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SOUHRN

Kfizeni stoji na pocatku vzniku vsech plemen. Stejné¢ tak na pocatku vsech psich
plemen stoji vlk. Plemena ceskoslovensky a Saarloosiiv vicak jsou odvozena ze zamérného
kiizeni pravé vlka se psem - némeckym ovcakem. Z hlediska genetického vyzkumu
variability vi¢ich kiizenct jsou tedy pfihodnym materidlem pro studium. Pro sledovani miry
genetické ptibuznosti a variability uvnitf i mezi plemeny jsou vhodnymi markery vybrané
lokusy gonozomu X, protoze pii zrodu téchto plemen byli pouziti sam¢i 1 samici vI¢i jedinci.
Na zéakladé¢ tfi vybranych mikrosatelitnich markera (FH2548, FH2584 a FH2985), pouzitych
k podobnym tucéelim v ramci projektu Dog Genome Project a v iad¢ dalsich studii, byla
provedena charakterizace plemen z hlediska polymorfismii alel téchto SSR lokust, statisticka
analyza variability alel mezi plemeny, vyhodnoceni Grovné piibuzenské plemenitby v ramci
plemene ¢eskoslovensky vicak a posouzeni stupné heterozygotnosti populace.

Pti tfeSeni diplomové prace byla GspéSné optimalizovana metoda odbéru a izolace
DNA, amplifikace SSR lokusti FH2548, FH2584 a FH2985 a vybér vhodné metody pro
identifikaci polymorfismu téchto lokust.

Statistickymi analyzami byly stanoveny rozdily ve variabilité a distribuci alel vSech tfi
hodnocenych mikrosatelitnich lokusi mezi vybranymi plemeny. Pomoci shlukové analyzy,
Rogersova koeficientu genetické vzdalenosti a na zékladé¢ neparametrického x2 testu byla
potvrzena vyS$$i mira pfibuznosti mezi plemeny ceskoslovensky vi¢dk a némecky ovcak a to u
obou pohlavi. Byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami psi s extrémnimi
hodnotami koeficientu inbreedingu na zakladé hodnoceni zavislosti distribuce alel na hodnoté
koeficientu inbreedingu neparametrickym y’testem. Mezi skupinami zvitat rozd&lenymi podle

pohlavi a koeficientu inbreedingu, rozdily v distribuci alel zjistény nebyly.

Klic¢ova slova: vlk (Canis lupus), ¢eskoslovensky vi¢ak, némecky ovcak, Saarloosuv vI¢ak,
SSR markery gonozomu X, polymorfismus, koeficient inbreedingu, Rogersuv

koeficient genetické vzdalenosti



SUMMARY

The hybridization represents the origin of all breeds in the beginning. A wolf genome
plyed an key role in the origin of dog’s breeds. The Czechoslovakian Wolfdog and The
Saarloos Wolfdog breeds are derived from deliberate hybridization between the wolf and The
German Shepherd. These breeds are useful for studies in term of genetic research of wolf’s
hybrids variability. Because of the fact that male and female wolf individuals were involved
in the genesis of these breeds, chosen loci of X gonosom were used as appropriate markers for
monitoring the level of inbreeding and genetic variability between and within studied breeds.
Studied breeds were analyzed by using three selected SSR markers (FH2548, FH2584 and
FH2985) which were used for similar analyses during The Dog Genome Project and several
other studies. The characterization of breeds (according to polymorphism of alleles of these
SSR markers) was based on the selected SSR markers, as well as on the statistician analyses
of variability of these alleles between breeds, the level of inbreeding inside group of the
Czechoslovakian Wolfdog and level of heterozygosis of this population.

This thesis successfully optimized the sampling and DNA isolation, the amplification
of SSR loci FH2548, FH2584 and FH2985, and the selection of appropriate methods for the
identifying these loci polymorphism.

The differences in the variability and the distribution of alleles of three assessed
microsatellite loci between the selected breeds were determined by using statistical analyses.
A higher degree of relationship between breeds of the Czechoslovakian Wolfdog and the
German Shepherd was confirmed in both sexes by using cluster analysis, Rogers’s coefficient
of genetic distance and nonparametric y° test. Significant differencies among dogs groups with
extreme levels of inbreeding coefficient were detected according to results of nonparametric
¥* test. Differences of alleles distribution were not found between groups of animals which

were created according to sex and inbreeding coeficient.

Key words: wolf (Canis lupus), The Czechoslovakian Wolfdog, The German Shepherd,
Saarloos Wolfdog, SSR markers X-chromosome loci, polymorphism, coefficient

of inbreeding, Rogers coefficient of genetic distance
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1. UvOoD

Prvnimi z ¢eledi psovitych, doprovazejici cloveka, byli pravdépodobné vlci. Zpocatku
se sami piiblizovali k lidskym obydlim, protoze zde mohli nalézt lehce dostupnou potravu.
Avsak postupem doby se vlk stal nedilnou soucasti lidského spoleCenstvi. Protoze nebylo
mozné ochocit dospélé vlky, byla mala vicata odebirana z vi¢ich nor. Tento fakt miizeme
chapat jako pocatek domestikace toho zivoc¢isného druhu. Postupem doby se ptedchidci
dnesnich psich plemen stdvali lidskymi spole¢niky, pomocniky pii nahdnéni dobytka a
ochranci lidskych piibytki. Na zakladé téchto ruznych potfeb lidi zacala vznikat prvni
plemena, kde byl vik prvnim ¢lankem.

Dnes vici patii mezi ohrozena zvitata ale paradoxné psa domaciho, jeho piimého
potomka, je mozné nalézt v téméi kazdé domacnosti.

KfiZeni stoji na pocatku vyvoje vSech plemen. Vzdyt naptiklad pravé kiiZenim
karpatského vlka a némeckého ov¢aka vznikl Ceskoslovensky vi¢ak. I ve volné piirodé stale
dochazi ke kiizeni vlkli a nedomestikovanych psi. Tento proces se stal pfedmétem mnoha
studii a dovedl Slechtitele k myslence zdmérného kiizeni vlka se psy. Naproti tomu ve snaze
udrzeni standardu je nezbytné pafit jedince vramci jednoho plemene. Casto dochazi i
k piibuzenské plemenitbé. A pravé to ma za nasledek inbreeding a zvySovani homozygotnosti
plemene, ktera mize vést K inbreedni depresi a ke snizovani celkové zdatnosti, odolnosti a
fitness plemene.

Myslenka na ktizeni vlka se psy méla piivodné pouze navratit do vzniklé populace pst
cenné¢ geny a zvySit heterozygotnost populace. Stim je spojeno zvySovani Vvitality,
Zivotaschopnosti a vykonnosti. AvSak mnoho odpirct tvrdilo, ze vlci a kiizenci psa s vikem
nejsou domaci psi a vyuziti vytouzenych gent vlka pro ,regeneraci psa domaciho pfi
zachovani jeho vlastnosti osvédcenych od praddavna neni v soucasné dobé chovatelsky mozZné.
Zaznamu o takovém kiiZeni bylo velmi malo a ktiZence popisovalo jako psy nespolehlivé az
agresivni. Mozna i z diivodu vyvrétit toto tvrzeni byl v 50. letech dvacatého stoleti v Ceské
republice zahajen pokus kiizeni vi¢ice a némeckych ovcakt chovatelské stanice Pohrani¢ni
straze v Lib&jovicich.

Postupem casu se béhem tohoto kiizeni zacaly objevovat i snahy o vytvofeni nového
plemene odvozeného od vlka. V tehdejsi Ceskoslovenské republice tak vzniklo plemeno
Cesky vi¢ak, dnes znamé jako Ceskoslovensky vi¢ak. Nezavisle na tomto kiiZzeni se podobny
proces odehraval ve stejné dobé v Holandsku, za ucelem vyslechtit vodici psy pro nevidomé.
Dochazelo ke kiizeni sibifskych vlkd s némeckym ovcéakem. Jedinci vznikli timto kiiZenim
dali zaklad novému plemeni Saarloostv vicak.
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Ob¢ tato plemena jsou tedy potomky vlkli a jsou si exteriérové velmi podobna. Na
zéklad¢ toho neni mozné stanovit jejich miru pfibuznosti pouze na zaklad¢ fenotypovych
vlastnosti. V poslednich letech se velmi rozsifilo pro tento druh vyzkumu pouzivani
genetickych markert, které nepodléhaji modifikacnim vlivim vnéj$iho prostiedi. Jednim
Z nich jsou mikrosatelitni markery.

Mikrosatelity jsou tandemové se opakujici useky DNA, kdy kazdy jedinec ma dvé
kopie mikrosatelitu (dvé alely). Jedna je zdédénd po otci, jedna po matce. Velikost
mikrosatelitu, ¢imz je myslen pocet opakovani, je dédi¢nd. Kazdy jedinec se odliSuje od
ostatnich v poCtu opakovani téchto repetitivnich sekvenci a tato variabilita je jednoduse
urcitelnd. Jednotlivé alely genomu, délka repetice, mohou byt snadno zjiStovany pomoci
amplifikace metodou PCR s pouzitim dvojice oligonukleotidovych primerti ohranicujicich
mikrosatelitni lokus, a porovnavani délky amplikoni gelovou elektroforézou. Vysetieni
zaloZzené na mikrosatelitech je relativné jednoduché a levné, a proto velmi populérni.

Mikrosatelity se v poslednich tficeti letech staly velmi ¢asto vyuzivanymi genetickymi
markery pii studiu piibuzenskych vztahi a populacné-genetické struktury volné Zijicich
zivocicht, pfi posouzeni variability mezi plemeny mezi sebou, mezi plemeny a vlky ¢i vi¢imi
kiizenci.

Pro detekci variability je mozné pouzit materialné (mitochondrialni DNA), paternalné
(Y chromozom) a bipaternélné zdédéné markery (autonomy nebo mikrosatelity gonozému X)

Cilem této prace bylo optimalizovat pouziti pravé mikrosatelitnich markert
lokalizovanych na gonozomu X, které se nasledné vyuzily k hodnoceni variability a stupné
ptibuznosti plemen odvozenych od vlka, jako je ¢eskoslovensky vicak a Saarloostiv vicak.
Zaroven se posuzoval stupen ptibuznosti S némeckym ovcéakem, ktery stal spolecné s vikem u

vzniku téchto plemen spole¢né s vikem.



CIiL PRACE

Cile diplomové prace vychdzeji z nasledujicich védeckych hypotéz:

. Ceskoslovensky a Saarlostiv vicdk ptredstavuji plemena odvozena ze zdmérného

ktizeni mezi vlkem a psem. Z hlediska genetického vyzkumu jsou vhodnym modelem
pro studium variability kiizenci vlka a psa v domestikované forme¢. Obé plemena
nepatii mezi Siroce rozsifend a proto lze hypoteticky predpokladat, ze jejich genom
muze byt ovlivnén inbreedingem.

Na vzniku obou plemen se kromé némeckého oveaka podileli samci i samice vika
obecného (Canis lupus). Gonozoémy X u obou plemen tudiz mohou byt psiho i vI¢iho
puvodu. Vyslechténi ¢eskoslovenského a Saarloosova vi¢dka na zakladé zamérného
ktizeni vlka a némeckého ov¢aka muze teoreticky predstavovat rozsifeni variability
sekvenci DNA lokalizovanych na gonozému X.

Mikrosatelitni markery charakterizuji nekodujici sekvence genomu a jejich
polymorfismy jsou vhodné k posouzeni variability uvniti i mezi plemeny pst.

Stupent piibuzenské plemenitby je mnohdy zavisly na rozsahu populaci — plemen
v disledku opakovaného ptibuzenského kiizeni. Teoreticky dochazi k homozygotizaci
genofondu a ve spojitosti se selekci fizenou ¢lovékem muze hypoteticky dochéazet ke

snizovani polymorfismu alel SSR lokust.

Konkrétni cile diplomové prace je mozné shrnout do néasledujich bodi:

Ziskat vzorky populace ¢eskoslovenskych vi¢akl (113 jedincti), Saarloosovych vi¢aki
(25 jedinci) a némeckych ovcakt (57 jedinct)

U vySe uvedenych zéstupcli plemen izolovat genomickou DNA ze stérti bukalnich
sliznic a nasledné ovéfit jeji kvalitu a kvantitu

Optimalizovat PCR amplifikaci markerd mikrosatelitnich lokustt FH2548, FH2584 a
FH2985 s cilem maximalizovat specifi¢nost amplifikace

Optimalizovat elektroforetickou separaci SSR markert s vyuzitim sekvenacni
polyakrylamidové elektroforézy

Vyse uvedend plemena (celkem 200 jedincti) charakterizovat z hlediska polymorfismt
alel SSR lokust FH2548, FH2584 a FH2985

Statisticky analyzovat rozdily ve variabilité alel hodnocenych mikrosatelitnich lokusii

mezi plemeny ¢eskoslovensky vi¢ak, némecky ovcak a Saarlostiv vicak



e U plemene ceskoslovensky vI¢dk vyhodnotit troven piibuzenské plemenitby na

zakladé koeficientu Fx

Provést statistickou analyzu na principu neparametrického y’testem s cilem ové&fit

vztah mezi distribuci alel vSech tfi mikrosatelitnich lokust a hodnotou koeficientu
inbreedingu Fx



3. LITERARNI RESERZE

3.1. Vyvoj psovitych

V pozdnim Paleocenu a na zacitku Eocenu se v severni Americe a Evropé objevil
zastupce rodu Miacid. Uz u néj se objevily ostré, na trhadni prizpiisobené, zuby
charakteristické pro fad Carnivora. Miacid se vyskytoval v raznych velikostech. Nejmensi se
podobaly malym lasi¢kam, ti v&tsi liskdm &i malym pstim. Zil v lesich a lovil pomérné malé
koftisti. Z linie Miacid se vyvinulo mnoho, mozna i vSichni zastupci fadu Carnivora (Wang a
Tedford, 2008) a je tudiz povazovan za prvniho spole¢ného prapiedka psovitych. Miacis je
povazovan za spole¢ného piedka pro vlka, kojota a Sakala. Tito maji také shodny pocet
chromozému (78). Mezidruhovym kiiZenim tak vznikalo plodné potomstvo, které se mezi
sebou snadno pafilo (Pokorna, 2007).

Pied 3040 mil. let se z rodu Miacid vyvinula psovita Selma Cynodictis, ktera jiz
travila vétSinu Casu na zemi. Byla to prvni skute¢na psovitd Selma, ze které se vyvinul predek
vlkii (mé€l jiz stejny pocet zubl jako vlk), pst a liSek Tomarctus. Tento prapiedek psa se
nejvice podobal nékterym dnesnim ovcakim. Tomarctus — zil priblizné pred 20 miliony lety,
byl veliky asi jako liSka. Na zaklad¢ archeologickych kosternich ndlezli je povazovan za
nejstarsiho ,,prapsa“ (Pokorna, 2007). Dnes je vSak pfednimi paleontology (Wang a Tedford,
2008) dokéazano, ze Tomarctus se na pifimém vyvoji psa domaciho nepodilel, jednalo se pouze
o slepou vyvojovou vétev. Jako predka reten¢nich psovitych Selem Wang a Tedford (2008)
bere Leptocyona. Paleozoolontologové se domnivaji, Ze ¢eled’ psoviti byla reprezentovana
dvéma zaniklymi rody (Hesperocyoninae a Borophaginae) a jednim piezivs§im Canis. Tyto
rody se zacaly vyvijet pfed 40 miliony let v severni Americe. Pted 7 — 8 miliony let se druhy
rodu Canis dostaly do Eurasie. Prvni znamy zastupce rodu Canis, velikosti lisky, Leptocyon je
Z obdobi brzkého Oligocenu (pfed 32 — 30 miliony let). Pozdéji ve stfednim Miocénu (pied 20
— 10 miliony let) se objevil jedinec velikosti Sakala Eucyon. Na konci Miocénu (pied 5 — 6
miliony let) Eucyon kolonizoval Evropu. Béhem pozdniho Pliocenu a Pleistocénu (pied 1,5 —
2 miliony let) jedinci rodu Canis kolonizovali Evropu, Asii a Afriku a pravé toto rozsifeni
dalo moZnost vzniku vlkim, dhoulim (asijskym divokym psim) a divokym psim.
Euroasijsky Canis etruscus a dalsi potomek (Canis mosbachensis) jsou povazovany za predky
Sedych vlka (Canis lupus), dhoult a africkych divokych pst. V Eurasii a Africe se vici
objevili pted 130 000 — 300 000 let. Vici i kojoti byli velmi odolni proti vlivim prostiedi a
podle archeologickych zaznamu jejich morfologické vlastnosti, kromé zmény velikosti téla a

chovéni, zlstaly prakticky nezménény az dodnes (Miklosi, 2007).
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Rod Canis zahrnuje 34 znamych druhti. Témi nejznaméjSimi jsou Sakal pruhovany
(Canis adustus), sakal obecny (Canis aureus), kojot (Canis latrans), Sakal ¢abrakovy (Canis
mesomelas), vlk ¢erveny (Canis rufus), vicek etiopsky (Canis simensis), vlk obecny (Canis
lupus) a pes domaci (Canis lupus), které divergovaly béhem poslednich 10 miliond let
(Wayne et al., 1997).

Fylogenetické vztahy jsou zjistované srovnavaci analyzou DNA vzorka existujicich
druhii. Fylogenetické stromy vygenerované na zakladé mitochondridlni DNA (2001 para bazi
dlouha sekvence kodujici protein) (Wayne et al., 1997) a jaderné DNA (oba exony a introny
predstavujici variabilni useky) (Lindblad-Toh et al., 2005) poukazuji na blizkou piibuznost
mezi vlkem (psem) a kojotem a jejich africkém piivodu a naopak rozdily mezi Sakalem,
etiopskym Sakalem a dhoulem (Miklosi, 2007).

Dal$im bohatym zdrojem informaci o minulosti psa jsou vysledky Dog Geonome
Project , jehoz cilem bylo osekvenovat cely genom psa (asi 2,4 x 10° part bazi DNA) a ktery
byl publikovén v roce 2005. Prace umoznila pfesnéjsi rekonstrukci demografické minulosti
psa, na které se vyrazné podepsalo vyznamné zmenSeni velikosti populace v zacatcich

domestikace (pied 7 000 - 50 000 generacemi) (Lindblah-Toh et al. 2005).

3.2. VIk obecny (Canis lupus)

3.2.1. Taxonomické zarazeni v zoologickém systému

Vik obecny (Canis lupus) (ptiloha 1) se fadi do tfidy savcu (Mammalia), podtiidy
zivorodi (Therie), nadiadu placentalové (Placentalia), fadu selmy (Carnivora), ¢eledi psoviti,

rodu Canis, druhu Canis lupus (Lastavka et al., 2001).

3.2.2. Rozs§ireni viki

Pivodné byli vici nejvice rozsifeni savci na svété (Sillero-Zubiri et al., 2004).
Pivodné byl rozsifen v celé holoarktické ti8i od tundry po polopousté (kromé africké casti),
nyni je na vét$in¢ arealu vyhuben (Lastivka et al., 2001). Dnes je vlk celosvétoveé kriticky
ohroZeny druh. Jejich pivodni pocet na celém svété byl snizen asi na 1/3 a to predev§im v
rozvinutych oblastech Evropy, Asie, Mexika a Spojenych statt (pfiloha 2). Zhruba od roku
1970 je vlk pod pravni ochranou. V roce 2004 bylo podle Sileero-Zubiri et al.(2004) v Polsku
pozorovano stabiln¢ okolo 600 jedincti, na Slovensku 350 az 400 jedinci, v Mad’arsku vice
nez 50 jedinct a v Rumunsku se stav zvySoval z 2500 jedincti. Ve vSech jmenovanych statech
je vlk chranény statem. O populaci v Rusku a v Ciné nejsou piesné informace, ale podle

Sileero-Zubiri et al. (2004) je v Rusku asi 50 000 jedincii a v Ciné je to okolo 6000. V Rusku
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je spise tendence stavy vlki snizovat, v Cing je sice chranén statem, ale lov neni trestny.
V Italii byla populaci tamnich vlkt sledovana Lucchini et al. (2002) v ramci vyzkumu
genetické diverzity.

Zhruba od roku 1995 ziji vici jiz stale na pomezi se Slovenskem a centralni oblasti
Moravskoslezskych Beskyd. V letech 2000 — 2001 se zde, na Javornikach a ve Vsetinskych
vrsich vyskytovala jedna az tfi mensi sme¢ky (Cerveny et al., 2000, 2001, Bartoova 2001).
Ojedin¢le mohou migrovat i do oblasti Jesenikd. Nova castéj$i potvrzeni vyskytu vlka na
Sumavé se pravdépodobné tykaji také migranti z Karpat (piipadné z dinarskych pohoii) &i
jedinci ze zajeti, nebo se jeSté¢ vztahuji ke kratké epizodé uniku vI¢i smecky ze zoo
v Néarodnim parku Bavorsky les v zim¢ 1975 — 1976. Tehdy uniklo osm vlk, ktefi byli
postupné uloveni v Bavorsku, ale i Vvjiznich a zapadnich Cechach. Zajimavé vsak stale
zustava, ze celkovy pocet opétné chycenych a ulovenych jedinct byl vyssi nez pocet jedinci,
ktefi unikli. Neda se tedy vylougit tehdejsi moznost rozmnozovani vlki na Sumavé (Bufka et
al., 2004). Celkova pocetnost populace v Ceské republice se odhaduje na 5 az 17 kusd
(Boitani, 2000, Cerveny et al. 2001).

3.2.3. Charakteristika druhu

Zoologicka systematika rozliSuje 13 — 16 poddruhi vlka. Nejrtiznéj$i Zivotni
podminky daly vzniknout rizné konstituci, odliSnostem ve stavbé téla, tvaru hlavy, kvalité i
barvé srsti, takze se dnes setkavame s vlky o vaze od 25 do 80 kg, od 55 cm do 80 cm
kohoutkové vysky, s protdhlou 1 kratkou hlavou, s hustou srsti od 2000 do 6000 chlupt na 1
cm?, od bilé barvy az po Eernou (Findejs et al., 1998). V porovnani s dosp&lym némeckym
ovéakem maji celkovy vzhled a proporce pfiblizné stejné. Vyjimkou jsou delsi vI¢i nohy,
vetsi chodidla, kratsi usi, Sikmé oci, svisle neseny kratsi ocas a dlouhd zimni srst s chomacem
chlupt na brad¢ (Sillero-Zubiri et al., 2004).

