reakciji. Za analizo smo potrebovali
DUPForward, ter DUPReverseD, za duplikacije in DUPReverseN za normalne odseke
DNK.

Rosenberg Pielberg (2008) so v svojem c¢lanku predstavili tudi tabelo z mutacijami
znacilnimi za siv haplotip in za ne-siv haplotip v blizini G- lokusa na kromosomu 25
(pregl. 4). 4,6 kbp dolga duplikacija v intronu 6 nuklearnega receptorja STX/7 je povezana
s sivenjem in smo jo doloCili z analizo PCR dolgih fragmentov s tremi zacetnimi
oligonukleotidi hkrati v PCR reakciji. Pri duplikacijah se del kromosoma podvoji. Pri tem
sta bila odseka sekvenc za izbiro zacetnih oligonukleotidov izbrana na podlagi rezultata, da
je na izredno kratkem odseku pri okrog 500 bp najvecje Stevilo mutacij. Rjavci in vranci,
pa tudi grahasti sivcl imajo intron brez duplikacije, sivci pa imajo samo intron z
duplikacijo.

Z. genotipizacijo DUP zacetnih oligonukleotidov smo potrdili, da so poleg vrancev in
rjavcev heterozigoti tudi konji, ki so fenotipsko oznaceni kot grahasti sivci.
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PRILOGE

Priloga A:
Zacetni oligonukleotid 1 za izvedbo PCR reakcije s STX17G-1F in STX17G-1R

TAGGTGAAGCTACTTTAGACCTTTATGAAGTTCTTTTCTTCCCTTTTTCCTAGTGGGATACTCTTT
TCCTTTTTGGTGTTATGTAAGACAGTTGAATAAGGTTCAGTGCTAGGTAACAGGATGCGTGTTC
ATTCTGTTCTCTGGCTAGTTCTCTGTTATATATGATCACTAGGGCTTCAAGAATGTCTTGAATGT
TAAGCCTGGGACAGTGCTGGTTGCTAGGCTTCCTGGAACCCTTTAAATAGCGAGGAGCAGCTAA
TTCTTCACTGAATTTGCTTATTTAGCTCTGATGAAACCCGGTTCTTATTTTTATCTTATTTTTGGG
TTATGGGGTTTTAATCAGAACACCGTGTTTCGTAAAAGGACATTTTCAGTTTTGGGAAGTGTGG
AAAGGGCACTTTTCCCCCTGTGTGTGTTGGCTCACTGATGCATTTCTGTCTCTCTTATTCTAGGG
ACAAGCTCTGGGGGGTCTGTGTCTCCGTCCTGGCTCTCCTGCCTCGAGTCCTCAGGTTGATGCTG
CACAGCCTGCGGGTGAACAGAGCTGGGCCTGAGGAGCTCCCTGTTGTGGGCCAGCTGCTTCGCC
TGCTGCTTCAGCACGCACCCCTCAGGACTCACATGTTGACCAACGCCGTCCTGGTGCAGCAGGT
CATCAAGAATATCATGGTAAGACGCATGGACGAGGCTCTACACTGTCAGTACTAGAGAGGATT
CATGGATAAGGCATGGGGGTGCTCTCGGGGAGCCAGGCTTTCTGTGCATTTCCTGATTCCTGGA
ATTAAGCTCAGTATGGTGACTTCCCAG

Priloga B:
Zacetni oligonukleotid 2 za izvedbo PCR reakcije STX17G-2F in STX17G-2R

ACTGTGCCCGAACTGCATCTTAAAGTGTATATACAACTAAGCCAGCTTAAGTTGGAAGGAAGTT
GAATGTGCAAGGGCACTGTGTGAGGAGAATGAGGGTGAGGAAGAGGTGACCAGAATAAAAGC
TTTTAAATAGTAAGGCTGAGGATAGAGTAGAAAGGGGACACACAAAGCTGAAGCCAAAAAGGT
AAGCGAGGACTAGATGACGAAAGGTGCCAGACTAAGGAGCCTGGACTTTTTCCTTCGGGCTTCT
GAAGGACTACTGAAAGATTTAAGCAAGGCGGTGACACGAGAGAGGTCTTGGCCAGATCACCTT
CACACCGGAAGGCAAAGCATGGAATTTCTCCCAGCCTCAGTTTCCTTCCATATGACAAGTGAGG
AGGTTGGATTATGATCCAAAGGATCATCCAGCTTAATGTTCTTTGACTCTATGATTCTAAGAAGC
AGAAGACCCACACTTTACAGCTACTTCAAAACTAAGTATTTTTTATTCTAGCTGTCTCAACAACT
TAATTTCTAATAATTTTTATTTTCCCTAAGCACAGGATGATAGTTTTTGAATCTATTTCCTTTCTC
CTGACACAAAAATTCATTTTTCTGGGGCTGGGCCTGTGGCCGAATGGTTACGTTCGCGCGCTGG
GCTGCGGCGGCCCAGGGTTTCACTGGTTCGAATCCTGGGCGCAGACATGGCACCGCTTGTCAGG
CCATGCTGAGGTGGCACCCCACATGCCACAACTAGAAGGACCCACAGCTAAAAATACACAACT
ATGTACTGGGGGGCTTTGGGAGAAAAAGGAAAAATAAAATCTTTTAAAAAAATTCCTTTTTCTA
GCATATTGAAGTTCAAGCTTTAGGGCATCGAGAAATGCTACCCCATGGGGAGGCAGCATGGTA
GAATTGAGTGAGAATGTATTTTGGAACCAGTCAGACTCGGGTACTTCACTGGCTGTATTACCCA
TGAGTGTGTTACTTCTCAAAGCCTGAGATTTCTCACTGGTAAA

Priloga C:
STX17 gen na lokaciji za sivenje na intronu 6

TGAGTATATAACTGTTTTTGGCTCAGAGACGTTAGATTAATAGGATAAGAGGCTTTTATAAATC
ACTAGGCTTTTGATTAGGATTTTAATAGAAGTTACAATTTGTAAGACTGGTATTGAACCATGGA
TAGAAGTCTAACTGTCCTCAAATTCCAGATCAATTCAATAAACATTTATTAAGCACTTGTTATAT
AAAAGGCACTGTCTTAGGTGCTTGGCATTGGGGATCTGACAAGGTTGGATAAAGAAAGAAAGG
AAGCATGCTGTCTGCCTTCAGGGGTTTACAGTGGGTGGAGATATGCTTGGACCCCCAAAACTGA
AATTTCAAGTGTGATTGTTAAATGCAAAGACAAGGTATGAAGAGAAGTATTATCCGCTCCAAGG
GAAGGAGGCAGGGATTGTGAGGTGGAAGCGTCAAGGGTAGCTTCACAAGATAGGTAGTATTTG
CTTAAGCCTTGAAAACTGAGTAAAGTTTCCGCAGGTGGGAGAGAGGGAGTGCATTTGAAGAAC
GCTGAACAAAGCCTTGGAGTAGTGAAGTGTATGGCCTCCCAGGAATGACAAGTTCTGCAGTGTA
ACCAAAGCACAAGGTACCATGGGCAAGCAAAGCAGAGTGGCTGAGGGCCAGGTTTAGATGGTA
CTGAAGGCCATACCAAAGAATTTGCACTTTGTAGGCATTAAGGAGCCAATACAGGTTTTTGAGC
AGGTTAGAGTGATGTGATCCTGTCCGTGTTTCAGGAAGATCACTGTTAGCGGTATGAGTAATGG
CCTTAAGAGAGGAGGAGGTTATAGGCAGGACAGCTAGTTAGGAGTCATTGCAAGAGTTGCACC




AAGAGCAATGGCAATACAAGTGTGAAGGTAAAGGAGAGCTGAGAGGCATTTCTGGGGTGCACT
TATTAGGAATTGGAGGAAGATGAAAGAGTCAAAGATAAGAAACATTAAGGCTTTATTCGGCAT
AATCGGGTAGACAGTGATACTGTTAACATAGATTAGGGAACATAAAGTAGATTTGGTGGGAAA
GATAGATTTTCTGTTGTTATTTTTTTAAATTATTCTTATTTTTCCTTCCCAGGAATTATGGGAAGG
TTGGATATGTGGATGTGTGTGTATATGTATGTACATAACAGGCTCGAGCCTGTTTCTGCTTATGC
TTCTCTTAGGTTTAATTCTTTGTTCTTGATCAGACTGTGATTTGAGGGTTGCGCATCTTTGAGTTA
GGGTTTCCCTGACATCTGGCTTTAAATTATAAGAAGTTCCCAGATCACACAATCTCAGAATTGG
AATTGAACTTAAAAGGACAACTAGTCTAATCCTTCTGCTCTTGCCCAACTTCTCAAATAGATGGT
ITTTGCCTCTTTTTGAACAATTACTGCAAGGATGCTTTCTGCTTCAACCATTCCGTTTTGAGGCTC
TAACTCCAGAAGTTATTCCTTGTACACAGTAAGCTCTGCCCTGTGATAACTTCCCTCTGGCACTT
TGGCCCTCTGGAGCCGTATACTGAACAAATTTTGTCTTTTTCCCATATAAATGTCTCTACTTTTTG
AGACCAACATTTTCCTCCTTCACCCTACCCCACCTCACTGTATTTTCTTCTCTTAAGAACCCTTGA
CTGTCTAATGTGTTCCTTCTAGAATGTGATTTCTAGTCTTTTTAGTACTGGCCCTTTACTCTGCTT
GTTTTCTAGTTTGTGGATTTTTCTTGAAATGTAATGCAAAAAATTGAATGCAGTAAATTGTTTAA
AGCGTTTTTCTTTTTTGATGGCTTTAAGTCAGAAAAAGCAAAATGTTTGAAGTTTATGGAGTAGA
TATCTGTACAATATATTAATATATTTACGTATAAAAGGGAATGATACAAGAATCCCAAACTATT
TTTGTTTCTAGAATCAAGATTTATTCAATTATTCTAACTCATAATCTCTGATCTAATGTAGTTTTT
AAAATCTGTAATGTATGATTACACAAATATATACATTTGTCAAAAGTCATCAATATGTACACAT
TACAATGTGTGAGTTACAATGTATGTGAATTATACCCAATAAAATTGATTTAAAAAACAAACTA
AACATGTATAAAGTTCTTCTCATTCAAGACAAGTACGTTTCCCTCCTAGTGGGATAGACACATG
AAAGGAAAGTTAGGGGTTTGTGGCCATGTAACAGTTACATATCCGATTAGGTTACGTAAGCAGC
TCCTAACCCCTAATCTAAGGAGGTTCGTACAGGAAGACTTTGGCCATAGCCATAGCTCTATACA
AATGTCCTTTTTATAATAATCTGTAAGGACATGAGACGGAATGCTATTAGGCAAAAGCTCAAAG
GAGAACCTCTGATTACTATCCCCAGGGTGACTGAGTTCTCGTGACCACATGGTCAAGGATTCAC
AGAAGCTCCATTTAGGCACCAAATGACTTGGGAACATAACCAGAGTGACCACACATCCTCTCGT
TATCATCACATGGTCATGGTAGTATCTGGGCCAATTAACCGTGTGTTTCTGGAGCACTTTCTATG
CGCATAGTACTGTGCTAAGCTCCGTGAAAAACAGAGAATCGTATAAAAAGAACCTATAGGATG
GTCGCGGTAGCTGCACAGCATCGTGGATGCGTTTAATGTACTGAACTGTATATTTAAAACTGTT
AAAAGTTCAAGTTTTATGTTGTGCGTATTTTTACCACAATCAAAAAGAACCTTCAAGGCCCTTG
GGAGATCCAGGTGTGGTCCAGTAGATGTGAATAAATTCCTATCTACTAAGCACCCTGCATCGTC
TTTCCTCTGCCATTATTGCTCAAGTGCCCTCTTCTCTTCCTGTGACTGTGAAGCCAGCCTTATTTC
TAGTCAAGGGGATGTAAAGAACTGTGGGCCAGTCGCTTAATAGCATGGCACCCTTGGTGCTGGT
CCAGTTTTGTCTCTCCTTTTGCCTTATTCCTTATGGCTTTTATAATCTATTTTACTCTGGATGCATA
AAAACTGGGTTGTGATGGATTAGATCAGATTCCTCCATTTATTACCTATGTGACCTTCGGGGTAT
TGTGTTGACAGCAATGAGCTTTGTAAAATTAATCAGAAGACTCAATGAGATAGTGCCTATTACT
TCCCACCCCCTTCTCTTCTACTGACCCCAACTGCATTTCTGCTTTTGTCCCTCTCTCATTTGATTC
CCTCTGTGGCTCCTTGCTTAGAATTCTGCTTTTGCCACCATCATTATGTTTAAACATTTTAGTACG
TAGTTCCTGACTCCCTCTTTTATTGCTGGATCTCTTGCTGTCAACATTTTACTTACCTACTCTGTT
TACCGCCTACTCTAGGCCAATATAATTCTTACTGTGCCTGTATGTCATAGTGTTTGTAAGCTTGT
TTCTGGGCTTTTCTGTGTATATAAGTGCATGTGATTAAGGAGTATAGATTACTTACCTTTGGAGT
TCAGAACCAGGATAGCTCAGTGTTATCTGGGATGGTCAAGCTGTAAGACTAGAGCTGCTATTGA
AAGTAGCCTGGAAGTTAGAGAGTCAGAAATAAAGGAAAATACCTAGAGTTCTGATGTTAGCTT
CTTCAAAGAAACCTGTAGCTTTCCAAGCACATTAATAAAACTACACAGCCACTAGCAAGACTCT
CCGTGGGAGAGCATGTATTATGGCTCCAGAAGGATTTGGGGGTGGGTTTGTTGAATGCATTATT
GTTGCTTGATGCAGAGAATGCTGGGCCTACAAGTGTCCACCACAAGCTTTCAAGGGAAAAACTT
CTTCATTAGTTTTGACTTCAGATGCCCAAACTGCATTATAATTGAACAAGTATTAACTTAGTAAG
TCAAATTTTCTTCAAAATCTTAGGTGCTCCTATAACTGCTCATTAAGATTCACTTATTTTTTTCAC
GCAGGTAAGGGGACCTAATTCAGTGTTTCTTAAAATGAAATTCATAGACATATTCTTAGAGTCT
TTGAAAATTCTTTTTCTTTAAAAAGGAAAGTTTTTATAGTACTCTAGTTTGAGAAACACTACGGT
GTCCCTCATAAATGGTTTAGTTCATTGTTAAAGGGATGCTGAGAACATATATGAGGTGCCAAAG
TATAAAATGTCAGGAAGGGAGTTTGAAGGTTGTCAAATGTTGGAGGCCCAGGGAGGTGAAAGC
AAACATAAGCACATCGGAAGCAAAAAGGGGAGGTTGGTGGATAGAGGTGAGAAGGCTGCTGA
GCCACCATTGCTGTCAGCTTGGTTTCCTATACTGGGGTAAGTTTGTGTATGTGTGGTTTGGCCCA
GCATAAAGAGCCAAAGACATAGCGGACAAGTGGTGACCAGATTCAGCTCTGAATGGATTCTAG
TTTGGCAATCTCTGGGGAGTGATTAACAACTTTGACACCAGTTTGCTGCCTAACAGTAATTGCTG
TGTCATTGAGTCCTTCTTACTCAAGAAGCAGAATTTGAAGATATGGGCAAAGTTTGGGATTCAA
ACCAAGCAAAATAGGGAAGGAGCAGGCAGATCTGTACAATGAGGGACGACTTTTGATCCCAGG