Nejznaméjsi je vlk euroasijsky (Canis lupus lupus), polarni (Canis lupus tundrorum),
sibifsky (Canis lupus altaicus).

Teritorialita — vytvareni a respektovani teritoria — je vlastni vSem predatorim (Selmam,
dravcim) a velmi G¢inné reguluje pocet téchto zvitat v krajiné (Hartl a Jedlicka, 1996).
Teritorium je velké 75 - 2 500 km? v zavislosti na mnoZstvi kofisti a byva ohraniovano
pachovymi znackami, vytim i ptfimym zabijenim (Sillero-Zubiri et al., 2004). VI¢i par, ktery
nema teritorium, nemé ani mlad’ata. Pocet teritorii v krajiné je omezeny; pocet vi¢ich rodin,
které mohou kaZdoroéné odchovat vlc¢ata, je imérny UzZivnosti krajiny (Hartl a Jedlicka,

1996). Mimo obdobi rozmnoZovani neni zivot vlkii vazan k urc¢itému mistu.
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VIk je zvife zijici spoleCensky. Nebylo by psi v€rnosti ani lasky k lidem, kdyby
predkové psa, vici, zili samotarsky. Zakladnim spolecenstvim vlkl je smecka, zpravidla
tvofena jednou rodinou (Findejs et al., 1998). V jedné smecce mulze zit az 36 jedincu, ale
obvykle je to 5 - 12 ¢lent (Sillero-Zubiri et al., 2004). Smecka vlkiim zajistuje bezpecnost,
vetsi uspesnost lovu velkych zvirat, vychovu mlad’at a ochranu lovist. Kazdy clen zde ma
misto a vidce smecky je vyrazné respektovan. Na rozdil od divokych pst se ve vICi smecce
vytvareji vlastné dvé linie hierarchické struktury — jedna mezi samci, druha mezi samicemi.
Na vrcholu stoji rodicovsky par, dominantni vlk a vlcice, zijici monogamné¢. Vlk udrzuje
poradek mezi ostatnimi samci, vi¢ice (pfiloha 2) si hlida podfizené samice (Hartl a Jedlicka,
1996).

Chovani vlkii je urovano jednak vrozenymi vlastnostmi a jednak zkuSenostmi a
odpozorovavanim od ostatnich ¢lenti smecky. K navyknuti na nové podnéty, které jej ptimo
neohrozuji, pottebuje vlk az dvacet dni. Jsou-li tyto podnéty spojeny se ziskanim potravy,
sta¢i mu k pfivyknuti ¢tyfi az pét dni. Na podnéty, které jej ohrozuji, mu staci jedna az dvé
zkuSenosti. Tim se vysvétluje, Ze v prostredi, kde clovek vlka pronésleduje, se vlk ¢lovéku
vyhyba. Naopak tam, kde je ¢lovék pro vlka pouze novym podnétem, je vI¢i chovani
uréovano ziskanou zkuSenosti. Ta miize byt negativni, pokud ¢lovék na vlka zatoci, nebo
pozitivni, pokud vlkovi pouze piekaZi v navyklém zptsobu Zivota.

Zajimavé jsou poznatky z vychovy vlka v zajeti. Pokud byla vicata ziskdna v dobé do
21. dne jejich stafi a byla chovana oddélené, jejich chovani se ptiblizovalo chovani stejné
starych Sténat. Pokud byla vicata chovadna spole¢né, byla zavisld jedno na druhém a jejich
vztah k ¢lovéku se vytvaiel velmi pomalu a nikdy nebyl pevny. Z toho bylo odvozeno, Ze
vicatim je nediivéra vrozena a tim i opatrnost k novym podnétim. Tato nedivéra se velmi
rychle upeviiyje, jakmile se vice sezndmi s chovanim starSich ¢lent smecky.

Z historického hlediska byl vlk vyznamnym lidskym nepfitelem, kterého se ho bali,
prondsledovali ho a chtéli ho vyhubit. Byl to jejich potravni konkurent. VétSina kultur
pouzivala jeho kozich jako obleCeni. Ochranné opatieni zacala byt pfijimana az od roku 1970,
ale v nékterych asijskych zemich dodnes chybi (Sillero-Zubiri et al., 2004).

Vik je pfedkem domaciho psa (pfiloha 4). K jeho domestikaci doslo pfed vice jak
deseti tisici let. Dodnes se pouziva k ,,vylepseni® genetickych vlastnosti nekterych plemen
pst. KfiZzenim némeckého oveaka a vlka vzniklo plemeno ¢eskoslovensky vi¢ak, vySlechténé

Vv druhé¢ poloving dvacatého stoleti. Zastupci tohoto plemene maji 25 — 30% vIc¢i krve.



3.3. Sakal obecny (Canis aureus)

3.3.1. Charakteristika druhu

Sakalové, ktefi jsou pravdépodobné potomci se zaniklého Canis arnensis, piedstavuje
vétsinu jiznich druhtt (Miklési A., 2007) a patii mezi blizké ptibuzné psa.

Sakal je povazovan za nejtypictéjsiho zastupce rodu Canis. Patii mezi stiedné velké
psovité Selmy, mezi pohlavim muze byt az 12% hmotnostni rozdil (Sillero-Zubiri et al.,
2004). Sakal méa t&lo dlouhé az 80 cm, vysku v kohoutku 45 — 50 cm a ocas V délce
maximaln¢ 30 cm. Zakladni zbarveni je zlatozluté, na hibeté prechdzi v tmavy pruh, hlava a
krk mohou byt rezavé ¢ervené a hrdlo s biichem az bil¢. Dospély jedinec md hmotnost 10 —
15 kg. V porovnani s liskou se $akal jevi jako kratsi, na vysSich bézich a s kratkym ocasem.
Popsané znaky by mély stacit k rozliSeni lisky a Sakala v pfirod€¢ i praimérné zkusenému
pozorovateli. Spolehlivé rozliSovaci znaky najdeme na lebce dospélych jedincti. Na rozdil od
1i8¢1 lebky je lebka Sakala masivnéjsi a SirSi s krat§i nosni ¢asti.

Zaménit lebku Sakala s lebkou vlka neni vzhledem k velikosti obou druhi mozné, a to
ani v ptipad¢, ze bychom porovnavali lebku dospélého Sakala a mladého vlka. Vzdy budou
patrné rozdily ve velikosti lebky nebo stupné zkostnaténi (osifikace) lebecnich §vi, popf.
V pfitomnosti mlééného chrupu.

Velmi snadna vSak mlzZe byt zdména lebky Sakala s lebkou psa, a to predevSim diky
vyznamné velikostni a tvarové rozmanitosti psich lebek, pfedevsim kiizenct riznych plemen.
Spolehlivym znakem pro rozliSeni Sakali a psi lebky je vyrazny nepferuSovany prstenec
zuboviny na posledni stoli¢ce, ktery je u psa vzdy preruSovany a méné vyrazny nez u Sakala.

Naprosto jedineénym a pro urCeni $akala typickym znakem jsou srostla btiska dvou
prostiednich prstii na prednich bézich, ktera je dobfe patrna i ve stopach. Jiné psovité Selmy
tento znak nemaji (Koubek et al., 2008).

Sakal obecny patfi k nemnoha evropskym druhéim savci, u nichz jsme v poslednich
desetiletich zaznamenali vyznamnou pozitivni zménu ve velikosti arealu rozsifeni (Koubek et
al., 2008). Nyni je mozné jej nalézt na tizemi Severni Afriky az po Tanzanii a Nigérii,
jihovychodni Evropy, jizni Asie az po Thajsko (pfiloha 5). Jenom v Indii je minimaln¢ 80 000
jedincti, coZ neni velké prekvapeni vzhledem k tomu, Ze zhruba 19% tzemi Indie jsou lesy,
které jsou pro Sakaly vhodnym obydlim (Sillero-Zubiri et al., 2004). Nalezem samce $akala u
Podoli (19.3.2006) byl kone¢né dolozen vyskyt tohoto druhu psovité Selmy také na tizemi
Ceské Republiky (Koubek et al., 2008).



3.4. Pes domaci (Canis lupus familiaris)

3.4.1. Taxonomické zarazeni

Pes domaci (Canis familiaris) se fadi do tfidy savci (Mammalia), podtiidy Zivorodi
(Therie), nadfadu placentalové (Placentalia), fadu Selmy (Carnivora), ¢eledi psoviti, rodu

Canis, druhu Canis lupus familiaris (Lasttvka et al., 2001)

3.4.2. Puvod Psa domaciho

Pravdépodobné jiz lidé starSi doby kamenné, tedy pted 12 - 15 tisici lety, ziskavali tak
¢i onak vI¢i $ténata - pravdépodobné cely vrh - a ochocili si je (Bielfeld, 1996). O tom
vypovidaji také archeologické nélezy, podle nichz lze s urcitosti potvrdit pfitomnost vlka v
blizkosti lidskych ptibytka (Pokorna, 2007).

Pes domaéci je nejvice fenotypové riznorody savéi druh s rozsahem velikosti téla od
malé Civavy az po velkou dédnskou dogu. Tyto rozdily ve velikosti a stavbé téla mezi plemeny
jsou ve€tsi, nez mezi jednotlivymi druhy rodu Canidae. Velké rozdily jsou také v chovani a
fyziologii. Proto se nabizi otazka, zda je tato rozmanitost podminéna odliSnym pivodem.
Poznatky z evolu¢ni historie psa domaciho a jeho vztaht k divokym psovitym Selmadm nam
umoziuji tuto otdzku osvétlit. Psi maji unikatni a velmi rtiznorody geneticky rodokmen. Z
téchto genetickych dat vyplyva, Ze pes byl domestikovan z vlka zhruba pied 100 000 lety
(Ruvisky a Sampson, 2001).

V chovani a morfologii mezi stovkami plemen doméaciho psa existuji velké rozdily.
Rada t&chto plemen vznikla v prib&hu nékolika poslednich set let. 1 pfes znagnou
meziplemennou genetickou stejnorodost jsou mezi plemeny vyrazné fenotypové rozdily.
Proto je studium psi genetické informace a dédicnosti vyznamné pro srovnavani evolu¢ni
biologie genetické informace a studium lidskych dédi¢nych chorob. Zmapovani genomu
odhalilo mikrosatelity vhodné pro mapovani celé¢ genetické informace. Pracovnici vyzkumu
jsou tedy dnes schopni vyuzivat psi genetickou informaci pro rizné druhy genetickych studii

(Greer et al., 2003).

3.4.3. Domestikace psa

Neni zaddna nahoda, ze jako prvni byl domestikovan vlk — Selma s rozvinutym
socialnim citénim a dobrou pfizplsobivosti k ostatnim bytostem (Miklési A., 2007). Pes
domaci byl domestikovéan z vlka vicekrat v rtiznych oblastech jeho rozsahlého areédlu. Plodné
se pafil nejen s vlkem, ale i se $akalem a jinymi druhy rodu Canis (chybéla reprodukéni
bariéra). Aktivné sledoval Clovéka, pfipojoval se k nému (odpadky), akceptoval ho jako
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nadfazeného Clena smecky (autodomestikace), jeho Sténata byla uméle odchovana. Pomahal

¢loveéku pii lovu, ochrané 1 obran€, pozdéji slouzil k hlidani stdd, misty byl a dosud je chovan

pro maso. Ze zdivocelych psit v Australii vznikla vyraznd forma, dnes povazovana za

samostatny druh dingo (Canis dingo) (Lastavka et al., 2001).

Z tohoto obdobi se naslo pii archeologickych vykopavkach velké mnozstvi

zachovalych koster riznych druht psitt (Pokornéa, 2007). Jeden z prvnich zdznami o psovi

domacim je z lzraele, z obdobi asi pied 12 000 lety (Miklosi A., 2007). Z toho 1ze odvozovat

puvod dnesnich plemen. Evropsti psi jizni jsou jiného ptivodu nez psi severni a obé skupiny

ziejmé nepochazeji z Evropy (Pokorna, 2007). Ve vykopavkach pravékych sidlist’ nachazime

rizné druhy pst, z nichz pak odvozujeme piivod dnesnich plemen:

Canis familiaris palustris rutimer — pes bazinny (raselinny)

- vykopavky potvrdili, Ze je to potomek vlka, kterého si lidé velmi davno ochocili
(Bielfeld, 1996)

- je povazovan na prapiedka teriérti, pinc, kniract, grifonkt, Spicti, ¢ivav, severskych
pst, mexickych nahacl. Za nejvétsiho z potomkil psa bazinného jsou povazovéna i
plemena, ktera vznikala v 19. stoleti, a to dobrman, erdelteriér a velky knira¢

Canis familiaris intermedius — pes popeli$tni

- je povazovan za prapiedka dnesnich ras: bladhoundti, honict, jezevcéikl, Spanéld,
retrievrd, ohafd, setrd, beagll, foxhoundd, pudli, pekinézi a maltézskych psikl

Canis familiaris inostranzewi

- potomky tohoto psa jsou seversti tazni psi husky, severska lovecka plemena pst —
gronsky pes, norsky losi pes, keeshound, vSechny lajky, eskymacti psi a samojedi,
buldoci, buldocci, boxeti, novofundlandi, leonbergti, bernardyni a salasnicti psi

Canis familiaris decumanus

- povazuje se za pfedka dnesSnich dog

Canis familiaris leineri

- potomky tohoto psa jsou chrt staroegyptsky, afgansky chrt, barzoj, saluka, sluga,
irsky vlkodav, deerhound, greyhound a vipet

Canis familiaris matris optimae — pes bronzovy

- je povazovan za praotce ovcackych pst, mezi néz patii némecky ovcak, belgicky
ovcak, skotsky ovcak (kolie), ¢uvac, komodor, bobtail, puli, briard, velSkorgi, Seltie

(Pokorna, 2007).
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3.4.4. Puvod plemen

VIk byl piivodné rozsiten po vétsiné Eurasie a Severni Ameriky. Na té obrovské plose
vytvoftil spoustu zemépisnych ras (presnéji poddruhil), které se od sebe napadné lisi velikosti i
zbarvenim. Dokonce i mezi ¢leny jedné smecky, ba i1 v jednom vrhu najdeme zvitata vlkoSeda
1 hnéda, piskova, bila, tmavosedd a dokonce i Cerna. Tento fakt je zakladem nesmirné
proménlivosti a schopnosti vytvaret mutace, kterd je pstiim vlastni. Po zdomacnéni psa si zacal
cloveék vybirat podle vlastniho pfani. V nékolika malo ptipadech se az do dne$ni doby
dochovala plemena, ktera byla velmi specializovana a dodnes si uchovavaji svlij ptivodni raz
(Bielfeld, 1996).

Na evropském kontinenté a ve vétSiné zemich svéta ma dominantni postaveni
Mezinarodni kynologicka federace (FCI), k niz patii i ¢eské kynologické organizace. Uznava
300 plemen, které déli do 10 skupin nejen podle pracovniho zaméteni, ale i podle ptivodu a
genetickych znaki.

Rozdéleni jednotlivych plemen do 10. skupin dle FCI od 1.1.1990 :
1. psi ov€acti, pastevecti, kromé Svycarskych salasnickych psi

2. pinCové, kniraci, dogoviti psi a Svycarsti salaSnicti psi

3. teriéfi

4. jezevcici

5. 8pici a primitivni plemena

6. honici a barvari

7. ohafti

8. retrivfi, slidi¢i a vodni psi

9. spolecensti a doprovodni psi

10. chrti a pfibuzna plemena (Pokorna, 2007).

3.4.5. K¥izeni psa (Canis familiaris) a vlka (Canis lupus)

Navzdory dlouhé evoluci Canis a odlouceni psi a vlkd je pafeni mezi nimi stale
mozné (Miklési A., 2007). VSechny druhy rodu Canis jsou tzce piibuzné (Wayne et al.,
1997), mohou se ktizit a produkovat plodné potomstvo (Vila a Wayne, 1999). Béhem
poslednich 100 000 let se domestikovani psi n¢kolikrat kiizili s vlky, ze kterych pochazeji
(Vila et al., 1997). Toto ktizeni mize piedstavovat pro ohrozené jedince problém, jediné
pokud dojde k naruSeni genetické integrity. Kiizeni vlki se psy ve volné piirod¢ je
pozorovano pomérn¢ cCasto, ale zaznaml ve védecké literatuie neni mnoho. Nicméné

dokumentace této hybridizace je dulezita (Andersone et al., 2002) pro zachovani vI¢i
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populace a né&kterych vzacnych ¢i ohroZenych druhd. Napiiklad vicek etiopsky (Canis
simensis), ktery patii mezi nejvice ohrozené druhy na zemi (Vila a Wayne, 1999).

Ke kiizeni dochazi nejCastéji v oblastech, kde se vlci vyskytuji v blizkosti lidskych
sidel, v oblastech s malo pocetnou populaci vlki, ale naopak s velkym vyskytem domacich a
divokych psi (Vila a Wayne, 1999) a u taznych pst na AljaSce, kde nejsou pod stalou
kontrolou ¢lovéka. Tady vznikne naprosto volné, lidmi neovlivnéné partnerstvi a nutno fici,
Ze pii tomto pafeni je ve vétsiné piipadi sam¢im partnerem vlk, nebot’ pes nema zadnou Sanci
porazit vl¢i smecku a oplodnit vi¢ici (Réber, 1993).

Kftizeni evropské populace Sedych vlkii s domacim psem vyvolalo fadu znepokojeni
(Vila a Wayne, 1999). Uz i Charles Darwin, zakladatel evolu¢ni teorie, k tomu fika: ,,Ktizeni
vymazava vynikajici vlastnosti obou rodiovskych ras. To co stvofi, je bastard, jehoz
charakterem je bezcharakternost (Riber, 1993). Vila a Wayne (1999) zhodnotili zdédéné
mitochondrialni a biparentalni markery u psti a volné zijicich vlka. Hybridi pes - vlk byli
pozorovani v pfirodé¢ a k zadné introgresi markerti psa do populace divokého vlka zatim
nedoslo. Hybridizace zda se neohrozuje zachovani ohrozené populace vlkl. Fyziologické
rozdily mezi domacimi psy a vlky jsou stale dostatecné velke, takze je nepravdépodobné, ze
by doslo k pareni a piezivani hybridniho potomka ve volné ptirode¢.

Vlci jsou skutecni prapsi, vitdlni, plni Zivotni energie, nesmirné¢ odolni, vykonni a
zivotaschopni. Co je vice nasnad€ nez postavit Cistokrevného psa, tryznéného dédiCnymi
defekty a degenerovaného, na nohy s pomoci kiiZzeni s vlkem diky jeho prapivodni pfirozené
vitalité? Leendert Saarloos, holandsky kynolog, si to myslel. Chtél vySlechtit skrznaskrz
zdravého, vykonného uzitkového psa. Proto pted druhou svétovou valkou spafil svého
némeckého ovcaka s vi¢ici Fleur a Slechtil nékolik generaci kiizenct za sebou. Plemeno bylo
pojmenovano saarloos wolfhonden. Stala se z nich skute¢né nadherna zvifata, pro laika sotva
odlisitelna od vlkt. OvSem kdyz pfijde takovy krasavec a clovék jen luskne prsty, vétSinou
uskoci jako plachy srnecek. Tato plachost, jeho averze vici nuceni zptlisobila ztroskotani
Saarloosovy myslenky superuzitkového psa. Jen skutecny domaci pes, obzvlast ovcak, ma
prave diky tisicileté selekci chut’ tésné spolupracovat s ¢lovékem, schopnost podridit se tlaku
(Wachtel, 1998).

V tehdejsim Ceskoslovensku se tidaje o kiizencich vlka a psa, v dostupné literatufe,
tykaly pouze kiizencli prvé generace. VSechny udaje popisovaly kiizence jako Spatné psy,
v chovani agresivnéjsi nez vlky (Hartl a Jedlicka, 1996). Podobné myslenky jako Saarloose
pfimély Ing. Karla Hartla v byvalém Ceskoslovensku, aby v roce 1955 provedl takové kiizeni

v chovatelské stanici pohrani¢ni straze (Wachtel, 1998). Cilem ktizeni bylo zjistit co nejvice o
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chovani vlka v zajeti, jaké je plodnost jeho kiiZzenct se psem, jaka je biometrie vlka a jeho
kiizencu, jaky je rozdil v aktivité vlka, kiizenct a psa, jak se 1isi vrozené vlastnosti u kiizenci
a jak ziskavaji zkuSenosti (Hartl a Jedlicka, 1996). Cilem bylo zjistit co nejvice jak po strance
genetické, tak po strance fyziologické a anatomické (Findejs et al., 1998).

V Americe né¢ktefi chovatelé své psy kiizily pro zlepSeni fyzické kondice. Ve
Spojenych statech je vice nez 10 000 kiizenci vlk - pes. Toto kiizeni ma pocatky v davné
historii: archeologické poziistatky z Wyomingu ukazuji, ze k této hybridizaci dochazelo v

Severni Americe jiz pted 10 000 roky (Vila a Wayne, 1999).

3.4.6. Variabilita populace vika a psa z pohledu molekularni biologie

Domnénka, Ze celd evropska populace vlka je ve skutecnosti populace kiizenct vlka
se psy vyvolala u ochrancii zvitat velké obavy o genetickou integritu populace divokého vlka
zijiciho volné v piirod¢. I kdyz jsou tyto zavéry zalozeny pouze na povrchnich diikazech, byla
provedena fada genetickych testl ke stanoveni miry hybridizace (Lucchini et al., 2002).

Nedavna studie poskytuje dikazy, Ze pfirozend hybridizace mezi populaci vlka a
domestikovaného psa daleko vice vzacnéjsi, nez se predpokladalo a tudiz obavy z tohoto
plynouci neopodstatnéné. Nejrozsahlejsi genetické studie vyuzili maternalni dédi¢nosti
markeri mitochondridlni DNA (mtDNA), které mohou identifikovat jedince, kteti vznikly
ktizenim samice psa a samce vlka. Studie jadernych markerl jsou mén¢ pritkazné, ale deteku;i
vneseni a zabudovani cizich genli do sledovaného organismu bez ohledu na pohlavi. Pro
posouzeni hybridizace autofi hodnotili neddvné studie dédi¢nosti maternalnich a
bipaternalnich markerd u psti a Sedych vlki. Dosli k zavéru, Ze genetické udaje nejsou
ovlivnéné rozsifujici se hybridizaci. Bylo by lepsi porozumét pro¢ psi a vlci ve volné piirodé
nehybridizuji GspéSné a naopak diskutovat o hybridizaci Etiopského vlka, druhu, jehoz

genetickd integrita je hybridizaci se psy ohrozena (Vila a Wayne, 1999).

3.4.7. Rozdily mezi vlkem a psem

Ackoliv jsou vlci na prvni pohled podobni pstim, pii souZziti se psem nikdo nepomysli
na vlka. Jsou mezi nimi obrovské rozdily. Vlci jsou divoci, ziji v divo¢in€, vyhybaji se lidem
a lidské jidlo lovi a zabijeji, Casto ve spolupraci s ostatnimi vlky. Psi, na rozdil od toho, Ziji
s lidmi, ktefi jim poskytuji jidlo. Tak probehla zdkladni genetickd zména. Tento rozdil
Vv zajistovani potravy vedl pravé k ochoceni psa (Coppinger a Coppinger, 2001).

V historii se védci pokouseli vymezit morfologické a etologické (v dnesni dobé spise

geneticke) rysy, které by pomohly identifikovat vlky a psy. Takova kategorizace se ukézala,
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jako velmi obtizna. Ackoliv z pohledu genetické variability je mozné vlky a psy spolehliveé
rozlisit (Vila et al., 2003a), fenotypové rozdily je obtizné stanovit.

V prubéhu let védci sestavili seznam s rysy, které se mohou pouzivat pro rozliSovani vlki a
pstu (Miklési, 2007).

Morfologické odliSnosti:

- Lebka a télo: lebky pst jsou krats$i a mensi v porovnani s vlkem o stejné télesné
hmotnosti (Mikldsi, 2007)

- Lebka a zuby: zuby psa jsou ve vztahu k lebce mensi (Miklosi, 2007)

- Celist a zuby: zuby psa jsou &astdji pevnéji ulozené v &elisti, hlavnd v oblasti
ttenovych zubii (Miklosi, 2007)

- Lebka a ¢elo: tihel sklonu ¢ela je vétsi u pst (Mikldsi, 2007) (priloha 6)

- Ocas: vlci nikdy nemaji ocas prikolepny na zad’ jak to mtizeme Casto vidét u nékterych
plemen psii

- Pasparky: vlci nikdy nemaji pasparky (paty prst na panevni konceting), stejné jako
vétSina vSich plemen az na vyjimky jako boseron, briard apod.

- Pochové Zlazy: psi nemaji nebo maji redukovanou ocasni pachovou zlazu

Etologické odli$nosti:

V pribéhu let etologové sestavili dlouhy seznam tykajici se chovani (etogram)
charakteristického pro vlka. Pozorovani riznych plemen pst, psi smisené rasy nebo
neochoc¢enych pst vykazuje jistou etologickou podobnost s vi¢im vzorem. Naproti tomu
velké rozdily jsou pozorovany pii Stekani. Vlk 1 pes §teka, ale styl St€kotu u pst je jiny.
Vlci $t€kaji v urcitych socialnich souvislostech (varovani, roz€ileni), zatimco psi 1 bez
n¢jakého urcitého vyznamu. Mohou byt vyuCovani §tekat nebo naopak nestékat na né¢jaké

externi podnéty (uceni, trénink) (Miklosi, 2007).

3.5. Ceskoslovensky vI¢ak

3.5.1. Historie plemene

Pokus s ktizenim némeckych ovéaki s vlky byl piipravovan od roku 1955. Prvni vrh
ktizenct se narodil 26. kvétna 1958 v chovné stanici Pohrani¢ni straze v Lib&jovicich (Findejs
et al., 1998). Ing. Karel Hartl poprvé kfizil karpatskou vi¢ici Britu a psa némeckého ovéaka
Cézar z Btizového haje (piiloha 7) (Riber, 1993). Udaje o kiiZencich vlka a psa se tykaly
pouze kiizencl prvé generace. VSechny udaje popisovaly kiizence jako problematické psy.
Cilem pokusu bylo zjistit co nejvice o chovéni vlka v zajeti, jaké je plodnost jeho kiizenct se

psem, jaka je biometrie vlka a jeho kfizenctli, v ¢em se projevuje dominance nebo recesivita
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vloh vlka u kifizenct, jaky je rozdil v aktivit¢ vlka, kiizencu a psa, jak se liSi vrozené
vlastnosti u kiizenct a jak ziskavaji zkuSenosti (Hartl a Jedlicka, 1996). V zadném piipadé
tenkrat neexistoval imysl vytvofit nové plemeno, ale v poptedi staly vice védecké zajmy
(Réber, 1993). Vybrani kiizenci byli znovu spojovani s nepfibuznymi némeckymi ovcaky
(Findejs et al., 1998).

KiiZzenci prvé generace jsou typem i chovanim vI¢i. Pfi spojeni vlka s fenou
némeckého ovcaka je vétsina kiizencl podobna vk, ale ve vrhu je jiz vétsi variabilita (Hartl
a Jedlicka, 1996). VI¢i chovéani (plachost, prchani, agresivita pii prekroceni ,kritické
vzdalenosti*) bylo u zvifat generace F1 velmi vyrazné. Rovnéz vICi barva srsti se ujala u
kiizenct generace F1. Biometrické znaky, naptiklad mozkova kapacita, odpovidaly znateln¢
vlku. KfiZenci pievysili némecké oveaky znatelné pokud jde o Cichové vlastnosti, rovnéz
jejich orienta¢ni smysl byl zietelné vyraznéjsi nezli u ovéaka (Réber, 1993). Kiizenci prveé,
ale 1 dalSich generaci, jsou plodni a daji potomstvo jak se psem, tak s vlkem (Hartl a Jedlicka,
1996). V druhé generaci, pii spojeni kiizencii se psy, je potomstvo exteriérové ze 70 — 75%
podobné vlku a zbytek jsou mezitypy (Findejs et al., 1998). Ovladatelnost a tim i cvicitelnost
ktizenct této generace je znacné rozdilna od psii. Jsou mezi nimi jedinci, kteti se téméf nedaji
cvi¢it (Hartl a Jedlicka, 1996). Tteti generace kiiZencl pii spojeni se psy si zachovava jeste
v 60 — 75% exteriérové znaky vlka. Ve tfeti generaci je mozné jak z typi vlka, tak mezitypl
vybrat jedince, ktefi jsou vhodni i k naro¢nému vycviku (Findejs et al., 1998).

V letech 1964 — 1965 byly publikovany vysledky ktizeni a sméry dalsiho vyzkumu.
Soucasné jiz existovala myslenka na vznik nového plemene, navzdory téméft hysterické reakci
nékterych chovatelti némeckého oveaka (Hartl a Jedlicka, 1996).

V té¢ dobé jiz existovaly cCtyfi filidlni generace kitizenci z prvni skupiny, zalozené
vl¢ici Britou a némeckym ovéakem Césarem z Biezového hije, a dvé filialni generace z druhé
skupiny po stejné vicici a némeckého ovéaka Kurtu z Vaclavky (ptiloha 8).

V sedmdesatych letech byla vétSina kiizencli prevezena do nového kynologického
zatizeni blizko Malacek, nalezejici Kk bratislavskému utvaru Pohraniéni straze. Zde obohatil
populaci tieti vlk, Sarik. V roce 1974 byl spojen s kiizenkou tieti filidlni generace Xelou
Z Pohranicni straze a s fenou Ceskoslovenského vicaka Urtou z Pohranicni straze.

Po usilovném jedndni s Gstfedni kynologickou komisi, kde toto plemeno podpofil Ing.
Jan Findejs, vzavéru roku 1981 povolil Cesky svaz chovateld ustanoveni Klubu
ceskoslovenského vicaka a zapis do plemenné knihy.

Klub chovateli ceskoslovenského vicdka byl zaloZzen v Brné v bieznu 1982.

Ustanovujici schiize schvalila mimo jiné nazev plemene ceskoslovensky vi¢ak. Klub byl také
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za¢lenén do Ceského svazu chovateld (Findejs et al., 1998) a eskoslovensky vl¢ak byl uznan
jako néarodni plemeno.

Uznani u FCI nasledovalo 13. ¢ervna 1989 (standard ¢. 332) (Réber, 1993).

3.5.2. Standard plemene

Standard je nejdilezitéjsi dokumentem, ktery spojuje chovatele téhoz plemene pst na
celém svété. Standardy navrhuji zemé piivodu jednotlivych plemen pst, v naSem ptipad¢ to
bylo Ceskoslovensko v roce 1988. Po projednani v komisi pro standardy schvaluje platné
znéni Generalni shromazdéni FCI (Hartl a Jedlicka, 1996). Pro zachovani takového

plemenného standardu je nutna piibuzenska plemenitba.

Piivod: byvalé Ceskoslovensko
Patronat: Slovenska republika
Vyuziti: pracovni pes
Datum vydani platného originalu standardu: 28. 4. 1994
Klasifikace FCI: skupina 1 — ov¢acti a pasteveCti psi, sekce — loveéti psi se zkouskou
Z vykonu
Celkovy vzhled: pevného konstituéniho typu, vice nez stiedné velky, obdélnikového ramce.
Stavbou téla, pohybem, osrsténim, barvou srsti a maskou pfipomina vlka
Povaha a charakter: temperamentni, velmi aktivni, uéenlivy, rychle reagujici. Neohrozeny a
odvazny. Neduvertivy, ale bezdiivodné nenapada. Svému panu projevuje neobycejnou vérnost.
Odolny proti povétrnostnim vlivim. VSestranné upotiebitelny.
Pohyb: Harmonicky, lehky, prostorny klus, kdy konéetiny kmitaji co nejnize nad zemi. Hlava
a krk se schyluji do vodorovné polohy. V kroku mimochod.
Srst:
- vlastnosti srsti: rovnd a uzaviend. Zimni a letni srst je znacné rozdilnd. V zimé
prevlada mohutna podsada, kterd s vrchni kryci srsti vytvaii husté osrsténi celého téla.
Je nutné, aby srst pokryvala bficho, vnitini ¢ast stehen, vnitini ¢ast ucha a meziprsti.
- barva srsti: zlutohnéda az stiibroseda s charakteristickou bilou maskou. Svétla srst je
rovnéz na spodni ¢asti krku a pfedni hrudi. Pipustné je tmavosedé zbarveni s maskou.
Vyska a vaha:
- vyska v kohoutku: psi nejmén¢ 65 cm, feny nejmén¢ 60 cm

- hmotnost: psi nejméné 26 kg, feny nejméné 20 kg
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Standard dale uvadi podrobny popis hlavy, trupu, hrudnich a panevnich koncetin, vad
(Findejs et al., 1998).

V prilohach 9, 10 a 11 jsou zobrazeni sam¢i a samici zastupci plemene a sténé.

3.6. Némecky ovcak

3.6.1. Charakteristika plemene

Némecky ovéak (ptiloha 12 a 13) je inteligentni, dobfe cvicitelny, lehce ovladatelny a
mimotradné oddany. Je dobrym ochrancem déti i majetku a opatrny viici cizim lidem. Tento
pes zosobiiuje kombinaci zivotni energie, fyzické odolnosti, inteligence, elegance a krésy.
Némecky ovcak je pes pozorny, ostrazity, mrstny, temperamentni, sebevédomy, stateCny a mé
pevné nervy. Své roding€ je velice vérny, ma pratelsky vztah k détem a dobfe se snasi i
S ostatnimi zvifaty (Sammsova, 2000).

Z poc¢atku nachézel vyuziti hlavné€ jako pes policejni a pastevecky. Dokaze se skvéle
pfizplsobit riznym situacim, pracuje rad a s chuti. Vyuziva se jako vojensky (policejni) ¢i
sluzebni pes, jako priivodce osob s postizenim zraku nebo sluchu. Jiz delsi dobu je vyuzivan i
k detekci vybusnin, zbrani, drog a dalsich latek, ale také jako pes zachranafsky. V neposledni
fad¢ je vidét 1 jako pes canisterapeuticky a to jak k malym détem, k osobdm s rliznym
postiZzenim, tak i k seniorim. Mimo jiné je také vhodny k hlidani a ke sledovani pachovych
stop. Vyuziti nachdzi pomérné Casto 1 ve sportovni kynologii a to na vrcholné urovni

(Kramerova a Lenz,1997).

3.6.2. Historie chovu

Némecky ovcak nalezi do vyvojoveé samostatné skupiny psli uzivanych pii paseni ovci
(ptipadné i jiného dobytka), pochazejiciho z Evropy. Tato skupina ov¢ackych pst vykazuje
dosti vyrazné znaky Ci rysy pripustnosti se psy Spicovitymi, jejichZz ptivodni patrné velmi
Siroky areal rozsifeni zahrnoval téZ Evropu. Jde o skupinu vyvojové velmi mladou, jez se
s ohledem na své praktické uplatnéni konstituovala teprve v pribéhu 17. stoleti. Je ziejmé, ze
roli ov¢ackych pst (ve smyslu pracovnim) pievzali, az kdyz se takova potieba u lidi projevila.
Do té doby ziejmée slouzili ¢lovéku jinym zpisobem (Stuchly, 1990).

Historie némeckého ovcaka je tizce spjata s Maxem von Stephanitz, jehoz zivotni
myslenkou bylo vyslechtit idealniho uzitkového psa, ktery by se dal vyuzit k vice ucellim.
Vyuzival své bohaté zkusSenosti s vojenskymi psy jinych plemen (Krdamerova a Lenz,1997).

Dne 3. 4. 1899 na ptehlidce pasteveckych pst koupil psa, jehoz pavodni jméno znélo

Hektor von Linkshrein z chovatelské stanice Sparwasser, nakonec byl piejmenovan a
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zaregistrovan do nové plemenné knihy (Zuchtbuch = chovny registr) pod ¢islem SZ 1 jako
Horand von Grafrath. Byl to viibec prvni némecky ovcak v Stephanitzové nové organizaci
Vereins fiir Deutsche Schiferhunde (= SV) zalozené 22. 8. 1899 (Antesberger, 1999). Nejprve
byl Cistokrevny chov némeckych ovcakii postaven pouze na Horandovi a jeho piimych
potomcich v nékolika chovnych liniich, pozdéji vSak dochazelo ke kiiZeni s pasteveckymi
psy. V tehdejsi dobé byl chov omezen na sttedni Evropu. Roku 1900 byla zalozena plemenna
kniha (Sammsova, 2000).

Mezi dvéma svétovymi valkami nastal obrat v chovu k hor§imu, chovatelé nedbali
prisnych ustanoveni a odchovavali jedince, kteii vykazovali dédi¢né vady. Poptavka po tomto
plemeni byla tak silnd, Ze nesvédomity a nekontrolovany chov vedl k mnoha zdravotnim
problémim, z nichz nejvyznamnégjsi je dysplazie kycelniho kloubu, ktera trapi chovatele
dodnes. Chovatelsky rozmach vedl také ke kousavosti ze strachu a dalSim neurotickym
potizim (Sammsova, 2000). Nasledkem bylo vyznamné sniZeni pracovni hodnoty némeckého
ovCaka. Béhem druhé svétové valky byli odvedeni vynikajici i primérni psi na frontu a
chovatelim tak zlstali vétSinou podprimérni jedinci. Takze byl nedostatek vhodného
plemenného materidlu a aby mohl byt chov viibec obnoven, museli byt do chovu zarazeni i
psi viceméné nevhodni. Roku 1977 byly v Némecku a Rakousku znova ptepracovany nékteré
body plemenného standardu a tim byl vytvofen zéklad nového chovného fadu (Antesberger,

1999)

3.7. Saarloosuv vlé¢ak

3.7.1. Charakteristika plemene

Toto plemeno nese jméno po svém zakladateli Leenertu Saarloosovi (Réber, 1993).
Saarloostiv vI¢ak je ptivodem z Nizozemi. Saarlostv vI¢ak je nadmiru spolecenskym tvorem a
kontakt s ostatnimi psy a domacimi zvitaty neni problémem. Je to pes vhodny do rodiny. Jeho
chovani k cizim lidem a v cizich situacich je ponékud zdrzenlivé (Verhoef - Verhallen, 1996).
Saarloostiv vi¢ak neni zadnym obranafskym psem (Kramer, 1996).

Ve své vné&jsi stavbé t€la ma mnoho z vlka (pfiloha 14), kterému ve vétSiné piipada
odpovida vyskou (Réber, 1993). Psi méti v kohoutku 65 az 75 cm, feny 60 az 70 cm. Srst je
kratk4, nejobvyklej$imi barvami jsou vlkoSedd a barva uschlého listi, dale se vyskytuje
krémova nebo bild. Na psa takovych rozmérti se dozivd dost vysokého veku - tfinact nebo

¢trnact let neni vyjimkou (Verhoef - Verhallen, 1996).
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3.7.2. Historie Chovu

V roce 1921 Leendert Saarloos zktizil (Cunliffeova, 2002) psa némeckého ovcaka
Gerharda van de Fransenum s vi¢ici Fleur. Toto spojeni bylo nékolikrat opakovano a z téchto
rodi¢t odchoval Saarloos dvacet kiizencu psa a vlka. Ale kiizenci ho neuspokojovali a znovu
je kiizil. V roce 1963 paril jesté¢ jednou svého vicaka s viCici Fleur II. Kdyz v roce 1969
zemfel, nem¢l sice zadného vynikajiciho pracovniho psa, ale vyslechtil nové plemeno, které
ztélesnilo hodné ze svych predkd jak ve svém chovani, tak i stavbou téla (Réber, 1993).
Plemeno sice bylo v roce 1975 oficidlné uznano, ale za hranicemi Nizozemska je témct
neznamé (Cunliffeova, 2002). Ro¢né je zde zapisovano asi 50 §ténat do plemenné knihy
(Riber, 1993). Ceskoslovensky vI¢ak je zvlastnim plemenem, které vzniklo podobné jako
Saarloostiv vicak. Ob¢ plemena jsou povahoveé podobna, i kdyz se tika, ze Ceskoslovensky
vicak je ponékud tvrdsi a samostatnéjsi (Verhoef - Verhallen, 1996). Chovatelskym cilem
Leenderta Saarloose byl "pes" s bystrymi smysly, obezietnosti a blekurychlymi schopnostmi
vlka a sounalezitosti s ¢lovékem, jakoz i uéenlivosti némeckych ovéakt (Kramer, 1996).
Nehodi se k tvrdé praci, ani pro hlidani predmétti, ale je ucenlivy a ptizpisobeny pro soutéze

agility (Raber, 1993).

3.8. Metody plemenitby

Obecné rozeznavame dvé metody plemenitby, ¢istokrevnou plemenitbu a kiiZeni. Pti
Cistokrevné plemenitbé dochdzi k pafeni jedinci stejného plemene. Potomci z této plemenitby
vzesli jsou zapsani v plemenné knize a maji uznany prikaz pivodu. Cistokrevna plemenitba
se dale déli na pribuzenskou a nepiibuzenskou plemenitbu. Pfibuzenska plemenitba je vedena
do rtizného stupn€ piibuznosti. Pfi nepiibuzenské, avSak cistokrevné plemenitbé se pari
jedinci velmi vzdalené ptibuzni, kdy se spolecny ptedek nevyskytuje na strané otcovské ani
matefské do Ctvrté, piipadné paté generace piedkil véetné (Dostal, 2007). KtiZzenim se rozumi
pafeni jedincli rGzného plemene mezi sebou. Tato metoda se pouziva pii tvorb&é novych
plemen, pfi regeneraci pivodnich plemen a nebo jako zplsob piiliti krve v nékterych

ojedinélych ptipadech.

3.8.1. Metoda pribuzenské plemenitby

Je jednou metodou Cistokrevné plemenitby. Za piibuzenskou plemenitbu je
povazovano takové pareni jedinct, kdy jsou rodice vzajemné ptibuznéj$i mezi sebou, nez je
pramér populace nebo plemene (Dostal, 2007). V chovu psii se nejCastéji setkavame

s liniovou plemenitbou, kterd je povazovana za nejvhodnéjsi metodu plemenitby pii Slechténi.
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Timto zpusobem dochazi k vyrovnanosti v pozadovanych znacich a vlastnostech psi. Protoze
se stupen piibuzenské plemenitby rtizni, je potieba ho méfit.

Pro vypocet stupné pfibuznosti a vyjadieni miry ztraty genetické variability daného
jedince je pouzivan Wrightv koeficient ptibuzenské plemenitby, ozna¢ovany symbolem FX,
kde:

Fx =X [0,5"™(1+Fa)]

kde Fx oznacuje koeficient piibuzenské plemenitby udavany v absolutnich ¢islech 0 - 1 nebo
procentech 0 — 100%. Pismeno n znaci pocet pokoleni piedkti v rodokmenu ze strany otce
mezi danym jedincem a spolecnym predkem. Pismeno m o0znacuje pocet pokoleni predka
v rodokmenu ze strany matky mezi danym jedincem a spoleénym ptedkem. Fa znaci hodnotu
koeficientu ptibuzenské plemenitby spoleéného ptredka a X vyjadiuje soucet hodnot pro
vSechny spole¢né predky, je-li dany jedinec vysledkem piibuzenské plemenitby s vice nez
jednim spole¢nym pfedkem. Neni-li zadny ze spoleénych predki vysledkem piibuzenské
plemenitby, pak se jeho vlastni Fx = 0, a je mozné pouzit zjednoduSeny vzorec:

Fx =X (0,5™™h)]

Cim vys3i je procento, tim je vyssi ztrata genetické variability a tim vice spole¢nych znaki se
projevi na potomcich. Idealni vysledek je tedy 0%, v praxi by ale nemé&l ptesahnout alesponl

1% na generaci.