GTAGAGGCTGGTCTTCCCTCTGCCTTGTCTCCAGGCCCGTGTTTAAGCAAGCGCCCTGATGTCAG
TGAATGAATCCTTACAGGTGTGGGCTACTCCCCATGGTGAGACAGGCCTCATCAGGTTCTGGGA
TTGCGGTGATGGGGAGCATTGCAGTTCAAATAACCACTGAGCTCAGGCTTCATTTGGCCCTGTG
ATCCTTTCTCCAATTATTCTAAAGGATCTTTATGAAAAAATAATAAAGTAAAATTTTTAAATTTC
ACTTAAAAAAACTCATAGAGCTGCAATATGCAACCTTTTTAGGAAGGAGCATTAAAAAATATTT
CCCTGAGGCCTCGAGATTACACTTGGGGTACAGAAATGGCAATAATTATGGCAGATTCCACCAT
CTTGACGGAACAATTTTGGGGCTGAGAGAAAGACAGTTGGCTATTTTCCCTCTACGCCTCAACT
TGTCAAGATACGGAGGTTGATGATCGAGTTTTACATCTGTGATTTATCTGGTAGCATAGACTTG
ATGCAAGAACAGAAAGTGTTGGGGATGTCCCAAATAGAAACAAGGATAGGGTATCAGAAATCC
TGACAAGTGGCACTTATGCTTCTGTGGGTTGGGAAAGGAGAGCTAACATTAAAGAAGTTTTATT
GTCTGAGGAAAATAAAAACTGAGTACATGAATGCTAGGAGAGATCTAATGTTTTAGTGCCCTAG
AATTTTCAAGCATTATAGGAAAAAGTTTAATATTTTTTTGATAGCAAAGAATGATGAGAGTTAA
GCTTTCTTTGGAAGATCAGCATGACTTTTTCTATTTTTCCCCTCATATTCTACAGACACTATCTCA
TTTTATCCTCACTTCAACTCTGTGAGGTATGAGTATCATTATCCTCACTTGGCAGACGAGAGTAC
TGACATATAGGGAGCTTGAGTAGTTTATCCAAGGGCACACAGTGCTCGTGCTGGGATCTGAACA
CAGGACATCCAACCAAAGGTTGTGCCCTTAATCCTATCATATATATATACTTGTGGTTTGTTTTT
TTCTTTGCTTAGGAAGATTCGCCCTGAGCTAACTTCTGTTGCCAACCTTCCTCTTTTTGCTTGAGG
AAGATTCGCCCTGAGCTAACATCTGTGCCAGTCTTCCTTTGTTTTGTATGTGGGTCACCACCACA
GTATGGCTGCCAAAGAGTGGTGTAGGTCTGCACCCAGGAACCAAACCAGGGCCGCCAAAGCGG
AGCATGCCGAACAACCATGAGGCCATGAGGCTGGCCCTGCTAGTGGCTTTTAAAGTTTGAGAAT
CATGGACTTGTAGTATCAGCACCACCTGGGAACTCATTAGAAATGCAAAATCTCAGAATTGGAA
TTGAACTTAAAAGGACAACTAGTCTAATCCTTCTGCTCTTGCCCAACTTCTCAAATAGATGGTTT
TTGCCTCTTTTTGAACAATTACTGCAAGGATGCTTTCTGCTTCAACCATTCCGTTTTGAGGCTCTA
ACTCCAGAAGTTATTCCTTGTACACAGTAAGCTCTGCCCTGTGATAACTTCCCTCTGGCACTTTG
GCCCTCTGGAGCCGTATACTGAACAAATTTTGTCTTTTTCCCATATAAATGTCTCTACTTTTTGA
GACCAACATTTTCCTCCTTCACCCTACCCCACCTCACTGTATTTTCTTCTCTTAAGAACCCTTGAC
TGTCTAATGTGTTCCTTCTAGAATGTGATTTCTAGTCTTTTTAGTACTGGCCCTTTACTCTGCTTG
TTTTCTAGTTTGTGGATTTTTCTTGAAATGTAATGCAAAAAATTGAATGCAGTAAATTGTTTAAA
GCGTTTTTCTTTTTTGATGGCTTTAAGTCAGAAAAAGCAAAATGTTTGAAGTTTATGGAGTAGAT
ATCTGTACAATATATTAATATATTTACGTATAAAAGGGAATGATACAAGAATCCCAAACTATTT
TTGTTTCTAGAATCAAGATTTATTCAATTATTCTAACTCATAATCTCTGATCTAATGTAGTTTTTA
AAATCTGTAATGTATGATTACACAAATATATACATTTGTCAAAAGTCATCAATATGTACACATT
ACAATGTGTGAGTTACAATGTATGTGAATTATACCCAATAAAATTGATTTAAAAAACAAACTAA
ACATGTATAAAGTTCTTCTCATTCAAGACAAGTACGTTTCCCTCCTAGTGGGATAGACACATGA
AAGGAAAGTTAGGGGTTTGTGGCCATGTAACAGTTACATATCCGATTAGGTTACGTAAGCAGCT
CCTAACCCCTAATCTAAGGAGGTTCGTACAGGAAGACTTTGGCCATAGCCATAGCTCTATACAA
ATGTCCTTTTTATAATAATCTGTAAGGACATGAGACGGAATGCTATTAGGCAAAAGCTCAAAGG
AGAACCTCTGATTACTATCCCCAGGGTGACTGAGTTCTCGTGACCACATGGTCAAGGATTCACA
GAAGCTCCATTTAGGCACCAAATGACTTGGGAACATAACCAGAGTGACCACACATCCTCTCGTT
ATCATCACATGGTCATGGTAGTATCTGGGCCAATTAACCGTGTGTTTCTGGAGCACTTTCTATGC
GCATAGTACTGTGCTAAGCTCCGTGAAAAACAGAGAATCGTATAAAAAGAACCTATAGGATGG
TCGCGGTAGCTGCACAGCATCGTGGATGCGTTTAATGTACTGAACTGTATATTTAAAACTGTTA
AAAGTTCAAGTTTTATGTTGTGCGTATTTTTACCACAATCAAAAAGAACCTTCAAGGCCCTTGG
AGATCCAGGTGTGGTCCAGTAGATGTGAATAAATTCCTATCTACTAAGCACCCTGCATCGTCTTT
CCTCTGCCATTATTGCTCAAGTGCCCTCTTCTCTTCCTGTGACTGTGAAGCCAGCCTTATTTCTAG
TCAAGGGGATGTAAAGAACTGTGGGCCAGTCGCTTAATAGCATGGCACCCTTGGTGCTGGTCCA
GTTTTGTCTCTCCTTTTGCCTTATTCCTTATGGCTTTTATAATCTATTTTACTCTGGATGCATAAA
AACTGGGTTGTGATGGATTAGATCAGATTCCTCCATTTATTACCTATGTGACCTTCGGGGTATTG
TGTTGACAGCAATGAGCTTTGTAAAATTAATCAGAAGACTCAATGAGATAGTGCCTATTACTTC
CCACCCCCTTCTCTTCTACTGACCCCAACTGCATTTCTGCTTTTGTCCCTCTCTCATTTGATTCCC
TCTGTGGCTCCTTGCTTAGAATTCTGCTTTTGCCACCATCATTATGTTTAAACATTTTAGTACGTA
GTTCCTGACTCCCTCTTTTATTGCTGGATCTCTTGCTGTCAACATTTTACTTACCTACTCTGTTTA
CCGCCTACTCTAGGCCAATATAATTCTTACTGTGCCTGTATGTCATAGTGTTTGTAAGCTTGTTT
CTGGGCTTTTCTGTGTATATAAGTGCATGTGATTAAGGAGTATAGATTACTTACCTTTGGAGTTC
AGAACCAGGATAGCTCAGTGTTATCTGGGATGGTCAAGCTGTAAGACTAGAGCTGCTATTGAAA
GTAGCCTGGAAGTTAGAGAGTCAGAAATAAAGGAAAATACCTAGAGTTCTGATGTTAGCTTCTT
CAAAGAAACCTGTAGCTTTCCAAGCACATTAATAAAACTACACAGCCACTAGCAAGACTCTCCG