3.9. DNA markery

Pomoci DNA markeri je mozné detekovat rozdily v genetické informaci mezi
analyzovanymi druhy/populacemi/klony/jedinci/buiikami. DNA markery jsou zalozeny na
polymorfismu sekvenci DNA. Jsou vyuzivany napi. pro DNA fingerprinting, pfi testovani
genetické Cistoty osiva, ale i pro testovani paternity, genetické mapovani, populacni genetiku
a pii1 studiu evoluce na molekuldrni urovni. DNA markery je mozné aplikovat u vSech
organismi, kde je zvladnutd technika izolace DNA. Molekularni markery maji diky
fyzikéalnim vlastnostem DNA fadu vyhod. Prvni z nich je, Ze DNA je mozZné ziskat ze Zivych,
ale i z mrtvych tkani (pf. rostliny z herbafe). Molekula DNA je natolik stabilni, Ze mtze byt
zachovana i po dobu n¢kolika miliont let (Cano et al., 1993). Dalsi vyhodou je, Ze
k analyzam je zapotiebi vétSinou pouze malé mnozstvi DNA (DNA z 1 cm?® nam postaci na
asi 100 PCR reakci). DNA markery nejsou zavislé na podminkach prostfedi a lze je pouzitiu
velmi ranych ontogenetickych stadii (Bergmann, 1975).

Studie o hybridizacich druhii a populaci vyuzivaji genetickych markert, které jsou
jedine¢né pro kazdy taxon (Saetre et al., 2001).
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3.9.1. Repetitivni sekvence DNA

V genomu jakéhokoliv organismu existuji razné sekvence nukleovych kyselin.
Pravdépodobné pouze 5% z nich ma kodujici funkce a nazyvaji se strukturnimi geny. Dalsi,
vice pocetna skupina sekvenci, nema zadnou kddujici funkci a délime ji na jedinecné
sekvence a repetitivni DNA (Alberts et al. 1998), ktera podle Snustad a Simmons (2009) tvoti
15 — 85% z celkové DNA. Pokud jsou kopie sekvencniho motivu v fadé za sebou, nazyvaji se
tandemové repetice. Naproti tomu rozptylené repetice jsou rozptylené po celém genomu
V jednotlivych kopiich (Seda et al., 2010). Repetitivni DNA je tvofena vysoce repetitivnimi
kratkymi sekvencemi, které vytvareji série oblasti repetici DNA znamé jako satelitni DNA
(Alberts et al. 1998). Tandemové opakujici se DNA je bézny jev u eukaryotického genomu,
ale prakticky neznamy u prokaryot (Brown, 1999). Podle Sedy a kol. (2010) se satelitni DNA
vyskytuje predevsim v oblasti centromer a heterochromatinu.

Ptesné uspotadani satelitnich DNA (tj. kolik rGznych typt a pocet opakovani je
v daném useku) se velmi li§i 1 v rdmci druhu. Tudiz mlze slouzit i k jednozna¢né identifikaci

jedince (Alberts et al., 1998).

Minisatelitni DNA

Minisatelity jsou tandemové repetice, v rozsahu kilobazi. Obvykle jsou vysoce polymorfni
z hlediska opakovani jednotky repetice (mnoho alel v populaci) a mohou byt pouzity jako
genetické markery, oznacované VNTR (,,variable numer of tandem repeats® — variabilni
mnozstvi tandemovych repetic). Kvili své velikosti nejsou vhodné pro amplifikaci pomoci

PCR a musi byt stanovovany pomoci Southernova blotu (Seda et al., 2010).

Mikrosatelitni DNA
Mikrosatelity jsou tandemové se opakujici useky DNA nejcastéji o délce 2-6 pari bazi
(Edwards et al., 1991). Mikrosatelity se nazyvaji také STR (short tandem repeats), ¢i VNTR
(variable number of tandem repeats) nebo STS (sequence tagged sites). Podle Bowling et al.
(1997) to jsou useky DNA, které¢ se nachdzeji predevSim v nekodujicich genovych
sekvencich.

Tautz (1993) uvadi, ze patii do tfidy tandemové se opakujicich lokust, u kterych
mohou byt alely rozliSeny podle své délky (tzn. podle poctu opakovani dané sekvence).
Mikrosatelitni DNA oznacovana také jako SSRs (,.,single sequence repeats®) tvoii asi 3%

lidského genomu, kdy se jedna SSR vyskytuje na sekvenci o velikosti 200 bazi. Nejcastéjsi je
opakovani dvou nukleotidii (asi 0,5% genomu) (Primrose a Twyman, 2006), podle Sedy a kol.
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(2010) ptevazuje typ (CA),. Opakovani tfi nukleotidi se vyskytuje vzacnéji (Primrose a
Twyman, 2006). Diky své muta¢ni rychlosti jsou mikrosatelity velmi polymorfni (Litt a Luty,
1989, Weber a May, 1989, Tautz 1989). To znamend, ze se nachazeji v riznych variantach

Vv ramci jedné populace. Piiklad dvou riznych alel:

Alela A: GTGTGT (3 opakovani GT sekvence)
AlelaB: GTGTGTGT (4 opakovani GT sekvence)

Tato rozmanitost alel je v laboratofi snadno zjistitelnd a dovoluje nam sledovat
genetickou variabilitu mezi jednotlivymi druhy, v rdmci jednoho druhu, ¢i v rdmci jedincii
uvnitt jedné populace (Tautz, 1989). Nazyvame ji repetitivnim polymorfismem.

Kazdy jedinec ma dvé kopie mikrosatelitu (dve alely). Jedna je zdédéna po otci, jedna
po matce. Velikost mikrosatelitu (pocet opakovani) je dédi¢nd jako kodominantni znak
(Bowling et al., 1997). Protoze se jedinci mohou od sebe lisit v po¢tu opakovani v urcitém
nukleotidovém motivu a pocet opakovani je jednoduse mendelisticky dédicny a navic je
jednoduse urcitelny a v populaci existuje mnoho variant, mikrosatelity jsou vysoce
polymorfni a pouzitelné pro mnohé analyzy. Polymorfismem rozumime existenci vice nez
dvou alternativnich alelickych variant ur¢itého genu v populaci. Jednoznaéné vyplyva, Ze

mikrosatelity nejsou ovlivilovany vnéj$im prostiedim (Hamanova, 2000).

Vyuziti mikrosatelitii v molekularni biologii

Diky své vysoké proménlivosti v poctu opakovani jsou mikrosatelity vysoce polymorfni a
nachylné k mutacim. Jednotlivé alely genu, délka repetice, mohou byt snadno zjiStovany
pomoci amplifikace metodou PCR s pouzitim dvojice oligonukleotidovych primera
ohranicujicich mikrosatelitni lokus, a porovnany délky amplikond pouzitim gelové
elektroforézy. VySetfeni zaloZené na mikrosatelitech je relativné jednoduché a levné, a proto
se Siroce vyuziva pro DNA diagnostiku, pii studiu ptibuzenskych vztahi, urCovani paternity,
nebo pii studiu parametri populacné genetické struktury, jako je tok gent a jeho bariéry,
efektivni velikost populace, odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovéahy, vSeobecné pii
studiu rozmnozovacich systému (pf. stanoveni stupné inbreedingu v populaci) i pro forenzni

ucely (Weissenbach et al., 1992, Tautz, 1993, Seda et al., 2010).
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3.9.2. Pouziti markeru DNA

Princip molekularnich markert je zalozeny na:

- specifickém restrikénim Stépeni analyzované DNA a nésledné hybridizaci se znacenou
sondou

- amplifikaci specifickych fragmentd v in vitro podminkach

- na raznych kombinacich restrikéniho §té€peni, hybridizace a amplifikace.

Techniky molekularnich markerti zaloZzené na restrikénim Stépeni a hybridizaci:

RFLP (,,Restriction Fragment Length Polymorphism® — polymorfismus délky restrikénich
fragmentl): patii mezi nejstars$i DNA markery. Restrik¢éni fragmenty jsou vytvoieny
pusobenim restrikénich endonukledz, coz jsou enzymy Stépici DNA v konkrétnich sekvencich
(Brown, 1999). Nasledn¢ je pomoci elektroforetické separace a pienosu fragmentt z gelu na
pevny nosi¢ detekovan délkovy polymorfismus restrikénich fragmentli pomoci hybridizace
s homolognim fragmentem DNA, cozZ je specificka sonda. Pfi¢inou vzniku polymorfismi jsou
mutace V restrikénich mistech. Tak dochdzi ke ztraté¢ nebo vzniku nového restrikéniho mista
(Bachman, 1992). Vizualizace délkového polymorfismu se provadi barvenim ethidium
bromidem na agar6zovém gelu (Brown, 1999). RFLP se vyuziva k ur€ovani otcovstvi, pro

tvorbu genetickych map (Bachman, 1992).

Techniky molekularnich markert zalozené na metodé PCR:

Jedna se o rtizné modifikace klasické polymerazové retézové reakce (PCR).

Real Time — PCR: amplifikace probiha stejnym zptisobem jako standardni PCR. Reak¢ni
smés obsahuje, kromé¢ dvojice primert, specifickou vnitini sondu. Ta je fluorescencéné
oznacena na 3' konci tzv. zhdSeCem a na 5' konci tzv. reportérem, které nevyzatuji
fluorescencni signal v pfipad€ neprobihajici amplifikace. Tato metoda se vyuZziva predevSim
pro zjisténi mnozstvi transgenu v daném biologickém materialu.

RAPD (,,Random amplified polymorphic DNA — ndhodné& amplifikovana polymorfni DNA):
metoda, kterd vyuziva jednoho oligonukleotidového primeru, zpravidla 10 para bazi
dlouhého. Kratkd délka primeru a nizSi teplota druhého kroku reakce PCR zvySuje
pravdépodobnost nasednuti primeru na vice mistech molekuly DNA (primery jsou tzv.
nespecifické). Naamplifikovand mista jsou separovana agarézovou elektroforézou a

zviditelnéna ethidium bromidem (Bardakci, 2000).
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Techniky molekularnich markerti zalozené na rtznych kombinacich Stépeni, hybridizace a
amplifikace:

CAPS (PCR-RFLP) (,,Cleaved Amplified Polymorhic Sequence — délkovy polymorfismus
restrikéné Stépené amplifikované DNA): tato metoda je spojenim dvou vysSe zminovanych
metod PCR a RFLP. Touto metodou lze diky bodovym mutacim odliSit dominantni a
recesivni alely.

AFLP (,Amplified Fragment Length Polymorhisms*“ — délkovy polymorfismus
amplifikovanych fragmentll): metoda je zalozena na detekci DNA restrik¢énich fragmentd
PCR amplifikaci. Vos et al. (1995) rozd¢luje tuto techniku do tfech kroku: rozstiihani DNA
restriktaizami a navazani oligonukleotidovych primerd, amplifikace pozadovanych
restrikénich fragmentl a gelova analyza amplifikovanych fragmentd. Touto metodou je
detekovan polymorfizmus v délce fragmentu, v restrikénim misté nebo v misté selektivnich
bazi.

SSLP (,,Simple Sequence Length Polymorphism*“ — délkovy polymorfismus jednoduchych
sekvenci): jsou to opakujici se sekvence rtizné délky. Mohou byt, na rozdil od RFLPs,
multialelické. V takovém piipadé¢ rozdilné alely zahrnuji rizny pocet a rtznou délku
opakujicich se jednotek (Brown, 1999). Zahrnuje mikrosatelity (STR — ,short tandem
repeats‘) a minisatelity (VNTR — ,,variable numer tandem repeat).

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice, které¢ se skladaji z mono-, di-, tri- nebo
tetranukleotidovych (nékdy i hexanukleotidovych) motivi. Jejich vyznamnou vlastnosti je
vysoky stupeni polymorfizmu, ktery je zptsoben variabilnim po¢tem opakovani (10-30). U
savcl je nejcastéji pozorovan motiv (AC),. Polymorfismus mikrosatelitt mize byt rychle a
jednoduse testovan metodou polymerazové tetézové reakce a polyakrylamidové

polyakrylamidové elektroforézy.

vvvvvv

Vyhody SSR markerti: mohou byt mezinarodné snadno vyméinovany, sdileny, mohou byt

prezentovany jako kvantitativni data.

3.10. Geneticka variabilita mikrosatelitnich lokusi gonozému X

Vlci a psi maji identicky karyotyp, mohou se kiizit a produkovat plodné potomstvo
(Andersone et al., 2002). Snaha o stanoveni miry pfibuznosti jednotlivych plemen mezi sebou
a mezi vlky méla za nésledek potfebu osekvenovani psiho genomu. Toto usili podnitilo

dramaticky rozvoj psi genetiky (Tsai, 2005).
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Ve vétsin€ piipadl neni piibuznost vlkii a psi rozpoznatelnd pouze na zakladé
fenotypovych vlastnosti. Pro stanoveni miry pfibuznosti kiizenct se tedy pouziva genetickych
markert (Vila et al., 2003a). Mikrosatelity patii mezi nejcastéji se opakujici sekvence DNA
v savéim genomu, proto se jejich markery dnes bézné€ pouzivaji ke stanoveni genetické
variability mezi domestikovanymi zvifaty, ale i mezi volné zijicimi (Asch et al., 2010). Za
ucelem urceni piivodu, sledovani zmén v genetické variabilité a dopad pfesunu volné Zijicich i
domestikovanych pst na pfirozené populace je mozné pouzit materndln¢ (mitochondrialni
DNA), paternaln¢ (gonozom Y) a bipaternalné zdédéné markery (autozoémy nebo
mikrosatelity gonozomu X) (Vila et al.,, 2003b). Po dlouhou dobu byla analyza
mitochondridlni DNA nejvyuzivanéjsi pro fylogenetické a populacni genetické studie. Tato
metoda se zabyva pouze sami¢im rodokmenem a podéava tak zkresleny obraz o populacni
historii. Pro doplnéni populacnich genetickych studii analyzou markerti na chromozomu Y
mize objasnit roli obou pohlavi v ptirodnich procesech (Sundquist et al., 2001). Za ucelem
stanoveni miry pfibuzenské plemenitby je mozné pouzit i markerti gonozému X (Grossman a
Eisen, 1989).

Vzhledem ke kodominantni dédi¢nosti mohou mikrosatelity gonozoému X dopliovat
informace autosomdlnich, Y gonosomdlnich a mitochondridlnich DNA markera.
Mikrosatelitii gonozému X bylo popsano extrémné malé mnozstvi (Asch et al., 2010). Tyto
SSR markery se ukézaly jako uzite¢né v ptipadech testovani vzorkt, kdy nebylo mozné ziskat
samCi geneticky material. Na zakladé¢ toho bylo mozné rekonstruovat paterndlni profil.
Barbaro a Cormaci (2006) popisuje mozné pouziti tohoto markeru pro ovéfeni piibuznosti
matky ¢i sestry a pohfeSované osoby Zenského pohlavi. Genetickd analyza mikrosatelith
gonozoOmu X je vyhodnd pii sloZitém piibuzenském testovani, kdy potomkem je samice a
udaje o samci chybi. V roce 2009 Poetsch et al (2009). pouzili 11 SSR markerti gonozomu X
K porovnani populace lidi v Ghané. Protoze je X chromozém spoleény pro obé pohlavi
(Schloterer, 2000) byly 4 X chromozomalni markery pouzity pro testovani piibuznosti
v Koreji. Bylo hodnoceno 300 mtzu a 150 Zen a nebyly zjistény zadné vyznamné odchylky
od Hardy — Weinbergova rovnovahy. Poto je mozné touto analyzou pfispét vysledky do
slozitého ptibuzenského testovani v Koreji (Sim et al., 2010).

Pro stanoveni genetické variability vybranych jedincl plemen Ceskoslovensky vi¢ak,
némecky ov€ak a Saarloostv vicak, byly vybrany markery mikrosatelitnich lokusi FH2548,
FH2584 a FH2985.
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3.11. Metody analyzy DNA

3.11.1.PCR (Polymerase chain reaction)

Polymerazova fetézova reakce je proces, béhem kterého dochazi k rychlé amplifikaci
gend a dalSich sekvenci DNA (Snustad a Simmons, 2009). Probiha v podminkach in vitro ,
tedy bez pouziti Zivych organismu (Alberts et al., 1998).
Zakladni komponenty PCR:
Templatova DNA: templaitovAa DNA se do master mixu pfidavd jednovlaknova i
dvouvlaknova. Velikost templatové DNA pro amplifikaci neni rozhodujici. Podle Sambrook
et al., (1989) se bézn¢ se pro PCR pouziva az 1,0 pug savéi genomové DNA.
Termostabilni DNA polymeraza: zpocCatku plnila funkci replikdzy pii PCR DNA-
polymeraza z E. coli. Tento enzym se béhem denaturaéniho kroku inaktivoval teplotou a
musel byt ve tfetim kroku reakce dopliiovan. Vylepseni pfislo s objevem termostabilni DNA-
polymerazy v termofilni bakterii Thermus aquaticus (Snustad a Simmons, 2009) Tato
polymeraza je dnes bézné pouzivana pod nadzvem Tag-polymerdza. Mnozstvi enzymu je
zavislé na poctu molekul v amplifikovaném vzorku (Sambrook et al., 1989).
Dvojice syntetickych oligonukleotidovych primeri: patii mezi nejdrazsi komponenty celé
reakce. Vybér a konstrukce spravnych primerti vyznamné ovliviluje tspéSnost amplifikace
(Griffin a Griffin, 1994). Sambrook et al., (1989) uvadi, Ze se obvykle pouziva 0,1 — 0,5 uM
koncentrace primeri na nejméné 30 cykld k amplifikaci 1kb segmentu DNA. Vyssi
koncentrace primert muize vést k nespecifickym amplifikacim. Automaticky syntetizované
oligonukleotidové primery byvaji pouZity ke standardni PCR bez dalSiho pfeciSténi.
V nékterych ptipadech je mozné pouzit vice nez jednu dvojici primert, tzv. multiplex PCR.
Deoxynukleotid-trifosfaty (ANTPs): za ucasti DNA polymerazy jsou zabudovany do nového
DNA fetézce (Hartmanova et al., 2008). Standardni smés pro PCR obsahuje ekvimolarni
mnozstvi dATP, dTTP, DTP a dGTP. Vysoka koncentrace dNTPs plisobi spisSe jako inhibitor.
Smés deoxynukleotid-trifosfata je vyrabéna komercné fadou firem. Skladuje se pii -20°C v a
meéla by byt zlikvidovana po druhém rozmrznuti (Sambrook et al., 1989).
Pufr: poskytuje stalé chemické prostiedi pro DNA polymerazu (Hartmanova et al., 2008).
Jednomocny kationt: standardni PCR pufr obsahuje 50 mM KCl a je vhodny pro amplifikaci
fragmentl DNA delSich nez 500bp.
Dvojmocny kationt: vSechny termostabilni DNA-polymerazy pottebuji ke své aktivité
dvojmocny kationt — nejcastéji Mg2+ . Optimélni koncentrace Mg*‘musi byt stanovena vzdy

pro dany pomér primert a templatu (Sambrook et al., 1989).
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Metoda PCR zahrnuje tii kroky, které se mnohokrat opakuji. Uvadéna teplota a Casové
rozmezi jednotlivych krokt se 1isi u riznych autord. Prvnim krokem je denaturace, kdy je
genomova DNA obsahujici amplifikované sekvence, zahtata na 92 — 95°C po dobu asi 30s.
Pii této teploté dochazi k rozruSeni vodikovych mustkd v molekule DNA a k rozvolnéni
dvouvlaknové dsDNA na jednovlaknovou ssDNA. Druhym krokem reakce je nasednuti
DNA primeru (hybridizace primert, ,,anelace), kdy je vznikla jednovlaknova ssDNA
hybridizovéana s nadbytkem syntetickych oligonukleotidovych primert pfi teploté¢ 50 — 60°C.
ProdluZovani primeru (polymerace, extenze) je poslednim krokem reakce. Na dvouvlaknové
useky DNA-primer se vaze DNA polymeréaza a dojde k samotné syntéze DNA. Ve sméru od
5' konce ke 3' konci prodluzuje vlakno DNA komplementarni k pivodni molekule DNA.
K polymeraci obvykle dochazi pii 70-72°C po dobu 1,5 minuty, avSak teplota pouzita v této
fazi zavisi na pouzité DNA polymeraze. Nejbéznéjsi je Tag-polymeraza. Cely proces se
mnohokrat opakuje, dokud neni dosazeno pozadovaného stupné amplifikace (Snustad a
Simmons, 2009, Sambrook et al., 1989). Po poslednim cyklu se obvykle zatazuje cyklus
zchlazeni na 4-5 °C, které zajisti uchovani amplifikované DNA v termocykleru do jejiho
vyjmuti.

Pro amplifikaci se obvykle pouziva 20 — 30 cykld (Alberts et al., 1998), ale kone¢né
potadi cykld ovlivituje fada faktort jako je mnozstvi templatové DNA (Innis et al., 1990).

Technologie zalozené na PCR zjednoduSuji mnoho aplikaci, které vyzaduji velké
mnozstvi specifickych sekvenci DNA. Tyto technologie umoznuji ziskat kone¢na data o
struktute genii a sekvencich DNA, i1 kdyz vychdzime z velmi malého mnozstvi DNA (Snustad
a Simmons, 2009). PCR je velice citlivd metoda, ktera umoziuje detekci jediné kopie DNA
ve vzorku tim, Ze tuto sekvenci namnozi do t¢ miry, ze ji miZzeme po separaci gelovou
elektroforézou a obarveni snadno detekovat (Alberts et al., 1998). Vyznamné vyuziti nachazi
tato metoda pii klonovani DNA, diagnoéze dédi¢nych onemocnéni u lidi a feSeni forenznich

ptipadl vyzadujicich identifikaci jedince.
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3.11.2.Elektroforéza

Je jedna z metod analyzy DNA. Gelova elektroforéza je vykonnym nastrojem pro
rozdélovani makromolekul s riznou velikosti a ndbojem a pro zjiStovani jejich variability
(Snustad a Simmons, 2009). Je to fyzikalné — chemicka metoda déleni latek v elektrickém
poli. Smés fragment se nanese do zlabku na jednom konci plochého gelu, ve kterém je
mikroskopicka sit’ pért. Cely gel je umistén do elektrického pole. DNA se diky svému
negativnimu naboji pohybuje smérem ke kladné elektrodé (Alberts et al., 1998). Pohyblivost
fragmenti je zavisla na velikosti, pficemz dlouhé useky DNA se pohybuji pomaleji, ale zcela
nezavisla na podilu jednotlivych dusikatych bazi v dané sekvenci (Rickwood a Hames, 1990,
Alberts et al., 1998). Po nékolika hodinach se fragmenty v gelu rozdé€li podle velikosti za
vzniku ,,zebtiku* slozené¢ho z jednotlivych prouzku, které jsou tvoreny useky DNA o stejné
velikosti (Alberts et al., 1998). Tyto prouzky neni mozné vidét pouhym okem, proto je nutné
je zviditelnit pomoci fluorescen¢nich barviv napf. ethidium bromidem a vizualizovat na
transluminatoru v UV svétle s naslednou fotodokumentaci (Hartmanova et al., 2008). B€hem
elektroforézy nedochéazi ke zméné vlastnosti DNA, protoze elektrické pole piisobi jen na
povrchovou vrstvu molekul. Elektroforéza DNA muze byt provadéna na agarézovém,
polyakrylamidovém nebo slozeném agarézo-akrylamidovém gelu a provedeni elektroforéz je
bud’ horizontalni nebo vertikalni.

Agarézova gelova elektroforéza je horizontalni, asi 3 mm tenkd a pouziva se k detekci
produktli amplifikacnich nebo restrik¢nich reakci (fragmenty DNA) o urcité velikosti po PCR,
k jejich dé€leni a eventualni preparaci jednotlivych fragmenti pro naslednou analyzu (napf.
sekvenovani) (Hartmanova et al., 2008). Agardézovy gel je vhodngjsSim sitem pro velké
molekuly DNA (Snustad a Simmons, 2009). Koncentrace agardzy se voli podle velikosti
fragmentu, které maji byt separovany (Hartmanova et al., 2008). Agardzovy gel se pouziva kK
analyze DNA fragmentt o velikosti od 70 part bazi (3% agar6zovy gel) az do 800 000 paru
bazi (0,1% agardzovy gel). Avsak s 0,5% agar6zovym gelem je jiz obtizna manipulace, proto
se analyza fragmentti nad 50 000 part bazi pfilis nepouziva (Rickwood a Hames, 1990).

Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) je vertikalni, asi 1 mm tenka a byva
pouzivana pro separaci a charakterizaci pfedevSim proteind, ale i DNA (Hartmanova et al.,
2008). Je vhodnéjsi pro rozdélovani malych molekul DNA (Snustad a Simmons, 2009).
Polyakrylamidovy gel se pouziva pro fragmenty o velikosti od 6 pard bazi (20% akrylamid)
az 1000 para bazi (3% akrylamid). V zavislosti na chemickém prostiedi separace lze rozlisit
gely na nativni, ve kterém dochazi k separaci molekul na zékladé jejich velikosti a

denaturacni. Kromé jednokoncentracnich gelt je mozné pouzit i gradientové gely, kde vzrista
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mnozstvi denaturantu. Detekovani fragmentii na gelu se provadi rliznymi barvicimi
metodami, napf. stiibrem (Rickwood a Hames, 1990, Hartmanova et al., 2008). Pro
sekvenacni analyzu nebo detekci mikrosatelitni DNA je mozné vyuzit polyakrylamidové gely,

ale i automaticka zafizeni na principu pritokové kapilarové elektroforézy.
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4.  MATERIAL A METODY

Variabilita SSR markerti gonozému X byla detekovana na zakladé PCR amplifikace a
nasledné elektroforetické separace vybrané skupiny genotypu. Byla provedena optimalizace
chemického slozeni reakénich smeési, teplotniho a cCasového pribéhu amplifikace a

elektroforetické separace. Zde jsou uvedeny vysledné optimalizované postupy.

4.1. Hodnocené genotypy

Na feseni této prace byla shromazdéna skupina jedincti plemene ¢eskoslovensky vI¢ak,
némecky oveak a Saarloostiv vl¢ak. Bylo hodnoceno celkem 113 jedincii ceskoslovenského
vicaka, 57 jedinct némeckého ovéaka a 25 jedincti Saarloosova vicaka. Tato kolekce byla

shromazdéna diky osobnim kontakttim Ing. Daniely Cilové.

4.2. lzolace DNA

Optimalizovanymi metodami byla ziskdna vysokomolekularni DNA izolaci
z bukalnich bun€k. Pro odbér epitelialnich bunék ze sliznice tlamy zvifete byly pouzity
specialni sterilni cytologické kartacky ,,Cytobrush®. Pro spravny odbér materialu bylo
zapotiebi nekrmit zvife alespont 2 hodiny pfed odb&rem. Po odbéru a oschnuti byl kartacek
vloZen do sterilni polypropylénové zkumavky a vSe se uchovavalo v mrazicim boxu pii -
20°C.
Pro izolaci nukleovych kyselin z riznych biologickych materialt je vyrdbéna fada kith. Tyto
izola¢ni sady zarucuji zachovani naprosto identickych podminek béhem izolace, jsou vysoce
spolehlivé a vyrazné urychluji izolaci DNA. Pro tuto praci byl vyuzit kit NucleoSpin® Tissue
XS (Macherey-Nagel, SRN) podle doporuc¢eného postupu vyrobce.

4.3. PCR amplifikace
FH2548

Optimalizovana reakéni smés pro amplifikaci o objemu 12,5 ul obsahovala 50 ng templatové
DNA, 0,7 U Taq polymerazy (Fermentas) a 5 ug BSA. Koncentrace ostatnich komponent
PCR reakce byla nasledujici: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20 mM (NH4)2SO4, 5 mM MgClz,
200 uM dNTP, 0,48 uM primer FH2548-F, 0,48 uM primer FH2548-R a 2 mM tetramethyl
amonium oxalat (Top Bio).

Pro amplifikaci PCR byly pouZity primery pro lokus FH2548.

Sekvence primeru FH2548 R je nasledujici: 5' GACATTCAGAGATTTCCGCC 3'a
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FH2548 F 5' AAGGGAGGAAACAATGCTGA 3.
Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) pii nasledujicich podminkach: 1x
(94°C, 3 minuty), 35x (94°C 30 sekund, 64,1°C 30 sekund, 72°C 45 sekund), 1x (72°C 7

minut).

FH 2584

Pro amplifikaci polymorfniho PCR amplikonu byly pouzity primery pro lokus FH2584.
Optimalizovana reakéni smés o objemu 12,5 ul obsahovala 50 ng templatové DNA, 0,7 U
Taqg polymerazy (Roche) a 5 ug BSA. Koncentrace ostatnich komponent PCR reakce byla
nasledujici: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20 mM (NH4)2SO4, 50 mM KCI, 2,5 mM MgClz, 200
M dNTP, 0,48 uM primer FH2584-F, 0,48 uM primer FH2584-R a 2 mM tetramethyl
amonium oxalat (Top Bio).

Pro amplifikaci PCR byly pouZity primery pro lokus FH2584.

Sekvence primeru FH2548 R je nasledujici: 5' ACTCAAAGACCTGGAGGGGT 3'a

FH2548 F5' GTTAGGTTCACAGTGGGCGT 3.

Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) pii nasledujicich podminkéach: 1x
(94°C, 3 minuty), 35x (94°C 30 sekund, 67,9°C 30 sekund, 72°C 45 sekund), 1x (72°C 7

minut).

FH 2985

Optimalizovana reakéni smés pro amplifikaci o objemu 12,5 ul obsahovala 50 ng templatové
DNA, 0,7 U Taq polymerazy (Fermentas) a 5 ug BSA. Koncentrace ostatnich komponent
PCR reakce byla nasledujici: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20 mM (NH4)2SO4, 5 mM MgClz,
200 uM dNTP, 0,48 uM primer FH2985-F, 0,48 uM primer FH2985-R a 2 mM tetramethyl
amonium oxalat (Top Bio).

Pro amplifikaci PCR byly pouzity primery pro lokus FH2985.

Sekvence primeru FH2985 R je nasledujici: 5' ATGTGTGGAACTGAGCTTGG 3'a

FH2985 F 5' AGGGGCAACTCAAAGGTAAC 3.

Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) pii nasledujicich podminkach: 1x
(94°C, 3 minuty), 35x (94°C 30 sekund, 65,6°C 30 sekund, 72°C 45 sekund), 1x (72°C 7

minut).
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Obrazek 1: Schéma metody PCR
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Zdroj: Vierstraete (2001)

4.4. Agarozova elektroforéza

Pro vSechny analyzované SSR markery byl vyuzit stejny postup elektroforetické

separace. Pomér roztoku TBE a agardzy se liSi podle pozadované koncentrace gelu. Pro

ptipravu 2% agar6zového gelu se smichd 200 ml TBE 1x a 4 g agardzy v Erlenmayerové

baiice. Roztok se ohfiva v mikrovlnné troubé cca 3,5 min, aby doslo k rozpusténi agardzy. Po

vyjmuti Z mikrovinné trouby se roztok v kadince odlozi na magnetické michadlo na dobu asi

15 min. Smés by méla zchladnout pfiblizné¢ na 60°C. Poté se, vV ochrannych nitrilovych

rukavicich, ptida 12,5 ul ethidium bromidu a necha se opét promichat. Nasledné se gel nalije

do odlévaci formy, kde tuhne pul az jednu hodinu pfi laboratorni teploté. Poté se vyjmou

z polymeryzovaného gelu hiebeny a gel se i snosi¢em vlozi do elektroforetické vany

s elektrodovym pufrem.
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Vzorky, které se nanaseji na gel obsahuji 5 pl amplifikovaného produktu smichaného
s 2ul nanaSeci barvy na elektroforézu. Samotny proces elektroforetické separace probiha pii
120 voltech asi 30 minut v elektroforetické cele Sub Cell (Bio Rad, USA) piipojené ke zdroji
(obrazek 1).

Vizualizace elektroforeogramii byla zajisténa ethidium bromidem. Vizualizace pfi
ultrafialovém zafeni a jejich archivace probihda pomoci systému GelDoc (BioRad) s
programem QuantityOne (BioRad). Cilem této separace bylo ovéfeni pribéhu amplifikace,
nikoliv detekce polymorfismd.

Obrazek 2: Cela na agarézovou gelovou elektroforézu

RoztoKky a jejich sloZeni:
Vzorkovy pufr (Sambrook et al., 1989)
- 0,25% bromfenolové modii - sodna sil (Serva, SRN)

- 0,25% xylencyanové modii FF (Sigma, USA)
- 15,0% ficolu (Sigma, USA)
- Ve se nechd rozpustit ve sterilni 2x deionizované H,O

- Roztok je uchovavan pti 4°C

10xTBE pufr (Sambrook et al., 1989)
- 450 mM Tris-kyselina borita (Sigma, USA), pH 8,0
- 10 mM EDTA (Sigma, USA)

- roztok je uchovavan pfi teploté 4°C

34



1XTBE pufr (Sambrook et al., 1989)

- 10xTBE puft je nafedén 1x deinoizovanou H,O

- roztok je uchovavan pfi teploté 4°C

Z4asobni roztok ethidium bromidu (Sambrook et al., 1989)
- 10 mg ethidium bromidu (Sigma, USA)

- 1 ml sterilni 2x deionizované H,O
- roztok je uchovavan ve tmé, pii teplote 4°C

- pfi pfipravé a manipulaci je pracovano v ochrannych, sterilnich rukavicich

Elektrodovy pufr

Pro vyrobu tohoto pufru bylo pouzito:

- 1500 ml 1xTBE

- 75 pl zésobniho roztoku ethidium bromidu

Purf je ur€en pro okamzité pouziti. Pti pfipravé a manipulaci bylo pracovdno v ochrannych,

sterilnich rukavicich.

4.5. Polyakrylamidova elektroforéza
K samotné detekci polymorfismi slouzi elektroforetickd separace na 6%

polyakrylamidovém denaturaénim gelu S pomérem akrylamidu : bis-akrylamidu 19:1
S nasledujicim postupem pouzitym u vsSech hodnocenych SSR markerd. Pouzita byla

sekvenacni cela Sequi-Gen Il cell (Bio-Rad, USA) (obrazek 2).
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Obrazek 3: Sestavena elektroforeticka cela Protean Xii pro vertikalni

polyakrilamidovou elektroforézu (Bio Rad, USA)

1) Piiprava vzorki pro separaci

Vzorky pouzité pii elektroforetické separaci obsahuji:

- 5ul amplifikovaného produktu
- 5ul denatura¢niho nanaseciho pufru podle Benbouza et al. (2006)
- vzorky prodé€laly pétiminutovou denaturaci pii 94°C, nasledn¢ byly zchlazeny a zamraZzeny

az do nanaseni na gel.

40 ml denaturaéniho nandSeciho pufru podle Benbouza et al. (2006) obsahuje:
- 38,19 ml formamidu (99,5%)
- 400 ul 1M NaOH

- 1,41 ml sterilni 2x deionizovana H,0O
- 20 mg bromfenolové modii - sodna siil (Serva, SRN)

- 20 mg xylencyanolové modii FF (Sigma, USA)

2) Priprava sekvena¢ni cely

Je nutné , aby gel ziistal pfichycen na volném sklu. Proto se ob¢ skla sekvena¢ni cely musi
specialné oSettit. Sklo cely s pufrovou komorou se vylesti nasucho a potie 1 ml Antisilanu
(Sigma-Cote (Sigma, SRN)). Samostatné sklo se nejprve ocisti 96 % etanolem a poté

silanizaénim roztokem a sekvenacdni cela se sestavi.
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Silanizaéni roztok:

-1 ml 96 % etanolu

- 5 ul ledové kyseliny octové

- 3 ul Silanu (3-(metakryloxypropyl)-trimethoxysilan)

3) Priprava a uziti gelu

Roztok na pfipravu 6 % polyakrylamidového denatura¢niho gelu (,.Benbouza‘)

100 ml roztoku ,,Benbouza“ obsahuje:

- 15 ml 40% roztoku akrylamidu a bis-akrylamidu v poméru 19:1
- 10 ml 10x TBE

- 42 g mocoviny (vysledna koncentrace mocoviny je 8 M)

K polymeraci roztoku a vzniku gelu je nutné pridat:

- 833 ul 10% APS (amonium persulfat)

- 50 pl Temedu (tetramethylethylendiamin)

- v§e rozmichame na magnetickém michadle

Po ptidani latek do roztoku ,,Benbouza“ ihned dochazi k polymerizaci, proto je nutné mit
sestavenou sekvenaéni celu. Po rozmichani vSech latek se sekvenacni cela naplni gelem a
zasune hieben. Gel polymerizuje pfiblizn¢ 1 hodinu. Po ztuhnuti gelu se cela naplni ohfatym,
ptiblizn¢ 50°C teplym, TBE roztokem, vyjme se hicben a nanasi se vzorky o objemu ptiblizné
5 ul. Elektroforeticka separace trva 3,5 hodiny pti konstantnim vykonu 80 W a ptiblizné
50°C.

4) Priprava roztoki k barveni gelu
Fixaéni roztok podle Benbouza et al. (2006)
- 100 ml 96% etanolu

- 5 ml ledové kyseliny octové

- 896 ml 1x deionizované H,O

- roztok se pred pouzitim uklada v lednici
Barvici roztok

- 1,5 g dusi¢nanu sttibrného

- 11 1x deionizovana H,O

- roztok se ulozi do temna
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- tésné pred pouzitim se do né&j piida 3 ml formaldehydu

Vyvijeci roztok

- 15 g hydroxidu sodného
- 11 1x deionizované H,O
- roztok je uloZen pii pokojové teploté

- tésné pred pouzitim se do roztoku piidaji 3 ml formaldehydu

5) Barveni gelu

Gel ptichyceny na volné sklo v disledku piedchozi aplikace silaniza¢niho roztoku se vlozi do
fixa¢niho roztoku na cca 5 minut. Poté je sklo pfiblizn¢ 6 az 10 minut ponofeno v barvicim
roztoku. Po oplachnuti skla v destilované vodé se ponoii do vyvijeciho roztoku na 5 minut.
Inkubaéni doba ve vyvijecim roztoku se stanovuje na zakladé aktualni viditelnosti fragmentt
DNA. Zastaveni vyvijeci reakce se provadi ponofenim gelu do fixaénim roztoku po dobu 5

minut.

4.6. Stastické hodnoceni vysledku

4.6.1. Detekce alel mikrosatelitnich markeru

Pro tyto analyzy byla pouzita kolekce zéastupcii plemen cCeskoslovensky vlcak,
némecky ovéak a Saarloostv vicak, ktera je uvedena v tabulce 1. Tato zvitata byla hodnocena
mikrosatelitnimi markery FH2548, FH2584 a FH2985. Pfi statistickém hodnoceni bylo nutno
ptihlédnout ke specifikim téchto markerti. Markery gonozému X FH2548, FH2584 a FH2985
jsou u fen zastoupeny 2 alely a u psti pouze 1 alelou.

Ziskana data byla nasledné zpracovana programem TFPGA (Tools For Population
Genetic Analyse) ver.1.3. ve kterém byly konstruovany kladogramy na principu koeficientu
genetické vzdalenosti dle Rogers (1972) metodou UPGMA. Vysledky hodnoceni jsou

prezentovany na grafech 1 a 2.

4.6.2. Stastické vyhodnoceni v zavislosti distribuce alel mikrosatelitnich
lokusi FH 2548, FH 2584 a FH 2985 na koeficientu imbreedingu
hodnocenych zvirat

Pro hodnoceni stupné¢ inbreedingu byl pouzit Wrightiv koeficient, ktery je
automaticky pocitdn v ramci databaze chovnych zvifat uvedenych na strankach Svét

ceskoslovenského vi¢aka (www.wolfdog.org). Koeficienty byly stanoveny na zakladé
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petigeneraéniho rodokmenu (Fx 5), osmigeneracniho rodokmenu (Fx 8) a na zékladé
maximalniho poctu generaci, ktery je v databazi zpracovan (Fx max).

Celkova databaze plemen Ceskoslovensky vic¢ak, némecky ovcak a Saarloostiv vicak citala
tudiz 200 zadznami s pfifazenymi hodnotami Fx. Kazda fena, kterd je v ramci gonozémii X
diploidni, pfispivala do této databaze dvéma haplotypy. Hemizygotni psi pfispivali pouze
jednim haplotypem. Ziskané hodnoty Fx byly néasledné¢ setfidény na zaklad¢ téchto pravidel:

L. skupina Fx<0; primér — smérodatna odchylka)

II. skupina Fx<primeér — smérodatna odchylka; primér + smérodatna odchylka>

II. skupina Fx(primér + smérodatna odchylka; 100)

Konkrétni Ciselné udaje charakterizujici rozdé€leni do téchto tii skupin jsou soucasti kapitoly
vysledky.

Pro stanoveni zavislosti zastoupeni alel v mikrosatelitnich lokusech FH2548, FH2584 a
FH2985 na koeficientu inbreedingu byl pouzit neparametricky thest, pro vypocet byl pouzit
program Stistica CZ ver. 8 StatSoft.
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5. VYSLEDKY

5.1 Detekce alel mikrosatelitnich lokusu FH2548, FH2584 a
FH2985

Na nasledujicich obrazcich jsou uvedeny vzorové elektroforeogramy hodnocenych
mikrosatelitnich lokust. Z obrazku 4 je patrné, Ze agar6zovou elektroforézu lze pouzit pouze
pro ovéieni amplifikace, nikoliv vSak pro spolehlivou detekci polymorfismu mikrosatelitnich

lokust.

Obrazek 4: Vzorovy elektroforeogram separace alel mikrosatelitniho lokusu FH2548

vybranych zastupci plemene ¢eskoslovensky vi¢ak v agarézovém gelu
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Vzorovy elektroforeogram separace alel mikrosatelitniho lokusu FH2548

Obrazek 5:

ky ovéak a

4

, némec

y vicak

koslovensk

vybranych zastupci plemen ¢es

Saarloosuav vl¢ak

(9/T "eud) ‘ASD) YBIA AYDIUAO|O BV

(9/€ "BUDJ *ASD) 0130) - EYIOAS BYsAOuIfRY eply
(t/ “BUd) *AS) SLI| AWLLIIAD)) STLIS JIOM

($/€ Bual "AS) sOIy

(¢ *sad ‘AS) maquingl pods uejg

($/C "eua) "ON) PIUAYOE [2ARY BLIRY

(t/€ “Bud) "ON) ¥Dd ®BI'X

($/p “Buay "ON) ¥ d equing

(§/€ Bud) ASD) wnuiwwLy wafe] Ay

(/T "eua) *ON) Y )d Bu]

(/T "Budy ‘AS)) 1BUDE( RIRE

(T/1 "eud "ON) ¥)d BUN

41



Obrazek 6: Vzorovy elektroforeogram separace alel mikrosatelitniho lokusu FH2584

vybranych zastupca plemen ¢eskoslovensky vi¢ak, némecky ovéak a

Saarloosuv vi¢ak

‘a = Dasa z Chlumeckého podzaméi (CSV, fena 3/5)
Anky Vister (NO, fena, 3/5)

-

Tabulkal: Celkovy pi‘ehled hodnocenych jedinci véetné detekovanych alel SSR
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lokusu — 1. ¢ast

Inka PCR (NO, fena. 5/7)

Iveta PCR (NO, fena 4/5)

I Xena PCR (NO, fena, 5/8)

. . FH FH FH
Plemeno Pohlavi Jméno o548 | 2584 2985

Ceskoslovensky
vicak Fena | Aida VI¢i démon 2/3 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena [ Aigina Sotis 3/6 4/9 77
Ceskoslovensky
vicak Fena | Ajbix Mrazivé ticho 2/5 2/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Ajda Kalinovska svorka - Gero 3/6 5/9 77
Ceskoslovensky
vicak Fena |Akela od Starkej 2/3 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Aki Polarni vlk 2/3 3/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Ala Olovnicky vi¢dk 2/6 3/9 717
Ceskoslovensky
vicak Fena |Alexaz Por¢ova mlyna 2/4 5/9 4[7
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2. éast