TGGGAGAGCATGTATTATGGCTCCAGAAGGATTTGGGGGTGGGTTTGTTGAATGCATTATTGTT
GCTTGATGCAGAGAATGCTGGGCCTACAAGTGTCCACCACAAGCTTTCAAGGGAAAAACTTCTT
CATTAGTTTTGACTTCAGATGCCCAAACTGCATTATAATTGAACAAGTATTAACTTAGTAAGTCA
AATTTTCTTCAAAATCTTAGGTGCTCCTATAACTGCTCATTAAGATTCACTTATTTTTTTCACGCA
GGTAAGGGGACCTAATTCAGTGTTTCTTAAAATGAAATTCATAGACATATTCTTAGAGTCTTTG
AAAATTCTTTTTCTTTAAAAAGGAAAGTTTTTATAGTACTCTAGTTTGAGAAACACTACGGTGTC
CCTCATAAATGGTTTAGTTCATTGTTAAAGGGATGCTGAGAACATATATGAGGTGCCAAAGTAT
AAAATGTCAGGAAGGGAGTTTGAAGGTTGTCAAATGTTGGAGGCCCAGGGAGGTGAAAGCAAA
CATAAGCACATCGGAAGCAAAAAGGGGAGGTTGGTGGATAGAGGTGAGAAGGCTGCTGAGCC
ACCATTGCTGTCAGCTTGGTTTCCTATACTGGGGTAAGTTTGTGTATGTGTGGTTTGGCCCAGCA
TAAAGAGCCAAAGACATAGCGGACAAGTGGTGACCAGATTCAGCTCTGAATGGATTCTAGTTT
GGCAATCTCTGGGGAGTGATTAACAACTTTGACACCAGTTTGCTGCCTAACAGTAATTGCTGTG
TCATTGAGTCCTTCTTACTCAAGAAGCAGAATTTGAAGATATGGGCAAAGTTTGGGATTCAAAC
CAAGCAAAATAGGGAAGGAGCAGGCAGATCTGTACAATGAGGGACGACTTTTGATCCCAGGGT
AGAGGCTGGTCTTCCCTCTGCCTTGTCTCCAGGCCCGTGTTTAAGCAAGCGCCCTGATGTCAGTG
AATGAATCCTTACAGGTGTGGGCTACTCCCCATGGTGAGACAGGCCTCATCAGGTTCTGGGATT
GCGGTGATGGGGAGCATTGCAGTTCAAATAACCACTGAGCTCAGGCTTCATTTGGCCCTGTGAT
CCTTTCTCCAATTATTCTAAAGGATCTTTATGAAAAAATAATAAAGTAAAATTTTTAAATTTCAC
TTAAAAAAACTCATAGAGCTGCAATATGCAACCTTTTTAGGAAGGAGCATTAAAAAATATTTCC
CTGAGGCCTCGAGATTACACTTGGGGTACAGAAATGGCAATAATTATGGCAGATTCCACCATCT
TGACGGAACAATTTTGGGGCTGAGAGAAAGACAGTTGGCTATTTTCCCTCTACGCCTCAACTTG
TCAAGATACGGAGGTTGATGATCGAGTTTTACATCTGTGATTTATCTGGTAGCATAGACTTGAT
GCAAGAACAGAAAGTGTTGGGGATGTCCCAAATAGAAACAAGGATAGGGTATCAGAAATCCTG
ACAAGTGGCACTTATGCTTCTGTGGGTTGGGAAAGGAGAGCTAACATTAAAGAAGTTTTATTGT
CTGAGGAAAATAAAAACTGAGTACATGAATGCTAGGAGAGATCTAATGTTTTAGTGCCCTAGA
ATTTTCAAGCATTATAGGAAAAAGTTTAATATTTTTTTGATAGCAAAGAATGATGAGAGTTAAG
CTTTCTTTGGAAGATCAGCATGACTTTTTCTATTTTTCCCCTCATATTCTACAGACACTATCTCAT
TTTATCCTCACTTCAACTCTGTGAGGTATGAGTATCATTATCCTCACTTGGCAGACGAGAGTACT
GACATATAGGGAGCTTGAGTAGTTTATCCAAGGGCACACAGTGCTCGTGCTGGGATCTGAACAC
AGGACATCCAACCAAAGGTTGTGCCCTTAATCCTATCATATATATATACTTGTGGTTTGTTTTTT
TCTTTGCTTAGGAAGATTCGCCCTGAGCTAACTTCTGTTGCCAACCTTCCTCTTTTTGCTTGAGG
AAGATTCGCCCTGAGCTAACATCTGTGCCAGTCTTCCTTTGTTTTGTATGTGGGTCACCACCACA
GTATGGCTGCCAAAGAGTGGTGTAGGTCTGCACCCAGGAACCAAACCAGGGCCGCCAAAGCGG
AGCATGCCGAACAACCATGAGGCCATGAGGCTGGCCCTGCTAGTGGCTTTTAAAGTTTGAGAAT
CATGGACTTGTAGTATCAGCACCACCTGGGAACTCATTAGAAATGCAAATTCTCAGGCCTCATC
CCAAGCCCCCTGAATCAGAAACTCTGGATGAAGTTCTCCAGGTGATTCTGGTGCACACTCCAGT
GTGGAAACCACTGTTGTATTGGTCTCTGACGACGTTAGAAGAAGACTTATAGAGGACTTTTTTA
GGGATTGTGTTAGAGATGTCAAGATGGTGGAGAATATAGCAATGAAGGGATACCATGAAAGGT
CTAACGGTGAAGAGGTACATACCTGGCGTCTGAGAAGGGAAGGAATGTCAATAATGTGATAGG
AAGCAACTGTGAGGAAACAATTAGCTGTGTTGTTTGGGTGTCCTGTTCTCGGATGAAATGATGA
TTGGAATTAGAAGAGTGTTGGTCACATACGCTTCACTATAAGTGACTAGGTCAGTTATATAAGG
ACAATCAAATACTTCAGGGTTCAAATTGAATTATTTCACAGTCATCGAAGAAGTTGGCATTTAG
CTAGGATCAAAGAGGGATTCTCTTCTTTTTTTCTGTGAATTAAAAAGACTAGTCTGTATATTGAT
GTGATGGTGGTTACGTGGGTTTATGCATTTATCAGAAATCATCATACTATACCCTTAAAATGGGT
GCATATTATTATATGTAAATTCTGTCTAAATAAAGTTGATTTAAAAATGGGAATGTGGGGGCTG
GCCCTGTGTGCCCGAGCGGTTAAGTTCGCGCCCTCCGCTGCAGGCGGCCCAGTGTTTCGTTGGTT
CGAATCCTGGGCACGGACATGACACTGCTCATCAAACCACGCTGAGGCAGCATCCCACATGCC
ACAACTAGAAGGACCCACAACAAAGAATATACAACTATGTACCGGGGTGCTTTGGGGAGAAAA
AGGAAAAAATAAAATCTTAAAAAAAAAAAAAAATAGGGTATAGTGTACTCGTGGCCAGTTAAT
GAGTTTCTGTCACTGAGGTGTTTGAGCAGAGGTTCAGTAAGCGCTTGTCAGATATGTCGTAGTG
GGGCTTCCCACATCTGAGGGAGAAATCGCACTCAGCAACCTAAACATTCCTTCTACCCAGAGGT
TCCATGAGTCACAATTTCTGTTGTGTCAGCCGCAGGTGTTGCCATTTTGTGTAGAATGCTTGGTT
AATATATTTGATCTGAAACATTTTAACTTGTCATGATTTTAAAATGTATTAAAGTGTCCACGTGT
GAAACACAGGACAGTGAATTCATTCACCACTCCCTACTGCATATCACAAGTAGAAAGATTTCAT
GGCAGATCAAACCATATTGTATTCTTATTCCTAAAACAGTAATTTGTATTTATCGTGGCATCAAG
GGTGTTTTACTCCTAAGGCAAATTTGCCTGTTTTAAACTGAATCTTCAAAGAAGATAAGTTAGG
GAGGATTTTTGCTTTGATCCTGTTTTTGTTTTTTTCCATCAAACCCAACATGACATGTAAATACTT