. . FH FH FH
Plemeno Pohlavi Jméno 9548 9584 2985

Ceskoslovensky
vicak Fena Alpestre Galicyjski Wilk 2/3 4/9 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Amy Zlata Palz 2/3 5/9 717
Ceskoslovensky
vicak Fena Aimy Osada Draklem 214 3/9 57
Ceskoslovensky
vicak Fena | Anne Lee Srdcervac 3/3 5/9 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Anteia Sotis 3/6 5/5 717
Ceskoslovensky
vi¢ak Fena |Araya od Starkej 2/3 4/9 77
Ceskoslovensky
vicak Fena  |Areia Sotis 213 5/5 717
Ceskoslovensky
vi¢ak Fena |[Arielle la Seven Loup Cie 2/3 5/5 77
Ceskoslovensky
vigak Fena | Asy Aranéino poselstvi 2/3 0/0 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Aura Polarni vlk 2/3 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Ave Tajga Arimminum 3/5 5/9 717
Ceskoslovensky
vicak Fena |Axa od Rajské chvojky 2/3 5/9 77
Ceskoslovensky
vicak Fena | Ayashee z Reviru vikt 5/6 0/0 77
Ceskoslovensky
vicak Fena Bara Dakmat CS 214 5/9 4/7
Ceskoslovensky
vicak Fena |Bellisa z Vérné smecky 4/5 0/0 4/7
Ceskoslovensky
vicak Fena |Bell Elly z Vérné smecy 2/5 4/5 4/7
Ceskoslovensky
vicak Fena Besta z Uher 3/4 5/5 717
Ceskoslovensky
vi¢ak Fena  |Birsha Osada Draklem 213 9/9 717
Ceskoslovensky
vicak Fena |Borka II. z Rosikova 3/4 5/9 4/7
Ceskoslovensky
vicak Fena |Callisto z Peronowki 3/4 5/9 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Catananche Stin vlka 3/4 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena |Daria z Udoli ticha 3/4 5/9 4/7
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3. ¢ast

. . FH FH FH
Plemeno Pohlavi Jméno 9548 9584 2985

Ceskoslovensky
vicak Fena Dasa Chlumecké podzamdi 2/3 3/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Desire Sotis 213 4/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Dia Dakmat 2/4 5/9 4/7
Ceskoslovensky
vicak Fena Dolly Dakmat 2/4 5/5 Al7
Ceskoslovensky
vi¢ak Fena Dona z Oravy 2/5 5/5 417
Ceskoslovensky
vi¢ak Fena D’Elestielle de 1’Ame des Loups 3/4 5/9 77
Ceskoslovensky
vl¢ak Fena | Felon Eden severu 2/6 5/9 717
Ceskoslovensky
vi¢ak Fena Fina Dakmat 4/5 5/9 417
Ceskoslovensky
vlcak Fena |Gaia Dakmat CS 2/3 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena Gema spod Dumbiera 2/3 5/5 al7
Ceskoslovensky
vicak Fena Genny Dakmat CS 214 4/5 a7
Ceskoslovensky
vicak Fena |Gira Dakmat CS 213 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena |Go-Go z Molu Es 5/6 4/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Grace Maly Bysterec 2/3 4/5 4/7
Ceskoslovensky
vicak Fena | Grey spod Dumbiera 3/4 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena Hena Radov dvor 4/4 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena Ina Radov dvor 3/5 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena Inka Radov dvor 3/5 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena Ishtar z Peronowki 3/4 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena Jasmina Eden severu 2/5 4/4 77
Ceskoslovensky
vicak Fena |Jaw z Molu Es 3/5 4/9 717
Ceskoslovensky
vicak Fena |Jolka Radov dvor 3/4 4/5 4/7
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4. ¢ast

. . FH FH FH
Plemeno Pohlavi Jméno 9548 9584 2985

Ceskoslovensky
vicak Fena | Kala Radov dvor 213 0/0 717
Ceskoslovensky
vicak Fena Khylah van Goverwelle 2/3 4/5 77
Ceskoslovensky
vicak Fena Laudaj Girios dvasia 2/3 2/5 77
Ceskoslovensky
vicak Fena Ma Chérie Arimminium 3/5 5/9 77
Ceskoslovensky
vlcak Fena | Ossa Eden severu 3/3 5/9 717
Ceskoslovensky
vicak Fena Snéhurka z Molu 3/5 5/5 717
Ceskoslovensky
vi¢ak Fena Uny Tossa z Molu Es 2/5 0/0 77
Ceskoslovensky
vi¢ak Fena Upstream Arimminum 2/5 4/5 77
Ceskoslovensky
vigak Fena |Valkyra z Molu Es 2/5 5/5 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Wolfish Witch z Molu Es 213 0/0 717
Ceskoslovensky
vicak Fena | Xiraz Molu Es 2/5 5/9 717
Ceskoslovensky
vicak Pes Agar Reolup 6 5 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Agar u Hromov¢ Hory 5 5 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Airo z Blanickych vinic S) o) Il
Ceskoslovensky
vicak Pes Akar ze Studeného 3 5 7
Ceskoslovensky
vigak Pes Akim z Reviru vlkl 2 0 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Amor Sokoli oko 3 0 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Amore Mio Srdcervac 3 9 7
Ceskoslovensky Ar' Wann de la Mollyniere de
vicak Pes Lo'Scale 3 4 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Art z Vikroriinej zahradky 3 5 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Balder des Plaines de I'Est 4 5 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Barry z Hvozdecké kotliny 2 9 7
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5. ¢ast

. . FH FH FH
Plemeno Pohlavi Jméno 9548 2584 2985

Ceskoslovensky

vicak Pes Ben z Chrlickych plani 2 9 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Brest z Destné hory 4 5 4
Ceskoslovensky Bhal' Djey Asham de la

vicak Pes Mollynire de Lo'Scale 3 4 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Blade z Malého raje 3 9 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Bref od Tistinského potoka 2 5 7
Ceskoslovensky

vlcak Pes Brest Sotis 2 5 7
Ceskoslovensky

vl¢ak Pes Brian Sotis 6 9 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Bursus Zeleny paprsek 3 9 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Cézar Lupus Bohemia Genao 3 5 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Cid Osada Draklem 4 5 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Cir Cleo Sotis 6 9 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Clif Sotis 2 5 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Corro Sotis 6 5 7
Ceskoslovensky

vigak Pes Danny z Udoli ticha 4 9 4
Ceskoslovensky

vi¢ak Pes Dante'Be de I'Ame des Loups 4 9 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Darek z Udoli ticha 2 9 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Dark Sotis 3 5 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Dragoun z VI¢i chaloupky 3 5 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Drake Twin z Vérné smecky 3 9 7
Ceskoslovensky

vlcak Pes Elan spod Dumbiera 3 5 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Elroy Dakmat 3 5 7
Ceskoslovensky

vicak Pes Enar spod Dumbiera 3 5 4
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6. Cast

. . FH FH FH
Plemeno Pohlavi Jméno 9548 2584 2985
Ceskoslovensky
vicak Pes Enzo Crying Wolf 3 9 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Furcas z Peronowki 3 1 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Gadar Foncorda 4 5 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Geryon z Perondwki 4 9 7
Ceskoslovensky
vi¢ak Pes Good Boy z Molu Es 5 4 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Gryz spod Dumbiera 2 S) 4
Ceskoslovensky
vl¢ak Pes Hron Radov dvor 3 5 7
Ceskoslovensky
vl¢ak Pes Chadow de la Louve Blanche 3 5 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Idun Imbus z Peronowki 6 5 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Jerry Lee z Molu Es 5 4 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Kelt z Molu Es 2 2 7
Ceskoslovensky
vicak Pes L"Rocco z Molu Es 6 4 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Leonardo Eden severu 2 9 7
Ceskoslovensky
vi¢ak Pes Merlin Crying Wolf 3 5 6
Ceskoslovensky
vicak Pes Nuk Seda eminence 4 2 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Pinto od Uhost& 5 9 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Qeron z Molu Es 6 5 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Quin z Litavské kotliny 2 9 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Velaskez z Molu Es 2 4 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Veron z Molu Es 2 4 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Volos Crying Wolf 2 5 7
Ceskoslovensky
vicak Pes Yarl Yanatos Crying Wolf 3 9 7
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7. Cast

Plemeno Pohlavi Jméno ZZZI8 2';?4 2';';5
Némecky ovcak Fena | AjSaz Otova dvoru 2/4 4/4 3/7
Némecky ovcak Fena | Anky Vister 1/4 3/5 77
Némecky ovéak Fena |Arisa PCR 2/2 Al4 717
Némecky ovéak Fena |Arven PCR 3/3 4/5 717
Némecky ovéak Fena |Aura PCR 3/3 4/5 717
Némecky ovcak Fena Barra Ravel Bohemia 214 a/7 6/7
Némecky ovéak Fena |Bety PCR 2/2 4/10 3/7
Némecky ovéak Fena |Biba PCR 2/4 4/10 717
Némecky ovéak Fena |Bona PCR 214 4/10 717
Némecky ovcak Fena Brila PS 214 5/5 3/7
Némecky ovéak Fena |Cita PCR 4/5 5/7 717
Némecky ovéak Fena |Gena PCR 2/2 4/4 717
Némecky ovéak Fena |Hana PCR 2/3 Al7 717
Némecky ovéak Fena |Heny PCR 212 4/5 717
Némecky ovéak Fena |Chany PCR 2/2 5/10 717
Némecky oveak Fena |Chiara PS 2/3 4/5 717
Némecky ovéak Fena |Chuna PCR 2/3 5/10 717
Némecky ovéak Fena |Igy z Polabi Boner 1/4 A7 717
Némecky ovéak Fena |Inka PCR 2/5 5/7 3/7
Némecky ovéak Fena |IrmaPCR 2/4 4/5 3/7
Némecky ovéak Fena |IsaPCR 2/5 5/7 717
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8. Cast

Plemeno Pohlavi Jméno ZZZI8 2';?4 2';';5
Némecky ovéak Fena |Iveta PCR 2/2 4/5 717
Némecky ovéak Fena |Jaga PCR 2/5 Al7 717
Némecky ovéak Fena |Jumba PCR 4/5 Al7 717
Némecky oveak Fena Klea PS 2/2 4/5 77
Némecky ovéak Fena |Magie PCR 1/4 0/0 717
Némecky ovcak Fena Panga od Policie 2/2 4/5 77
Némecky oveak Fena |StellaPS 214 4/4 717
Némecky ovéak Fena |Tara PCR 2/2 5/5 717
Némecky ovéak Fena |Tina PCR 2/3 5/5 717
Némecky ovéak Fena |Uganda PCR 1/2 4/5 717
Némecky ovéak Fena |Una PCR 1/2 4/5 717
Némecky oveak Fena |Urama PCR 1/2 5/5 717
Némecky ovéak Fena |Urma PCR 1/2 4/5 717
Némecky ovéak Fena |Ursa PCR 1/2 5/5 717
Némecky oveak Fena |Wespa PCR 1/4 4/5 6/7
Némecky ovéak Fena |Xane PCR 2/2 4/5 717
Némecky ovéak Fena |Xena PCR 3/4 5/8 717
Némecky ovéak Fena |Xila PCR 3/4 4A/8 717
Némecky ovéak Fena |Xixa PCR 2/3 4/8 717
Némecky oveak Fena Yane PS 2/4 4/5 37
Némecky ovéak Fena |Yza PCR 2/3 Al4 717
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9. ¢ast

Plemeno Pohlavi Jméno ZZZI8 2';?4 2';';5
Némecky ovéak Fena |Zira PCR 2/2 4/5 717
Némecky ovéak Pes Asko PCR 2 4 7
Némecky ovéak Pes Alan PCR 2 4 7
Némecky ovéak Pes Amor PCR 2 4 7
Némecky ovéak Pes Arek PCR 2 4 7
Némecky ovéak Pes Baryk PCR 2 4 7
Némecky ovcéak Pes Brix PCR 4 4 Il
Némecky ovcak Pes Hagar PCR 2 5 7
Némecky ovéak Pes Hetrik PCR 2 5 7
Némecky ovcak Pes Chadir PCR 2 5 7
Némecky oveéak Pes Charis PCR 3 o) 7
Némecky oveéak Pes Chavir PCR 3 5 7
Némecky ovéak Pes Chino PCR 3 5 7
Némecky ovcak Pes Iro Grey Archibald 2 5 7
Némecky oveak Pes Markus z Arnoltovic 1 8 7
Saarloostv vI¢ak Fena Belanka de Daim Pré 5/5 11/11 4/4
Saarloosuv vI¢ak Fena Bengalen Rubis De louba tar 5/5 11/11 4/4
Saarloostv vicak Fena Bruce 4/4 11/11 77
Saarloostiv vI¢ak Fena Byzance De daim pré 4/4 11/11 4/7
Saarloostiv vI¢ak Fena Candy Canelle De louba tar 4/4 11/11 77

Chanelle Callista d"Emozioni
Saarloosuv vI¢ak Fena Breizh 5/5 6/11 4/6
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10. ¢ast

Plemeno Pohlavi Jméno ZZZI8 2';?4 2';';5
Saarloosiv vi¢ak | Fena Clair de Lure 4/5 11/11 4/4
Saarloosuv vI¢ak Fena Diams 5/5 11/11 4/6
Saarloosuv vI¢ak Fena Dieppe d’Emozioni Breizh 5/5 6/11 6/6
Saarloosuv vI¢ak Fena Diolone 5/5 11/11 4/6
Saarloosuv vI¢ak Fena Honey Kiss Wolfsirius 4/4 11/11 6/6
Saarloosuv vI¢ak Fena |[Jura jacinth De louba tar 5/5 11/11 4/6
Saarloostv vI¢ak Fena Kitos 3/5 11/11 417
Saarloosuv vI¢ak Fena Ura-lou De daim pré 4/5 11/11 4/6
Saarloosuv vI¢ak Fena Varich 4/5 11/11 47
Saarloosiv vicak ~ |Fena | Wolf Sirius Covername Iris 4/4 11/11 4/5
Saarloostv vI¢ak Pes Abel z Molu 4 11 5
Saarloosuv vi¢ak | Pes Ararat z Molu 4 11 4
Saarloostv vI¢ak Pes Angel Warrior Miraja 4 11 6
Saarloostv vI¢ak Pes Call Wild of Wolfsirius 4 11 4
Saarloostv vI¢ak Pes Cool Rainbow de Daim Pré 4 11 7
Saarloosuv vi¢ak | Pes Ehwaz Faelan lke 4 4 7
Saarloostv vI¢ak Pes Grant 4 4 7
Saarloosuv vI¢ak Pes Insieme De louba tar 4 11 7
Saarloostiv vI¢ak Pes Tango Timber Eskalupa 5 11 6

Pouzité mikrosatelitni markery amplifikovaly segment gonozému X, ktery je u fen zastoupen

dvéma alelami a u pst pouze jednou. Z tohoto ditvodu bylo provedeno také hodnoceni

frekvence vyskytu alel zvlast u pst a zvlast u fen.
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5.1.1 Detekce alel mikrosatelitnich lokusu u fen

Pro vyhodnoceni polymorfismu alel byl pouzit program TFPGA, jehoz vysledky jsou
pro jednotlivd plemena zpracovany v nasledujicich tabulkach. Vyskyt alel ptedstavuje
skute¢ny pocet alel zjisténych u fen daného plemene. Vzhledem k diploidni povaze tohoto
markeru, pocet alel odpovida dvojnasobku poctu fen. Frekvence alel predstavuje relativni
vyskyt alely uvedeny v setinach. Pocet heterozygoti predstavuje skuteény pocet fen, u
kterych byla konkrétni alela zastoupena v heterozygotni sestavé. Frekvence heterozygotl
vyjadfuje relativni Cetnost heterozygotii s konkrétni alelou, kterd je rovnéz uvedena
Vv setinach. Parametr Hp pfedstavuje pozorovanou heterozygotnost daného mikrosatelitniho
lokusu. Parametr He vyjadiuje ocekavanou heterozygotnost daného lokusu Vv piipadé,ze
populace by byla v rovnovaze podle Hardy - Weinbergova zakona. Tyto dva parametry
Vv ptfipadé¢ nami zvolené¢ho zplisobu hodnoceni vSak nemiizeme povazovat za standardné
pouzivany koeficient v populacni genetice, protoze soubor hodnocenych jedinct jsou pouze
feny a populace predstavuje vzdy soubor jedincti obojiho pohlavi. Standardni vyhodnoceni
vSech jedincli z pohledu mikrosatelitnich lokusti véazanych na gonozém X nebylo mozné
provést, protoze u pst je detekovatelnd pouze jedna alela danych lokust. Na koeficienty
heterozygotnosti lze pohliZzet pouze jako na parametry posuzujici pouze feny a ne celou

populaci.

Tabulka 2: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2548 u fen

FH 2548 ceskoslovensky viéak
Vyskyt [ Frekvence Pocet Frekvence
Alela - o
alely alely heterozygoti | heterozygotu
1 0 0,0000 0,0000 0,0000
2 38 0,3016 38,0000 0,6032
3 44 0,3492 40,0000 0,6349
4 19 0,1508 17,0000 0,2698
5 18 0,1429 18,0000 0,2857
6 7 0,0556 7,0000 0,1111
He =0,7468
Ho =0,9524
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Tabulka 3:

Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2548 u fen

FH 2548 némecky ovéak
Vyskyt | Frekvence Pocet Frekvence
Alela o -
alely alely heterozygoti | heterozygoti
1 9 0,1047 9,0000 0,2093
2 44 0,5116 22,0000 0,5116
3 12 0,1395 8,0000 0,1860
4 16 0,1860 16,0000 0,3721
5 5 0,0581 5,0000 0,1163
6 0 0,0000 0,0000 0,0000
He =0,6777
Ho =0,6977
Tabulka 4: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2548 u fen
FH 2548 Saarloosuv vi¢ak
Vyskyt | Frekvence Pocet Frekvence
Alela . o
alely alely heterozygotii | heterozygoti
1 0 0,0000 0,0000 0,0000
2 0 0,0000 0,0000 0,0000
3 1 0,0313 1,0000 0,0625
4 13 0,4063 3,0000 0,1875
5 18 0,5625 4,0000 0,2500
6 0 0,0000 0,0000 0,0000
He=0,5343
Ho=0,2500
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Tabulka 5:

Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2584 u fen

FH 2584 ceskoslovensky vi¢ak
Vyskyt | Frekvence Pocet Frekvence
Alela o o
alely alely heterozygoti | heterozygoti
0 12 0,0952 0 0,0000
2 2 0,0159 2 0,0317
3 4 0,0317 4 0,0635
4 14 0,1111 12 0,1905
5 69 0,5476 29 0,4603
6 0 0,0000 0 0,0000
7 0 0,0000 0 0,0000
8 0 0,0000 0 0,0000
9 25 0,1984 23 0,3651
10 0 0,0000 0 0,0000
11 0 0,0000 0 0,0000
He =0,6432
Ho =0,5556
Tabulka 6: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2584 u fen
FH 2584 némecky ovéak
Al Vyskyt Frekvence Pocet Frekvence
ela o 8
alely alely heterozygoti | heterozygoti
0 2 0,0233 0 0,0000
2 0 0,0000 0 0,0000
3 1 0,0116 1 0,0233
4 35 0,4070 25 0,5814
5 32 0,3721 22 0,5116
6 0 0,0000 0 0,0000
7 8 0,0930 8 0,1860
8 3 0,0349 3 0,0698
9 0 0,0000 0 0,0000
10 5 0,0581 5 0,1163
11 0 0,0000 0 0,0000
He =0,6900
Ho =0,7442
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Tabulka 7:

Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2584 u fen

FH 2584 Saarloosuyv vi¢ak
Vyskyt | Frekvence Pocet Frekvence
Alela o -
alely alely heterozygoti | heterozygoti
0 0 0,0000 0 0,0000
2 0 0,0000 0 0,0000
3 0 0,0000 0 0,0000
4 0 0,0000 0 0,0000
5 0 0,0000 0 0,0000
6 2 0,0625 2 0,1250
7 0 0,0000 0 0,0000
8 0 0,0000 0 0,0000
9 0 0,0000 0 0,0000
10 0 0,0000 0 0,0000
11 30 0,9375 2 0,1250
He =0,1210
Ho =0,1250
Tabulka 8:  Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2985 u fen
FH 2985 ceskoslovensky vi¢ak
Vyskyt | Frekvence Pocet Frekvence
Alela . o
alely alely heterozygoti | heterozygoti
3 0 0,0000 0 0,0000
4 14 0,1111 14 0,2222
5 1 0,0079 1 0,0159
6 0 0,0000 0 0,0000
7 111 0,8810 15 0,2381
He =0,2132
Ho =0,2381
Tabulka 9:  Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2985 u fen
FH 2985 némecky ovéak
Al Vyskyt | Frekvence Pocet Frekvence
ela 8 o
alely alely heterozygoti | heterozygoti
3 6 0,0698 6 0,1395
4 0 0,0000 0 0,0000
5 0 0,0000 0 0,0000
6 2 0,0233 2 0,0465
7 78 0,9070 8 0,1860
He =0,1740
Ho =0,1860
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Tabulka 10: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2985 u fen

FH 2985 Saarloosiiv vi¢ak
Al Vyskyt | Frekvence Pocet Frekvence
ela o o
alely alely heterozygoti | heterozygoti
3 0 0,0000 0 0,0000
4 15 0,4688 9 0,5625
5 1 0,0313 1 0,0625
6 9 0,2813 5 0,3125
7 7 0,2188 3 0,1875
He =0,6734
Ho = 0,5625

Ziskana data byla nasledné zpracovana programem TFPGA (Tools For Population Genetic
Analyse) ver.1.3. ve kterém byly konstruovany kladogramy na principu koeficientu genetické
vzdalenosti dle Rogers (1972) metodou UPGMA. Tento program vyuziva v molekularni
taxonomii a evolu¢ni biologii fada autord. Hodnota koeficientu vyjadiuje v desetinném cisle
genetickou vzdalenost mezi alelami vSech tfi hodnocenych mikrosatelitnich lokust. Nulova

hodnota znamend stoprocentni identitu v distribuci alel mezi porovnavanymi skupinami.

Vysledky hodnoceni jsou prezentovany na grafu 1.

1 Ceskoslovensky vléak

2 Némecky ovéak

Graf 1: Kladogram vyjadfujici genetickou vzdalenost mezi fenami plemen
¢eskoslovenského vi¢aka, némeckého ovéaka a Saarloosova vi¢aka
| | | | |
| | | | |
0,7 0525 035 0,175
0,2095
—10,6267

3 Saarloosiv vléak

Feny plemene Saarloostv vi¢ak se od dalSich dvou skupin fen odliSuji hodnotou Rogersova

koeficientu 0,6267.
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5.1.2 Detekce alel mikrosatelitnich lokust u psi

U kazdého psa je zastoupena alela mikrosatelitniho lokusu lokalizovaného na
gonozému X pouze jedenkrat, psi jsou z hlediska tohoto markeru vzdy hemizygotni. Vyskyt
alely v podstat¢ odpovida poctu psi, ktefi tuto alelu maji. Frekvence alely, uvedena
V setindch, predstavuje relativni vyskyt této alely u souboru hodnocenych pst. Vzhledem

K hemizygotni povaze markeru neni mozné stanovit uroven heterozygotnosti.

Tabulka 11: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2548

FH 2548 | ceskoslovensky vi¢ak
yskyt | Frekvence

Al Veﬁilg alely

1 0 0,0000

2 14 0,2545

3 21 0,3818

4 8 0,1455

5 5 0,0909

6 7 0,1273

Tabulka 12: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2548

FH 2548 némecky ovéak
Alela Vyskyt | Frekvence
alely alely
1 1 0,0714
2 9 0,6429
3 3 0,2143
4 1 0,0714
5 0 0,0000
6 0 0,0000

Tabulka 13: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2548

FH 2548 Saarloosiiv vi¢ak
Vyskyt | Frekvence

Al aﬂelg alely
1 0 0,0000

2 0 0,0000

3 0 0,0000

4 8 0,8889

5 1 0,1111

6 0 0,0000
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Tabulka 14: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2584

FH 2584 | ceskoslovensky vi¢ak
Vyskyt | Frekvence
AUE alely alely

0 2 0,0364

1 1 0,0182

2 2 0,0364

4 7 0,1273

5 26 0,4727

8 0 0,0000

9 17 0,3091

11 0 0,0000

Tabulka 15: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2584

FH 2584 némecky ovéak
Alela Vyskyt | Frekvence
alely alely
0 0 0,0000
1 0 0,0000
2 0 0,0000
4 6 0,4286
5 7 0,5000
8 1 0,0714
9 0 0,0000
11 0 0,0000

Tabulka 16: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2584

FH 2584 Saarloosuv vl¢ak
Alela Vyskyt | Frekvence

alely alely

0 0 0,0000

1 0 0,0000

2 0 0,0000

4 2 0,2222

5 0 0,0000

8 0 0,0000

9 0 0,0000

11 7 0,7778
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Tabulka 17: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2985

FH 2985 | ceskoslovensky vl¢ak
Vyskyt | Frekvence
AUE alely alely
4 4 0,0727
5 0 0,0000
6 1 0,0182
7 50 0,9091

Tabulka 18: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2985

FH 2985 némecky ovéak
Alela Vyskyt | Frekvence
alely alely
4 0 0,0000
5 0 0,0000
6 0 0,0000
7 14 1,0000

Tabulka 19: Frekvence alel mikrostelitniho lokusu FH 2985

FH 2985 Saarloosuyv vl¢ak

Alela Vyskyt | Frekvence
alely alely
4 2 0,2222
S 1 0,1111
6 2 0,2222
7 4 0,4444

Ziskana data byla nasledné zpracovdna programem TFPGA ve kterém byly konstruovany
kladogramy na principu koeficientu genetické vzdalenosti dle Rogers (1972) metodou
UPGMA. Hodnota koeficientu vyjadifuje v desetinném cisle genetickou vzdalenost mezi
alelami vSech tfi hodnocenych mikrosatelitnich lokust. Vysledky hodnoceni jsou

prezentovany na grafu 2.
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Graf 2: Kladogram vyjadfujici genetickou vzdalenost mezi psi plemen

¢eskoslovenského vicaka, némeckého ovéaka a Saarloosova vléaka

| ] ] | ]
| | | |

06 045 03 0,15 0,000

1 Ceskoslovensky vléak

0,2409

2 Némecky oviak
05962

3 Saarloosav vlialk

Psi plemene Saarloosliv vi¢ék se od dalSich dvou skupin psti odliSuji hodnotou Rogersova

koeficientu 0,5962.

5.2. Stastické vyhodnoceni v zavislosti distribuce alel
mikrosatelitnich lokusi FH2548, FH 2584 a FH 2985 na
koeficientu imbreedingu hodnocenych zvirat

5.2.1 Rozdéleni zvirat do skupin podle hodnot koeficientu imbreedingu

Pro hodnoceni stupné inbreedingu byl pouzit Wrightiiv koeficient, ktery je
automaticky pocitan v ramci databaze chovnych zvitat uvedenych na strankach Svét
¢eskoslovenského vic¢aka (www.wolfdog.org). Bylo hodnoceno 200 vybranych jedinct
uvedenych v tabulce 1. Pro charakteristiku koeficientu inbreedingu byly pouzity nasledujici
statistické parametry — aritmeticky primér (T), smérodatna odchylka (s) a variaéni koeficient
(Vk). Déle byla data rozd¢lena do tii skupin A, B, C podle uvedenych kritérii uvedenych
v tabulce 20.
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Tabulka 20: Zakladni statistické parametry u vybraného souboru

T Vi . T T T C (T+s;
Parametr T S [%] N | A(<0; T-s) | B(<T-s; T+s> 1005)
Fx 5 9,460 | 5,145 | 54,383 | 200 | (0-4,3153) (4,3153 - (14,6047 - o0)
’ ’ ’ ' 14,6047) '
(0- (14,0549 (22,80709-
Fx 8 18,431 | 4,376 | 23,744 | 200 14,05491) 2.80709) )
(O (16,711174— ]
Fx max | 20,744 | 4,033 | 19,441 | 200 16,711174) 4,777) (24,777- )

5.2.2 Stanoveni zavislosti distribuce alel mikrosatelitnich lokusu FH 2548,

FH 2584 a FH 2985 na hodnoté Fx u vSech zvirat bez ohledu na

pohlavi

Tabulka 21: Statistické porovnani zastoupeni jednotlivych alel mikrosatelitniho lokusu

FH 2548 mezi tFemi skupinami genotyptu stanovenymi na zakladé hodnot

Fx
FH 2548 Fx 5 Fx 8 FX max
- v* = 3,690699 ¥? = 4,347888 v’ =10,21603
p = 0,44948 p = 0,36097 p = 0,03695
e v* = 10,05952 * ¥? = 15,09222 * % = 17,06835 *
p = 0,01807 p = 0,00452 p =0,00188
S v’ =12,72810 * ¥* = 11,65647 * +* = 8,109071
p =0,01269 p = 0,02010 p = 0,08767

* Na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 byly zjiStény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi porovnavanymi skupinami zvitat bez ohledu na pohlavi
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Tabulka 22: Statistické porovnani zastoupeni jednotlivych alel mikrosatelitniho lokusu

FH 2584 mezi tFemi skupinami genotypu stanovenymi na zakladé hodnot

Fx
FH 2584 Fx 5 Fx 8 Fx max
- % = 2,409930 ¥ =17,13090 * v’ =10,21603 *
p =0,87841 p = 0,00882 p = 0,03695
P % = 13,08576 * ¥* = 13,06390 * v’ = 17,06835 *
p = 0,02259 p = 0,02279 p =0,00188
S +* = 10,01875 ¥’ = 3,764663 +* = 8,109071
p =0,12388 p = 0,70849 p = 0,08767

* Na hladiné vyznamnosti a = 0,05 byly zjistény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi porovnavanymi skupinami zvitat bez ohledu na pohlavi

Tabulka 23: Statistické porovnani zastoupeni jednotlivych alel mikrosatelitniho lokusu

FH 2985 mezi tFemi skupinami genotyptu stanovenymi na zakladé hodnot

Fx
FH 2985 Fx5 Fx 8 Fx max
- v* = 1,888301 ¥* = 1,522199 v* = 0,1686265
p = 0,16940 p=0,21729 p=0,91914
e v’ =7,317073 ¥’ = 4,519231 v’ = 1,464493
p = 0,06246 p = 0,21059 p = 0,48083
S v’ = 14,13573 * ¥* = 10,83092 * v’ =7,611865
p = 0,00273 p =0,01268 p = 0,05476

* Na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 byly zjistény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi porovnavanymi skupinami zvifat bez ohledu na pohlavi

62




5.2.3 Stanoveni zavislosti distribuce alel mikrosatelitnich lokusu FH 2548,

FH 2584 a FH 2985 na hodnoté Fx u vSech fen

Tabulka 24: Statistické porovnani zastoupeni jednotlivych alel mikrosatelitniho lokusu

FH 2548 mezi tifemi skupinami fen stanovenymi na zakladé hodnot Fx

FH 2548 Fx 5 Fx 8 Fx max
= 3,406112 - 3,628186 2 = 4717619
Feny AXFeny B |\ 47847 0 = 0,45866 0= 0,31952
2 2 2
2 = 9,.377105 * 2 = 10,33580 * 2 =17311111
Feny AxFenyC | _ 502468 0=0,03514 0 =0,12034
2 2 2
2 = 10,80512 * 2 = 7,825502 2 = 2,995986
Feny BXxFeny C | _ 02885 0= 0,09819 0 = 0,55850

* Na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 byly zjistény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi porovnadvanymi skupinami fen

Tabulka 25: Statistické porovnani zastoupeni jednotlivych alel mikrosatelitniho lokusu

FH 2584 mezi tif‘emi skupinami fen stanovenymi na zakladé hodnot Fx

FH 2584 Fx5 Fx 8 Fx max
/2 = 5,622958 2 = 24,58005 * 2 = 13,95767 *
Feny AXFenyB | 1 _ 34466 0= 0,00017 0 = 0,01589
/2 = 5925926 2 = 6,004445 2 = 3102137
Feny AXFeny C | 1 420476 0 = 0,30580 0= 0,68424
2 = 6,954703 2 = 1,517691 2 = 1,377079
Feny BxFeny C | ;29404 0 = 0,82350 0= 0,84817

* Na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 byly zjiStény statistické¢ vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi porovnavanymi skupinami fen
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Tabulka 26: Statistické porovnani zastoupeni jednotlivych alel mikrosatelitniho lokusu

FH 2985 mezi tifemi skupinami fen stanovenymi na zakladé hodnot Fx

FH 2985 Fx 5 Fx 8 Fx max
2 2 2
2 = 1,377551 2 = 1,249737 2 = 0,2346686
Feny AxFeny B | 1 _ 24052 0= 0,26361 0 = 0,88929
2 2 2
22 = 4,000000 2 = 2,592502 2 = 0,0972222
Feny AXFeny C | ' _ 5 13534 0= 0,27355 0= 0,75519

Feny B x Feny C

v* = 7,579666 *
p = 0,02260

¥* = 6,028866 *
p = 0,04908

v’ = 0,5676532
p =0,75290

* Na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 byly zjistény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi porovnadvanymi skupinami fen

5.2.4 Stanoveni zavislosti distribuce alel mikrosatelitnich lokusu FH 2548,

FH 2584 a FH 2985 na hodnoté Fx u vSech psi

Tabulka 27: Statistické porovnani zastoupeni jednotlivych alel mikrosatelitniho lokusu

FH 2548 mezi tfemi skupinami pst stanovenymi na ziakladé hodnot Fx

FH 2548 Fx5 Fx 8 Fx max
2 2 2
: : 2 = 2352536 o = 2,622405 42 =16,18500 *
PSIAXPSIB | 67122 0 = 0,62286 0= 0,00278
2 2 2
: : 2 =1,616162 o = 4372468 22 = 11,59091 *
PSIAXPSIC 1 1 _ 65573 0 = 0,22396 0= 0,00893
2 _ 2 _ 2 _
psiBxpsiC |1 =5882916 1 = 1,539500 1= 5,914131
0 = 0,20807 0 = 0,10999 0 = 0,20566

* Na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 byly zjiStény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi porovnavanymi skupinami psi
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Tabulka 28: Statistické porovnani zastoupeni jednotlivych alel mikrosatelitniho lokusu

FH 2584 mezi tFemi skupinami psu stanovenymi na zakladé hodnot Fx

FH 2584 Fx 5 Fx 8 Fx max
2 _ 2 _ * 2 _ *
Psi A x Psi B X = 7,406008 Y = 13,86249 X = 13,29432
p =0,19216 p =0,01651 p =0,02078
2 _ * 2 _ * 2 _ *
Psi A x Psi C X = 7,575758 Y = 14,31169 X = 10,39773
p =0,02265 p =0,00078 p =0,01547
2 _ 2 _ 2 _
Psi B X Psi C X = 3,485315 Y = 4451119 X = 5,662523
p =0,62561 p = 0,48645 p =0,22582

* Na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 byly zjistény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi porovnadvanymi skupinami pst

Tabulka 29: Statistické porovnani zastoupeni jednotlivych alel mikrosatelitniho lokusu

FH 2985 mezi tfemi skupinami pst stanovenymi na zikladé hodnot Fx

FH 2985 Fx5 Fx 8 Fx max
2 _ 2 _ 2 _
bsiAxpsip |1 =02738739 1 = 0,1658986 1 = 0,2409266
p = 0,60075 p =0,68378 p = 0,62354
2 2 2
o ? = 3,333333 2 = 1,809524 ¢ = 1,363636
PSIAXPSIC 1 ;- 0,18888 p = 0,40464 p = 0,50570
2 _ * 2 _ * 2 _
psiBxpsiC | =7,600676 1 = 6506336 1= 5,114349
p =0,02237 p = 0,03866 p =0,07753

* Na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 byly zjiStény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi porovnavanymi skupinami pst
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5.2.5 Stanoveni zavislosti distribuce alel mikrosatelitnich lokusu FH 2548,

FH 2584 a FH 2985 na hodnoté Fx u vSech psii a fen

Tabulka 30: Statistické porovnani zastoupeni alel mikrosatelitniho lokusu FH 2548 u

pst a fen ve skupinach vytvorenych na zakladé hodnot Fx

FH 2548 Fx5 Fx 8 Fx max
2 2 2
: 2 = 2,589286 £ = 1,071429 2 = 3,928571
PSIAXFeNY A ) _ 45037 0= 0,78398 0= 0,41576
2 2 2
: 22 = 4146502 + = 5,369081 2 = 6,196738
PSIBXFeny B 1 ( 38655 0 = 0,25149 0 = 0,18494
2 2 2
: 22 = 3,032408 = 2,285714 2 = 1,244589
PICxFenyC | 1 _ 21955 0 = 0,31891 0 =0,53671
Psi celkem x Feny | x* = 3,485995 % = 3,275870 v* = 3,275870
celkem b = 0,48002 0= 051277 0= 051277

* Na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 byly zjistény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi skupinami pst a fen

Tabulka 31: Statistické porovnani zastoupeni alel mikrosatelitniho lokusu FH 2584 u

psu a fen ve skupinach vytvorenych na zakladé hodnot Fx

FH 2584 Fx5 Fx 8 Fx max
2 2 2
: 2 = 8472222 22 =11,14286 * 2 = 4226191
PSIAXEENYA 1 0 - 007574 p = 0,02501 p=0,51733
2 2 2
: 2 = 7,445498 2 = 9,338939 2 = 7,328237
PSIBXFeNY B | 1 _ 28161 b = 0,15541 b =0,10736
2 2 2
: 2 = 0,7017544 1 = 3,555556 2 = 3,212595
PICxFenyC | 70407 0 = 0,46949 b = 0,36000
Psi celkem x Feny | x* = 6,993755 ¥* = 6,993755 v’ = 6,993755
celkem 0= 0,31243 0=0,32143 0=0,32143

* Na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 byly zjistény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi skupinami psi a fen
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Tabulka 32: Statistické porovnani zastoupeni alel mikrosatelitniho lokusu FH 2985 u

pst a fen ve skupinach vytvorenych na zakladé hodnot Fx

FH 2985 Fx 5 Fx 8 Fx max
psiAxFenyA | % =0 =0 X = 0.555556
2 2 2
: v’ = 1,439288 ¥* = 1,785860 ¥ =1,020119
PSIBXFeny B | _ 93026 0=0,18143 0 = 0,60046
2 2 2
: v’ =2,222222 ¥* = 2,201058 ¥ =1,180976
PsiCxFeny C | 1 _ 052759 0= 0,353174 0 = 0,55406
Psi celkem x Feny | x* = 3,270243 ¥’ = 3,270243 +* = 3,270243
celkem p =0,35181 p =0,35181 p =0,35181

* Na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 byly zjistény statistické vyznamné rozdily v podilech

jednotlivych alel mezi skupinami pst a fen
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6. DISKUZE

6.1. Hodnocené populace, odbér vzorkii a izolace DNA

Ziskavat vysokomolekularni DNA z zivo¢isného materidlu, v naSem piipadé ze psu, je
mozné ruznymi zpusoby. Velmi casto je izolace DNA provadéna ze vzorku krve (Vila a
Wayne, 1999). Hartmanova et al. (2008) navrhuje dal$i metody, jako je odbér vzorki DNA ze
slin, tkané, moc¢i a chlupovych cibulek. 1zolaci DNA z tkani pouzili Andersone et al. (2002).
Tento zptsob izolace zvolili pii hodnoceni miry piibuznosti vlki a pst v Litveé. Pti takovéto
analyze neni mozné piimé odebrani vzorkl divokych zvifat. Tkané byly zajistény lovci pii
lovu, sbérem uhynulych zvitat nebo odchycenim mladat. 1zolaci DNA z krve a zubt provedl
ve své studii Vila et al. (2003b). Pti tomto vyzkumu byly pouzity zubni vzorky mrtvych zvitat
uchovanych v muzeich. Pfi feSeni této prace se extrakce DNA z krevnich vzorkt nejevila jako
optimalni. K odbériim vzorkl krve je nutné pritomnost veterindrniho 1ékate, souhlas majitele
a zajisténi sterilnich podminek. Jelikoz k odbéru ndmi pouzitych vzorkd dochazelo na
vystavach a jinych spolecenskych akci, byla by tato metoda vhodnd spiSe pro laboratof
spolupracujici s veterinarni klinikou. Také protoze se jednd o pomérné stresujici zakrok pro
psa, Casto bychom se mohli setkat s nesouhlasem majitele. Naro¢né je také uchovani
tkanovych a krevnich vzorkt, kdy musi byt ulozeny ve 100% ethanolu a Tris/SDS pufru pfi -
20°C. Dalsim zpiisobem ziskavani DNA jsou sbéry krve harajicich fen ¢i vi€ic. Tento zplsob
odbéru nebyva problémem piedevs§im v zimé, kdy je krev uchovavana pii nizsich teplotach a
nedochazi k degradaci DNA. Dale je mozna izolace z chlupovych cibulek. Tato metoda byla
také pouzivéana Vv nasi laboratofi a je mozné ji vyuzit 1 ke sbéru vzorkl ve volné piirod¢ napf.
sbérem chomacki chlupii ze zemé, zachycenych v kiife stromt apod. Tento zptsob neni vzdy
idedlni, zavisi totiz na pfitomnosti chlupové cibulky, jejiz absence byva Castd u vylinalych
chlupti. Po pielinani zvifete je mozné ziskat nejkvalitn€j$i materidl pro izolaci DNA
z chlupovych cibulek. Izolace DNA byla provadéna kitem NucleoSpin TissueXS (Macherey-
Nagel, SRN), ktery se pouziva téz pro izolaci z bun¢k bukalnich sliznic.

Pfi feSeni diplomové prace se z praktického hlediska jevila nejvyhodnéji izolace DNA
ziskana ze setfenych bukalnich bunék. Jednd se o otér bunck vnitini tvafové sliznice na
sterilni cytologické kartacky ,,Cytobrush®. Kartac¢ek se vsunul do tlamy a krouzivymi pohyby
po vnitini stran€ lici se provedl bukalni stér. Pro spravny odbér vzorku DNA bylo nezbytné,
aby zvife alespont dvé hodiny nepfijimalo Zadnou potravu. S kartd€kem bylo po celou dobu
manipulovano asepticky a po oschnuti (aby nedochédzelo k degradaci DNA) byl kartacek

thned zchlazen a pro pozd¢jsi pouZiti uloZzen v mrazicim boxu pii -20°C.
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Pro izolaci nukleovych kyselin z riznych biologickych materiali je vyrabéna fada
kitti. Metoda izolace DNA prostiednictvim kitu zajistuje zachovani identickych podminek pti
izolaci, sterilitu vzorku a celkovy proces izolace je dale reprodukovatelny, spolehlivy a
rychly. Byly nalezeny ale i informace o pouziti izolace DNA z tkani fenol-chloroformovou
purifika¢ni metodou (Vila a Wayne, 1997; Sundqvist et al., 2001; Lieberg et al., 2004). Pro
izolaci DNA ze vzorka zubt pouzil Vila et al. (2003b) Isoquick DNA extraction kit (Orca
Research Inc., Bothell, WA, USA). Pro izolaci DNA z exkrementi pouzil Lieberg et al.
(2004) Qiamp DNA stool mini kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). Pro izolaci DNA z krve
harajicich vi¢ic byl pouzit Kit Qiagen (Liberg et al., 2005). Pro izolace DNA z bukalnich
bunék u lidi Poetsch et al. (2009) pouzil Invisorb Forensic Kit (Invitec, Berlin, Germany).

Pii feseni diplomové prace byl pro vlastni izolaci pouzit kit NucleoSpin TissueXS
(Macherey-Nagel, SRN) podle navodu, ktery vyrobce doporucuje pro izolaci z chlupovych
cibulek a dodava spole¢né s kitem. Vila a Wayne (1999) pouzil pro Asch et al. (2010) pouzil
metodu vyuzivajici Chelex. Pro odbér bukalnich bunék je nezbytnd krotkost a wplna
socializace zvifat. U divoce zijicich zvifat je tento zpisob nemozny bez pouziti uspavacich
narkotik. U ¢eskoslovenskych vi¢akt byl odbér provadén piedevsim majitelem, chovatelem ¢i
Ing. Danielou Cilovou. Odbér vzorkti némeckych oveaki byl provadén v chovné stanici npor.
Bc. Vapenika v Prackovicich nad Labem, kde jsou zvitata velmi dobie socializovana. Odbér
pouze majitelem byl provadén piedevSsim u psi bojacnéjSich povah (fada jedincid
Saarlosovych vl¢akl). Odbér cytologickym kartackem byl vyhodou u téchto vétSich plemen
pst, kdy velikost kartd¢ku byla adekvatni k velikosti tlamy. Pfi nasem vyzkumu doSlo
K eliminaci chyb laboratorni analyzy a celkové optimalizaci metody izolace.