ATTTGGACTTTTTTTCTTTCTCGAAAGCAGATTTATTTGGAGAACAATATGCTTGTATGTTTGAA
TGAAGTTTAGAGTAAGATGCTTTTTCCTATAAAGGTGCCACTCTTTTATTACTGAATAATTAAGT
CACCTTTTTTTATACAAGTGAATTTGTGCTTTCGACGTGGTTTGTCAGATGCTGTTAAATGAACT
GCTGTTAGACTCCAAGGCTGCGGCACACAGGCCCTGATTACAGGAGTTAAAATAGTGTGCATTG
GCTGACTGCTGCTCCGCAGCAGGAGCGCTCACTCATAATTCCTTTGCATCTAG

* zelena: DUP Forward
** modra: DUP ReverseN
**% rymena: DUP ReverseD

Priloga D:
STX17 gen za ne- siv haplotip na intronu 6

TGAGTATATAACTGTTTTTGGCTCAGAGAYGTTAGATTAATAGGATAAGAGGCTTTTATAAATC
ACTAGGCTTTTGATTAGGATTTTAATAGAAGTTACAATTTGTAAGACTGGTATTGAACCATGGA
TAGAAGTCTAACTGTCCTCAAATTCCAGATCAATTCAATAAACATTTATTAAGCACTTGTTATAT
AAAAGGCACTGTCTTAGGTGCTTGGCATTGGGGATCTGACAAGGTTGGATAAAGAAAGAAAGG
AAGCATGCTGTCTGCCTTCAGGGGTTTACAGTGGGTGGAGATATGCTTGGACCCCCAAAACTGA
AATTTCAAGTGTGATTGTTAAATGCAAAGACAAGGTATGAAGAGAAGTATTATCCGCTCCAAGG
GAAGGAGGCAGGGATTGTGAGGTGGAAGCGTYAAGGGYAGCTTCACAASATAGGTAGTATTTG
CTTAAGCCTTGAAAAYTGAGTAAAGTKTCCGCAGGTGGGAGAGAGGGAGTGCATTTGAAGAAC
GCTGAACAAAGCCTTGGAGTAGTGAAGTGTATGGCCTCCCAGGAATGACAAGTTCTGCAGTGTA
ACCAAAGCACAAGGTACCAYGGGCAAGCAAAGCAGAGYGGCTGAGGGCCAGGTTTAGATGGT
ACTGAAGGCCATACCAAAGAATTTGCACTTTGTAGGCATTAAGGAGCCAATACAGGTTTTTGAG
CAGGTTAGAGTGATGTGATCCTGTCCGTGTTTCAGGAAGATCACTGTTAGCGGTRTGRRTAATG
GCCTTAAGAGAGGAGGAGGTTATAGGCAGGACAGCTAGTTAGGAGTCATTGCAAGAGTTGCAC
CAAGAGCAATGGCAATACAAGTGTGAAGGTAAAGGAGAGCTGAGAGGCATTTCTGGGGTGCAC
TTATTAGGAATTGGAGGAAGATGAAAGAGTCAAAGATAAGAAACATTAAGGCTTTATTCGGCA
TAATCGGGTAGACAGTGATACTGTTAACATAGATTAGGGAACATAAAGTAGATTTGGTGGGAA
AGATAGATTTTCTGTTGTTATTTTTTTAAATTATTCTTATTTTTCCTTCCCAGGAATTATGGGAAG
GTTGGATATGTGGATGTGTGTGTATATGTATGTACATAACAGGCTCGAGCCTGTTTCTGCTTATG
CTTCTCTTAGGTTTAATTCTTTGTTCTTGATCAGACTGTGATTTGAGGGTTGCGCATCTTTGAGTT
AGGGTTTCCCTGACATCTGGCTTTAAATTATAAGAAGTTCCCAGATCACACAATCTCAGAATTG
GAATTGAACTTAAAAGGACAACTAGTCTAATCCTTCTGCTCTTGCCCAACTTCTCAAATAGATG
GTTTTTGCCTCTTTTTGAACAATTACTGCAAGGATGCTTTCTGCTTCAACCATTCCGTTTTGAGGC
TCTAACTCCAGAAGTTATTCCTTGTACACAGTAAGCTCTGCCCTGTGATAACTTCCCTCTGGCAC
TTTGGCCCTCTGGAGCCGTATACTGAACAAATTTTGTCTTTTTCCCATATAAATGTCTCTACTTTT
TGAGACCAACATTTTCCTCCTTCACCCTACCCCACCTCACTGTATTTTCTTCTCTTAAGAACCCTT
GACTGTCTAATGTGTTCCTTCTAGAATGTGATTTCTAGTCTTTTTAGTACTGGCCCTTTACTCTGC
TTGTTTTCTAGTTTGTGGATTTTTCTTGAAATGTAATGCAAAAAATTGAATGCAGTAAATTGTTT
AAAGCGTTTTTCTTTTTTGATGGCTTTAAGTCAGAAAAAGCAAAATGTTTGAAGTTTATGGAGTA
GATATCYGTACAATATATTAATATATTTACGTATAAAAGGGAATGATACAAGAATCCCAAACTA
TTTTTGTTTCTAGRATCAAGATTTATTCAATTATTCTAACTCATAATCTCTGATCTAATGTAGTTT
TTAAAATCTGTAATGTATGATTACACAAATATATACATTTGTCAAAAGTCATCAATATGTACAC
ATTACAATGTGTGAGTTACAATGTATGTGAATTATACCCAATAAAATTGATTTAAAAAACAAAC
TAAACATGTATAAAGTTCTTCTCATTCAAGACAAGTACGTTTCCCTCCTAGTGGGATAGACACA
TGAAAGGAAAGTTAGGGGTTTGTGGCCATGTAACAGTTACATATCCGATTAGGTTACGTAAGCA
GCTCCTAACCCCTAATCTAAGGAGGTTCGTACAGGAAGACTTTGGCCATAGCCATAGCTCTATA
CAAATGTCCTTTTTATAATAATCTGTAAGGACATGAGACGGAATGCTATTAGGCAAAAGCTCAA
AGGAGAACCTCTGATTACTATCCCCAGGGTGACTGAGTTCTCGTGACCACATGGTCAAGGATTC
ACAGAAGCTCCATTTAGGCACCAAATGACTTGGGAACATAACCAGAGTGACCACACATCCTCTC
GTTATCATCACATGGTCATGGTAGTATCTGGGCCAATTAACCGTGTGTTTCTGGAGCACTTTCTA
TGCGCATAGTACTGTGCTAAGCTCCGTGAARAACAGAGAATCRTATAAAAAGAACCTATAGGA
TGGTCGCGGTAGCTGCACAGCATCGTGGATGCGTTTAATGTACTGAACTGTATATTTAAAACTG
TTAAAAGTTCAAGTTTTATGTTGTGCGTATTTTTACCACAATCAAAAAGAACCTTCAAGGCCCTT
GGGAGATCCAGGTGTGGTCCAGTAGATGTGAATAAATTCCTATCTACTAAGCACCCTGCRTCGT
CTTTCCTCTGCCRTTATTGCTCAAGTGCCCTCTTCTCTTCCTGTGACTGTGAAGCCAGCCTTATTT
CTAGTCAAGGGGATGTAAAGAACTGTGGGCCAGTCGCTTAATAGCATGGCACCCTTGGTGCTGG




TCCAGTTTTGTCTCTCCTTTTGCCTTATTCCYTATGGCTTTTATAATCTATTTTACTCTGGATGCAT
AAAAACTGGGTTGTGATGGATTAGATCAGATTCCTCCATTTATTACCTATGTGACCTTCGGGGTA
TTGTGTTGACAGCAATGAGCTTTGTAAAATTAATCAGAAGACTCAATGAGATAGTGYCTATTAC
TTCCCACCCCCTTCTCTTCTACTGACCCCAACTGCATTTCTGCTTTTGTCCCTCYCTCATTTGATT
CCCTCTGTGGCTCCTTGCTTAGAATTCTGCTTTTGCCACCATCATTATGTTTAAACATTTTAGTAC
GTAGTTCCTGACTCCCTCTTTTATTGCTGGATCTCTTGCTGTCAACATTTTACTTACCTACTCTGT
TTACCGCCTACTCTAGGCCAATATAATYCTTACTGTGCCTGTATGTCATAGTGTTTGTAAGCTTG
TTTCTGGGCTTTTCTGTGTATATAAGTGCATGTGATTAAGGAGTATRGATTACTTACCTTTGGAG
TTCAGAACCAGGATAGCTCAGTGTTATCTGGGATGGTCAAGCTGTAAGACTAGAGCTGCTATTG
AAAGTAGCCTGGAAGTTAGAGAGTCAGAAATAAAGGAAAATACCTAGAGTTCTGATGTTAGCT
TCTTCAAAGAAACCTGTAGCTTTCCAAGCACATTAATAAAACTACACAGCCACTAGCAAGACTC
TCCGTGGGAGAGCATGTATTATGGCTCCAGAAGGATTTGGGGGTGGGTTTGTTGAATGCATTAT
TGTTGCTTGATGCAGAGAATGCTGGGCCTACAAGTGTCCACCACAAGCTTTCAAGGGAAAAACT
TCTTCATTAGTTTTGACTTCAGATGCCCAAACTGCATTATAATTGAACAAGTATTAACTTAGTAA
GTCAAATTTTCTTCAAAATCTTAGGTGCTCCTATAACTGCTCATTAAGATTCACTTATTTTTTTCA
CGCAGGTAAGGGGACCTAATTCAGTGTTTCTTAAAATGAAATTCATAGACATATTCTTAGAGTC
TTTGAAAATTCTTTTTCTTTAAAAAGGAAAGTTTTTATAGTACTCTAGTTTGAGAAACACTACGG
TGTCCCTCATAAATGGTTTAGYTCATTGTTAAAGGGATGCTGAGAACATATATGAGGTGCCAAA
GTATAAAATGTCAGGAAGGGAGTTTGAAGGTTGTCAAATGTTGGAGGCCCAGGGAGGTGAAAG
CAAACATAAGCACATCGGAAGCAAAAAGGGGAGGTTGGTGGATAGAGGTGAGAAGGCTGCTG
AGCCACCATTGCTGTCAGCTTGGTTTCCTATACTGGGGTAAGTTTGTGTATGTGTGGTTTGGCCC
AGCATAAAGAGCCAAAGACATAGCGGACAAGTGGTGACCAGATTCAGCTCTGAATGGATTCTA
GTTTGGCAATCTCTGGGGAGTGATTAACAACTTTGACACCAGTTTGCTGCCTAACAGTAATTGCT
GTGTCATTGAGTCCTTCTTACTCAAGAAGCAGAATTTGAAGATATGGGCAAAGTTTGGGATTCA
AACCAAGCAAAATAGGGAAGGAGCAGGCAGATCTGTACAATGAGGGACGACTTTTGATCCYAG
GGTAGAGGCTGGTCTTCCCTCTGCCTTGTCTCCAGGCCCGTGTTTAAGCAAGCGCCCTGATGTCA
GTGAATGAATCCTTACAGGTGTGGGCTACTCCCCATGGTGAGACAGGCCTCATCAGGTTCTGGG
ATTGCGGTGATGGGGAGCATTGCAGTTCAAATAACCACTGAGCTCAGGCTTCATTTGGCCCTGT
GATCCTTTCTCCAATTATTCTAAAGGATCTTTATGAAAAAATAATAAAGTAAAATTTTTAAATTT
CACTKAAAAAAACTCATAGAGCTGCAATATGCAACCTTTTTAGGAAGGAGCATTAAAAAATATT
TCCCTGAGGCCTCGAGATTACACTTGGGGTACAGAAATGGCAATAATTATGGCAGATTCCACCA
TCTTGACGGAACAATTTTGGGGCTGAGAGAAAGACAGTTGGCTATTTTCCCTCTACGCCTSAACT
YGTCAAGATACGGAGGTTGATGATCGAGTTTTACATCTGTGATTTATCTGGTAGCATAGACTTG
ATGCAAGAACRGAAAGTGTTGGGGATGTCCCAAATAGAAACAAGGATAGGGTATCAGAAATCC
TGACAAGTGGCACTTATGCTTCTGTGG
GTTGGGAAAGGAGAGCTAACATTAAAGAAKTTTTATTGTCTGAGGAAAATAAAAACTGAGTRC
ATGAATGCTAGGAGAGATCTAATGTTTTAGTGCCCTAGAATTTTCAAGCWTTATAGGAAAAAGT
TTAATATTTTTTTGATAGCAAAGAATGATGAGAGTTAAGCTTTCTTTGGAAGATCAGCMTGACT
ITTTCTATTTTTCCCCTCATATTCTACAGACACTATCTCATTTTATCCTCACTTCAACTCTGTGAG
GTATGAGTATCATTATCCTCACTTGGCAGACGAGAGTACTGACATATAGRGAGCTTGAGTAGTT
TATCCAAGGGCACACAGTGCTCGTGCTGGGATCTGAACACAGGACATCCAACCAAAGGTTGTG
CCCTTAATCCTATCATATATATATACTYGTGGTTTGTTTTTTTCTTTGCTTAGGAAGATTCRCCCT
GAGCTAACTTCTGTTGCCAACCTTCCTCTTTTTGCTTGAGGAAGATTCGCCCTGAGCTAACATCT
GTGCCAGTCTTCCTYTGTTTTGTATGTGGGTCACCACCACAGTATGGCTGCCAAAGAGTGGYGT
AGGTCTGCACCCAGGAACCAAACCAGGGCCGCCAAAGCRGAGCATGCCGAACAACCATRAGGC
CATGAGGCTGGCCCTGCTAGTGGCTTTTAAAGTKTGAGAATCATGGACTTGTAGTATCAGCACC
ACCTGGGAACTCATTAGAAATGCAAATTCTCAGGCCTCAYCCCAAGCCCCCTGAATCAGAAACT
CTGGATGAAGTTCTCCAGGTGATTCTGGTGCACACTCCAGTGTGGAAACCACTGTTGTATTGGT
CTCTGACGACGTTAGAAGAAGACTTATAGAGGACTTTTTTAGGGATTGTGTTAGAGATGTCAAG
ATGGTGGAGAATATAGCAATGAAGGGATACCATGAAAGGTCTAACGGTGAAGAGGTACATACC
TGGCGTCTGAGAAGGGAAGGAATGTCAATAATGTGATAGGAAGCAACTGTGAGGAAACAATTA
GCTGTGTTGTTTGGGTGTCCTGTTCTCGGATGAAATGATGATTGGAATTAGAAGAGTGTTGGTC
ACATACGCTTCACTATAAGTGACTAGGTCAGTTATATAAGGACAATCAAATACTTCAGGGTTCA
AATTGAATTATTTCACAGTCATCGAAGAAGTTGGCATTTAGCTAGGATCAAAGAGGGATTCTCT
TCTTTTTTTCTGTGAATTAAAAAGACTAGTCTGTATATTGATGTGATGGTGGTTACGTGGGTTTA
TGCATTTATCAGAAATCATCATACTATACCCTTAAAATGGGTGCATATTATTATATGTAAATTCT
GTCTAAATAAAGTTGATTTAAAAATGGGAATGTGGGGGCTGGCCCYGTGTGCCCGAGCGGTTA




AGTTCGCGCSCTCCGCTGCAGGCGGCCCAGTGTTTCGTTGGTTCRAATCCTGGGCACGGACATG
ACACTGCTCATCAAACCACGCTGAGGCAGCATCCCACATGCCACAACTAGAAGGACCCACAAC
AAAGAATATACMACTATGTACCGGGGTGCTTTGGGGAGAAAAAGGAAAAAATAAAATCTTAAA
AAAAAAAAAAAATAGGGTATAGTGTACTCGTGGCCAGTTAATGAGTTTCTGTCACTGAGGTGTT
TGAGCAGAGGTTCAGTAAGCGCTTGTCAGATATGTCGTAGTGGGGCTTCCCACATCTGAGGGAG
AAATCGCACTCAGCAACCTAAACATTCCTTCTACCCAGAGGTTCCATGAGTCACAATTTCTGTTG
TGTCAGCCGCAGGTGTTGCCATTTTGTGTAGATGCTTGGTTAATATATTTGATCTGAAACATTTT
AACTTGTCATGATTTTAAAATGTATTAAAGTGTCCACGTGTGAAACACAGGACAGYGAATTCAT
TCACCRCTCCCTACTGCATATCACAAGTAGAAAGATTTCATGGCAGATCAAACCATATTGTATT
CTTATTCCTAAAACAGTAATTTGTATTTATCGTGGCATCAAGGGTGTTTTACTCCTAAGGCAAAT
TTGCCTGTTTTAAACTGAATCTTCAAAGAAGATAAGTTAGGGAGGATTTTTGCTTTGATCCTGTT
TTTGTTTTTTTCCATCAAACCCAACATGACATGTAAATACTTATTTGGACTTTTTTTCTTTCTCGA
AAGCAGATTTATTTGGAGAACAATATGCTTGTATGTTTGAATGAAGTTTAGAGTAAGATGCTTT
TTCCTATAAAGGTGCCACTCTTTTATTACTGAATAATTAAGTCACCTTTTTTTATACAAGTGAAT
TTGTGCTTTCGACGTGGTTTGTCAGATGCTGTTAAATGAACTGCTGTTAGACTCCAAGGCTGCGG
CACACAGGCCCTGATTRCAGGAGTTAAAATAGTTGCATTGGCTGACTGCTGCTCCGCAGCAGGA
GCGCTCACTCATAATTCCTTTGCATCTAG

* zelena: DUP Forward
** modra: DUP ReverseN
**% rymena: DUP ReverseD

Priloga E:

Shema rodovnika konja 001 Conversano Ca

001 Conversano Capriola XIV

sivec
1

riola XIV z oznako fenotipov

670 Capriola XIV

sivka

—-—
-

513 Neapolitano Batosta XXI
sivec

Shema rodovnika konja 6 Dubovina z oznako fenotipov

662 Conversano Wera lll

sivec

bl
s~\
-~
~

310 Capriola V

sivka

305 Conversano Dubovina
sivec

Priloga F:

6 Dubovina
sivka

sivka

751 Dubovina XXII

-
-

610 Conversano Trompeta XlI

sivec

706 Pluto Wera IV

bl
~

sivec

—~
—~

446 Wera lll
sivka

bl
~a

582 Dubovina XVI
sivka

1
90 Pluto Navarra 90
sivec

465 Wera IV
sivka

Priloga G:

Shema rodovnika konja 014 Capriola XXV z oznako fenotipov

014 Capriola XXV
sivka

49 Calcedona

sivka

-
-

Favory XlI Beja

sivec

662 Conversano Wera lll

bl
~-

sivec

—
~

bl
-~

19 Calma
sivka

1
305 Conversano Dubovina
sivec

446 Wera lll
sivka




Priloga H:

Shema rodovnika konja 082 Allegra XL VI z oznako fenotipov

082 Allegra XLVI

sivka
883 Allegra XLI 733 Maestoso Wera IV S~
sivka sivec S~
= H S~
90 Pluto Navarra 90 527 Allegra XXVI 45 Maestoso Bonavoja-45 465 Wera IV
sivec sivka sivec sivka
Priloga I:
Shema rodovnika konja 095 Batosta XII z oznako fenotipov
095 Batosta Xl
grahasta sivka
914 Batosta VIII 859 Neapolitano Allegra XXVI S~
sivka sivec S~o
- H \‘~~
706 Pluto Wera IV 641 Batosta | 358 Neapolitano X Primavera 527 Allegra XXVI
sivec sivka (Neapolitano XXII) sivka
sivec
Priloga J:
Shema rodovnika konja 129 Bonadea XX V1 z oznako fenotipov
129 Bonadea XXVI
grahasta sivka
931 Bonadea XVII 596 Maestoso Allegra XXII S~
) . -~
sivka sivec ‘ss\
=" 1 S~
321 Favory Dubovina IV 741 Bonadea XII 45 Maestoso Bonavoja-45 358 Allegra XXII
sivec sivka sivec sivka
Priloga K:
Shema rodovnika konja 152 Wera XXII z oznako fenotipov
152 Wera XXII
sivka
766 Wera XII 596 Maestoso Allegra XXII S~
sivka sivec S~o
= 1 S~
188 Favory Sana | 465 Wera IV 45 Maestoso Bonavoja-45 358 Allegra XXII
sivka sivec sivka




Priloga L:

Shema rodovnika konja 158 Strana XI z oznako fenotipov

158 Strana XI
sivka

724 Strana |
sivka

”

45 Maestoso Bonavoja-45
sivec

001 Conversano Capriola XIV

sivec

342 Strana (Rama XXII)
sivka |

662 Conversano Wera lll
sivec

Priloga M:

Shema rodovnika konja 235 Pluto Samira X VIII z oznako fenotipov

235 Pluto Samira XVIiI
sivec

934 Samira XVIII
sivka

-
-

321 Favory Dubovina IV
sivec

082 Allegra XLVI
sivka

—
670 Capriola XIV
sivka

-
-

733 Maestoso Wera IV
sivec

843 Pluto Gaetana XV S~
sivec Sw~o
H S
730 Samira XVI 496 Pluto Dubovina VI 577 Gaetana XV
sivka sivec sivka
Priloga N:
Shema rodovnika konja 245 Allegra XLIX z oznako fenotipov
245 Allegra XLIX
sivka
738 Siglavy Steaka XI ~ ~
sivec S~o
1 S~
883 Allegra XLII 575 Siglavy Gaeta | 565 Steaka XI
sivka sivec sivka
Priloga O:

Shema rodovnika konja 282 Siglavy Capriola XXV z oznako fenotipov

282 Siglavy Capriola XXV

sivec

014 Capriola XXV
sivka

-
-

662 Conversano Wera Il
sivec

738 Siglavy Steaka XI|
sivec

49 Calcedona
sivka

bl
\§\
—
~
~o
~

1
575 Siglavy Gaeta |
sivec

565 Steaka Xl
sivka




Priloga P:

Shema rodovnika konja 402 Betalka IX z oznako fenotipov

402 Betalka IX
vrana sivka

029 Betalka XXIII
sivka

e
-

474 Conversano Thais IX
sivec

742 Siglavy Gaetana XV
sivec

\\\
-~

903 Betalka XVIII
sivka

1
575 Siglavy Gaeta |
sivec

Priloga R:
Shema rodovnika konja 331 Conversano Bonadea XXVI z oznako fenotipov

331 Conversano Bonadea XXVI

vranec

129 Bonadea XXVI
grahasta sivka

-
-

596 Maestoso Allegra XXII
sivec

931 Bonadea XVII

sivka

Shema rodovnika konja 345 Dubovina XXX z oznako fenotipov

345 Dubovina XXX
vrana sivka

6 Dubovina
sivka
-
706 Pluto Wera IV
sivec

751 Dubovina XXII

sivka

Shema rodovnika konja 355 Dubovina XXXI z oznako fenotipov

355 Dubovina XXXI
rjavka

969 Dubovina XXV
sivka

—-—
-

321 Favory Dubovina XXII

—~
~

577 Gaetana XV

sivka

010 Conversano Monteaura Xl S~
sivec S~o
i S~
662 Conversano Wera lll 735 Monteaura Xl
sivec sivka
Priloga S:
919 Siglavy Allegra XXVI S=o
sivec S~
1 ~~ ~—~
324 Siglavy V Africa 7 527 Allegra XXVI
sivec sivka
Priloga T:
502 Conversano Mara VIl 3 ~-
~ —
vranec ~
1 S~
115 Conversano Krabbe XIII 308 Mara VIl

751 Dubovina XXII
sivka




Priloga U:

Shema rodovnika konja 485 Conversano Wera XXII z oznako fenotipov

485 Conversano Wera XXII

sivec
1
152 Wera XXII 001 Conversano Capriola XIV ‘~§\
sivka sivec ‘~~\
= 1 S~
596 Maestoso Allegra XXII 766 Wera XII 662 Conversano Wera Ill 670 Capriola XIV
sivec sivka sivec sivka
Priloga V:
Shema rodovnika konja 532 Pluto Strana XI z oznako fenotipov
532 Pluto Strana XI
0Sivi vranec
158 Strana XI 235 Pluto Samira XVIII S~
sivka sivec S~o
=" 1 S~
001 Conversano Capriola XIV 724 Strana | 843 Pluto Gaetana XV 934 Samira XVIII
sivec sivka sivec sivka
Priloga Z:
Shema rodovnika konja 919 Siglavy Allegra XX VI z oznako fenotipov
919 Siglavy Allegra XXVI
sivec
1
527 Allegra XXVI 324 Siglavy V Africa 7 ‘~~\
sivka sivec ‘ss\
=" 1 S~
461 Neapolitano Capriola V 358 Allegra XXII 196 Siglavy IV Bona 48 Africa
sivec sivka sivec sivka
Priloga X:
Shema rodovnika konja 931 Bonadea XVII z oznako fenotipov
[931 Bonadea XVIl |
sivka
741 Bonadea XIlI 321 Favory Dubovina IV “~o
sivka sivec Sw~o
=" H S
575 Siglavy Gaeta | 485 Bonadea IV 236 Favory XI Bora | 21 Dubovina
sivec sivka sivec sivka




Priloga Y:
Shema rodovnika konja 934 Samira XVIII z oznako fenotipov

934 Samira XVIII
sivka
730 Samira XVI 321 Favory Dubovina IV ~-
R . ~o
sivka sivec S~
= 1 S~
575 Siglavy Gaeta | 579 Samira Xl 236 Favory Xl Bora | 21 Dubovina
sivec sivka sivec sivka
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