Na feSeni této prace byla shromazdéna skupina jedinct (tabulka 1) plemene
¢eskoslovensky vicak, némecky ov¢ak a Saarloosiv vicak. Bylo hodnoceno celkem 113
jedincti ¢eskoslovenského vicaka, 57 jedinci némeckého ovédka a 25 jedinci Saarloosova
vicaka. Nejpocetnéjsi skupina vzorkll byla zastoupena plemenem ceskoslovensky vi¢ak, které
ma u nas dlouhou tradici a je nasim narodnim plemenem. Mnozstvi hodnocenych genotypt
Saarloosovych vi¢akti bylo mensi z divodu malého rozSiteni plemene mimo zemi svého
pivodu — Holandska, kde je toto plemeno, stejné jako u nas ceskoslovensky vl¢ak, narodnim
bohatstvim. Béhem feSeni této diplomové prace se u nas narodily pouze 3-4 vrhy $ténat
Saarloosovych vi¢akt. Hodnocena populace némeckych ovcéaka také nebyla ptili§ pocetna 1
pies velké roz§ifeni téchto zvitat po celém svéte. Cilem této diplomové prace nebylo studovat

variabilitu némeckych ov¢akii a proto populace tohoto plemene slouzila pouze jako
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srovnavaci pro piredchozi dvé. Vybrani psy byly fenotypové variabilni, hlavné z hlediska

zbarveni.

6.2. Detekce alel mikrosatelitnich lokusu FH2548, FH2584 a
FH2985

K detekovani variability v populaci byva dnes Casto pouzivano mikrosateliti. Vybrana
metoda s pouzitim téchto mikrosatelitd (http://www.fhcrc.org) musela byt optimalizovana
podminkam laboratofe. Velky vliv na optimalizaci mél vybér termostabilni polymerazy.
Hlavni pfekazkou byl vyskyt nespecifickych amplifikaci, které popsal Bryan et al., (1997)
jako tzv. ,stutter bands* (koktavé bendy). Tyto nevyrazné amplifikované produkty je mozné
odhalit pouze na zaklad¢ sekvenacni polyakrylamidové elektroforézy. V naSem piipad¢€ jsme
pouzili DNA polymerazu Taq Fermentas, aby doSlo k omezeni téchto nespecifickych
amplifikaci.

Separace na agar6zovém gelu (obrazek 4) vzdy predchazela sekvenacni elektroforéze
a slouzila k ovéfeni uspésné amplifikace. Touto elektroforézou nebyly zjistény koktavé bendy
ani velikosti alel.

Pro sekvenacni elektroforézu (obrazky 5 a 6) byla pouzita optimalizovana metoda
podle Benbouza et al. (2006), ktera ma univerzalni pouziti sekvenovani pro rostlinné i
zivocisné mikrosatelity. Mikrosatelit je na polyakrylamidovém gelu separovany
v denaturované podobé. Separuje na zaklad¢ velikosti fragmentu. Tato metoda pro vizualizaci
konecného produktu pouziva barveni stiibrem. Barveni a vizualizace, pomoci UV
transluminatoru, gelu se provadi pifimo na skle sekvenacni cely. Vysledky Vv nékterych
ptipadech ovliviiovaly vySe zminéné koktavé bendy, kdy je nasledné obtizné identifikovat
jednotlivé alely. Nevhodny pro vyhodnoceni byl také gel postizeny tzv. smiling efektem, kdy
nedoSlo k zachovéani standardnich podminek a teplota V laboratofi neodpovidala
pozadovanému stupni. Misto sekvenacni elektroforézy je mozné vyuzit kapilarni
elektroforézu. Ta je pln€ automatizovand, podminky reakce jsou stabilni a je mozné nardz a
automaticky vyhodnocovat velké mnozstvi vzorkii najednou piislusnym softwarem. Tato
metoda je velmi finanéné naro¢na na potizeni kapilarni elektroforézy, ale i na fluorescencné
znacené primery. Odpada zde vsak riziko lidskych chyb pfi nandseni vzorkd, moznym
zkontaminovanim vzorkl, smichanim vzorkd ¢i difundovanim vzorkt z jamky. Asch et al.
(2010) popisuje vyuziti kapilarni elektrofézy ABIPRISM 3130XL pro studium variability
mikrosatelitnich markertt domestikovanych zvitat, véetné pst. Polymorfismy mikrosatelitnich

lokust byly v diplomové praci hodnoceny na zakladé ptitomnosti jednotlivych alel. Tyto alely
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byly oznaceny Cisly tak, ze alela 1 u kazdého lokusu piedstavovala amplikon s nejveétsSim
poctem opakovani mikrosatelitniho motivu a tudiz s nejmensi elektroforetickou mobilitou.
Ziskana data byla dale statisticky zpracovana pomoci programti uvedenych v kapitole
vysledky. Pfi fragmentacni analyze zalozené na principu kapilarni elektroforézy je obvykle
snimany polymorfni signal automaticky zpracovan fadou specialnich programt, jako je napf.
Genemapper ID v 3.2, ktery pouzil Poetsch et al. (2009).

Potizeni polyakrylamidové sekvenacni elektroforézy je naproti tomu relativné levné.
Separace je vSak Casové naro¢na (jedna separace trva 3,5 — 4 hodiny), Somezenym
mnozstvim nardz vyhodnocovanych vzorkt. Také je zde velké riziko lidské chyby béhem

vyhodnocovani.

6.2.1. Detekce alel mikrosatelitnich lokusi u fen a psi

Pro vyhodnoceni polymorfismu alel byl pouzit program TFPGA. Byl spocitan vyskyt
alel, frekvence alel, pocet heterozygoti a frekvence heterozygoti, kterd vyjadiuje relativni
Cetnost heterozygotli s danou alelou. Déle byla vypocitdna pozorovana a ocekdvana
heterozygotnost daného mikrosatelitniho lokusu. Pouzité mikrosatelitni markery
amplifikovaly segment gonozomu X, ktery je u fen zastoupen dvéma alelami. Proto pocet alel
odpovida dvojnasobku poc¢tu hodnocenych fen. Ziskané vysledky byly hodnoceny z hlediska
heterozygotnosti pouze u fen vSech plemen. Na ziskané vysledky uvedené v tabulkach 2 - 10
se ale nemlUZeme divat jako na hodnoceni celé¢ populace, protoZze jiz v uvodu této kapitoly
bylo zminéno, Ze diploidni zaloZeni mikrosatelitnich markerti lokalizovanych na gonozomu X
je pouze u fen. Tyto vysledky vSak podavaji dopliujici informace o variabilité¢ fen
hodnocenych plemen.

Polymorfismus SSR lokusit FH2548 u fen

Z tabulek 2 — 4 vyplyva, ze bylo u sledovanych skupin pst bez ohledu na plemeno
nalezeno 6 alel. Specificky vyskyt jen u jednoho plemene vykazuje alela 6, ktera se
vyskytovala pouze u zastupct Ceskoslovenského vic¢aka a to u fen i pst a alela 1, vyskytujici
se pouze u némeckych oveakl také obojiho pohlavi. Nejvice zastoupena u ¢eskoslovenského
vicaka byla alela ¢islo 3, ktera oproti tomu U némeckého ovcaka nebyla zastoupena spoleéné
s nékolika dal$Simi alelami téméf vibec. U némeckého ovcaka tohoto lokusu byla
nejfrekventované;jsi alela Cislo 2, kterd je ale také velmi pocetnd u Ceskoslovenskych vicaki.
U plemene Saarloostv vI¢ak je nejvice zastoupena alela ¢islo 5, kterd se u piedeslych dvou
plemen vyskytuje v malém mnozstvi.i To poukazuje na vysSi piibuznost plemen

ceskoslovensky vi¢ak a némecky ovcak. Pozorovana heterozygotnost byla nejvyssi u fen
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plemene Ceskoslovenského vicaka. Byla vétsi nez ofekavana v piipadé platnosti Hardy —
Weinbergova zdkona. To muzZe byt zpusobeno nejpocetnéjSim zastoupenim oproti ostatnim
dvou plementiim Oproti tomu pozorovana heterozygotnost fen némeckych ov¢aka je na arovni
oc¢ekavané a u skupiny Saarloosovych vi¢akil je hodnota pozorované mensi nez ocekavané.
Tato skute¢nost mize byt zptisobena malym poctem hodnocenych jedinct, ale i selekci a
inbreedingem.
Polymorfismus SSR lokustit FH2584 u fen

U SSR lokusu FH2584 bylo zjisténo celkem 11 alel. Z hlediska frekvence alel byly
ziskany velice podobné vysledky jako u SSR lokusu FH2548, coz je patrné z tabulek 5 - 7. U
prvnich dvou plemen je nejvice zastoupena alela ¢islo 5, kterd se u Saarloosova vic¢dka
nevyskytuje viibec. Oproti tomu u pst i fen Saarloosovych vicakt se S nejvétsi Cetnosti
vyskytovala alela Cislo 11, kterd ale neni viibec zastoupena u Ceskoslovenskych vi¢aka a
némeckych ovcakl. Déle zde byla zjiSténa hodnota pozorované heterozygozity, kterd je u
vSech tfech plemen téméf na urovni té ocekavané. Lze tudiz piedpokladat, Ze z pohledu
Hardy-Weinbergova zakona jsou tyto populace v rovnovaze z hlediska variability alel lokusu
FH2584. Zajimavym zjisténim vSak je vyrazné¢ niz$i heterozygotnost u fen plemene
Saarloostv vi¢ak. Tento vysledek mize byt zplisoben nejen mensim poctem hodnocenych fen
tohoto plemen, ale rovnéz i obecné mensi chovatelskou zédkladnou v celosvétovém méftitku.
Polymorfismus SSR lokusti FH2985 u fen

U tfetiho SSR markeru byly zjistény pouze 4 alely u psu a 5 alel u fen bez ohledu na
plemennou pfislusnost., kdy alela ¢islo 3 se vyskytovala pouze u fen vSech plemen. Tento
vysledek 1ze vysvétlit nahodilosti pii vybéru hodnocenych zvitat. O lokusu FH2985 je znamo,
zZe je lokalizovan na homologni ¢asti gonozomu X (Clark et al., 2004; Tsai, 2005). SSR lokus
FH2985 rovnéz potvrdil blizkou piibuznost fen plemen Ceskoslovensky vi¢ak a némecky
ovcak nejfrekventovangj$im zastoupenim alely Cislo 7 predevsim u fen. U fen tfetiho
hodnoceného plemene je tato alela zastoupena v malém mnozstvi. Hodnota pozorované a
ocekavané heterozygozity u fen vSech tfi plemen byla témét stejnd. U tohoto mikrosatelitniho
lokusu bylo oproti piedchozim lokusim dosazeno rozdilnych vysledkt z hlediska
heterozygotnosti. Tyto vysledky jsou dobie patrné z tabulek 8 - 10. Nejvyssi heterozygotnost
byla zjiSténa u fen plemene Saarloosiiv vicak. Naopak feny plemen ceskoslovensky vi¢ak a
némecky ovcak vykazovaly piiblizné 3x nizsi heterozygotnost. Tento vysledek ziejmée sveédci
o velké variabilité tohoto lokusu u fen nebo vicic, které byly pouZzity pro vyslechténi plemene

Saarloosuv vil¢ak.
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Hodnoceni variability alel lokusi FH2548, FH2584 a FH2985 u fen pomoci shlukové
analyzy

Na zéklad¢ téchto analyz o piitomnosti ¢i absenci alel markert FH2548, FH2584 a
FH2985 byl posléze programem TFPGA a naslednou shlukovou analyzou UPGMA
vypracovan kladogram zobrazeny na grafu 1. Na principu koeficientu genetické vzdalenosti
podle Rogers (1972) zde byly vyjadieny v genetické vzdalenosti mezi alelami vSech tii
hodnocenych lokusti. Hodnoty tohoto koeficientu se pohybuji od 0 do 1. Nulova hodnota
predstavuje stoprocentni identitu v distribuci alel mezi srovnavanymi skupinami. Kladogram
pouze potvrdil diive vyicenou hypotézu o genetické piibuznosti plemen. Z grafu jasné
vyplyva, Ze plemeno Ceskoslovensky vi¢ak je blizsi plemenu némecky ovcak a obé dvé tato
plemena jsou vzdalena Saarlosovu vi¢dku hodnotou Rogersova koeficientu genetické
vzdalenosti 0,6267. Ziskan¢ vysledky nebylo mozno diskutovat se zadnymi citovanymi
autory. Diivodem je fakt, Ze problematika kiiZeni vlka a psa je obvykle studovéana u ruralnich
populaci. Model psich plemen ceskoslovensky vi¢dk a Saarloosiiv vicdk zadny z citovanych
autorti nepouzil.
Polymorfismus SSR lokusti FH2548, FH2584 a FH2985 u psi

Pro vyhodnoceni genetické variability psti byl pouzit stejny program. V tomto piipadé
hodnota vyskytu alely ptfedstavuje konkrétni pocet psi, kde je kazda alela gonozému X
zastoupena pouze jedenkrat. V tomto piipadé se nevyhodnocoval vyskyt a frekvence
heterozygoti, nebot” pomoci nami zvolenych markeri hemizygotni povahy nebylo takové
hodnoceni mozné. U vSech tfech pouzitych SSR markeri bylo dosazeno podobnych vysledki
jako v ptipad¢ fen, coz je patrné z tabulek 11 - 19. Hodnota Rogersova koeficientu genetické
vzdalenosti plemen ceskoslovensky vicak a némecky ovEdk od Saarloosova vic¢dka byla
0,5962 a je zobrazena na grafu 2. Tato skute¢nost je mozna z hlediska mensiho poctu
hodnocenych jedinci.
Hodnoceni variability alel lokusi FH2548, FH2584 a FH2985 u psi pomoci shlukové
analyzy

Dané mikrosatelitni lokusy nekoduji Zddnou konkrétni vlastnost, proto je selekce viici
nim nahodnd. Avsak hodnota Rogersova koeficientu genetické vzdalenosti 0,5962 mezi
plemeny ceskoslovensky vi¢ak a némecky ovcak, uvedena v grafu 2, mlze byt takova,
protoze jsou si jedinci povahové podobni a selektovani na podobné vlohy. Oproti tomu
Saarloostv vicak byl ptivodné Slechtén jako pes vodici, ne jako pracovni a je daleko plassi

nez piedchozi dvé plemena. Dané hodnoty jsou tedy nahodné z hlediska fenotypu, vliv na
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jejich hodnotu mtize mit velikost populace, kdy populace hodnocenych zvifat plemene

Saarloosova vi¢aka byla nejmensi, nebo mozny inbreeding.

V nasem pftipad¢ jsme pouzili mikrosatelity gonozému X, které v této kombinaci
k hodnoceni genetické variability ¢eskoslovenskych vi¢akt a Saarloosovych vi¢aka zatim
nikdo nepouzil. SSR marker lokusu FH2548 pouzil Asch et al. (2010) pii vyzkumu
mikrosatelitnich lokusti gonozému X u pst. Dalsi dva, ndmi pouzité SSR markery FH2584 a
FH2985, pouzil Clark et al. (2004) pii studiu domestikovanych psi. Oba dva tito autofi
nepouzili k hodnoceni ve svych pracich pouze danych mikrosatelitl, proto neni mozné

provést porovnani konkrétnich vysledkd.

6.3. Statistické vyhodnoceni zavislosti distribuce alel
mikrosatelitnich lokusu FH2548, FH2584 a FH2985 na
koeficientu inbreedingu

Pro statistické vyhodnoceni stupné inbreedingu v zdvislosti distribuce alel
mikrosatelitnich lokusi FH2548, FH2584 a FH2985 byl pouzit Wrightiv koeficient
ptibuzenské plemenitby oznacovany Fx (Dostal, 2007). Tento koeficient je dnes automaticky
pocitdn v rdmci databaze chovnych zvifat uvedenych na strdnkach Svét ceskoslovenského
vl¢aka (www.wolfdog.org). Pro charakteristiku koeficientu byly pouzity statistické parametry
jako je aritmeticky primér, smérodatna odchylka a varia¢ni koeficient. Pro toto vyhodnoceni
byla skupina zvifat rozdélena do tfech skupin A, B a C podle danych kritérii uvedenych
v tabulce 20. Tento zplisob hodnoceni variability SSR lokust nepouzil zadny z citovanych
autort. Hodnoceni zavislosti distribuce alel na koeficientu inbreedingu je mozny pouze u
zvitat chovanych v zajeti s jednoznaéné ftizenou reprodukci, kdy ¢lovék ma k dispozici
rodokmeny sledovanych zvifat. Vzhledem ktomu, Ze vétSina praci zaméfenych na
mikrosatelitni analyzy vlkt a vi¢ich kiiZzencii vychézi z volné zijicich populaci, nebyly tyto

analyzy realizovatelné.

6.3.1. Statisticka analyza vlivu koeficientu inbreedingu na distribuci alel u
vSech zviirat bez ohledu na jejich pohlavi

V tabulkach 21 - 23 jsou hodnocena zvitata bez ohledu na pohlavi. V tomto ptipadé
musime brat na zfetel, Ze fena poskytuje alely dvé a pes jednu. V naSem piipadé byla
stanovovana zavislost distribuce alel z péti, osmi a maximalniho poctu generaci. Bézné

uznavanou je hodnota Fx 5, kdy se provadi vypocet z péti generaci. Z hodnoceni koeficientu
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inbreedingu vyplyva, Ze variabilita jeho hodnot pfi vypoctu z osmi a vice generaci je vyrazné
snizena. Tento fakt je zplisoben tim, ze pii zahrnuti vétSiho poctu generaci do vypoctu jsou
automaticky zapocitavani i jedinci, ktefi byli opakované pouziti pfi plemenitbé¢ ve fazich
vzniku plemene. Hodnoty Fx 8 a Fx max slouzi pouze pro srovnani. Distribuce alel u
jednotlivych plemen byla porovnana — testem.

Z uvedené tabulky 21 pro mikrosatelitni lokus FH2548 vyplyva, Ze skupina A a B se
od sebe statisticky vyznamné nelisi. U skupiny C na hladiné vyznamnosti o = 0,05 byly
zjistény statisticky vyznamné odliSnosti v podilech jednotlivych alel oproti skupinam A a B.
Se zvySujici se hodnotou inbreedingu se snizuje variabilita alel. Tato tabulka je tedy jen
potvrzenim vypoctu frekvence alel u jednotlivych plemen. Stejného vysledu bylo dosazeno
vypoctem distribuce alel zosmi generaci. Vysledek hodnoceni distribuce alel
neparametrickym y’testem potvrzuji hypotézu, Ze skupina zvifat s extrémné vysokym
koeficientem Fx je statisticky vyznamné chudSi z pohledu variability alel mikrosatelitniho
lokusu FH2548.

Tabulka 22 prezentuje hodnoceni mikrosatelitniho lokusu FH 2584, kdy byly zjistény
obdobné vysledky jako u mikrosatelitniho lokusu FH2548. Statisticky vyznamné byly rozdily
mezi skupinami A a C. Tyto vysledky rovnéz potvrdily hypotézu vyslovenou v cili prace, ze
inbreeding vede ve finale ke snizeni genetického polymorfismu.

U mikrosatelitniho lokusu FH2985 (tabulka 23) byla zjisténa nejvyssi mira shody
v distribuci alel mezi skupinami A a B. Tento vysledek rovnéZ podporuje vysvovenou
hypotézu. Do skupin A a B byly zatazeni jedinci z nizkou a primérnou hodnotou koeficientu

inbreedingu.

6.3.2. Statisticka analyza vlivu koeficientu inbreedingu na distribuci alel u
zvirat rozdélenych podle jejich pohlavi

Skupiny A, B a C byly zhodnoceny také na zaklad¢ pohlavi. Prvni hodnocenou
skupinou byly feny. Vysledky jsou uvedené v tabulkach 24 — 26. Vysledky hodnoceni prvniho
mikrostelitniho lokusu FH2548 byly stejné jako pfi hodnoceni bez ohledu na pohlavi. Byly
zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami A a C, B a C. Pfi vypoctu z osmi
generaci byly rozdily zjistény pouze pii porovnani skupin A a C. U mikrosatelitniho lokusu
FH2584 byly zjistény statisticky vyznamné rozdily pouze pfi porovnani skupin A a B. To
znamena, Ze u tohoto mikrosatelitniho lokusu byla frekvence alel vyrazné odliSna u skupiny
fen s nizkou hodnotou Fx oproti fenam se stfedni a vysokou hodnotou Fx. U posledniho

mikrosatelitniho lokusu FH2985 u fen byly zjiStény statistické rozdily pouze mezi skupinami
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B a C. Tento vysledek odpovida rovnéz uvodni hypotéze. Skupiny fen s nizkou a stfedni
hodnotou Fx se vzajemné neliSily z hlediska distribuce alel.

U stejného porovnavani jednotlivych skupin pst bylo zjisténo, ze statistické rozdily na
hladiné vyznamnosti a = 0,05 byly nalezeny pouze u mikrosatelitniho lokusu FH2584 mezi
skupinami pstt A a C a u mikrosatelitniho lokusu FH2985 mezi skupinami pst B a C. Tyto
vysledky jsou rovnéz v souladu s hypotézou, ktera jiz byla zminéna pii hodnoceni fen.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 27 — 29.

6.3.3. Statisticka analyza vlivu koeficientu inbreedingu na distribuci alel u
zvirat rozdélenych podle pohlavi a hodnot Fx

Pro tento typ statistické analyzy byly porovnavany vzdy distribuce alel u psa a fen
Vv zavislosti na zafazeni jedincti do skupin podle urovné jejich Fx. Z tabulek 30 —32 vyplyva,
ze ani pifi jednom z vypocti Fx nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily na hladiné
vyznamnosti alfa pii distribuci alel u psi a fen. Tento vysledek platil pro vSechny tii
hodnocené mikrosatelitni lokusy. Zjisténa skute¢nost dopliiuje pfedstavu o tom, ze na
populaci je nutné vzdy pohlizet jako na soubor jedincti sam¢iho i samiciho pohlavi, ktefi jsou
jedinou moznosti reprodukce této populace. V ramci diplomové prace byly hodnoceny SSR
markery, které u fen vykazovaly kodominantni charakter, u psii v§ak byly reprezentovany
pouze jednou hemizygotni alelou. Z vysledkl statistického Setfeni vyplyva, ze mezi obéma
pohlavymi nebyly statisticky vyznamné rozdily v distribuci alel. Tento vysledek je dikazem
toho, ze pti pohlavnim rozmnozovani dochazi ke kombinaci alel obou dvou rodi¢t. Z tohoto
pohledu je mozné také posoudit skutecnost, ze v lokusu FH2985 se alela 3 nachazela pouze u
fen. Ze statistické analyzy je patrné, ze toto specifikum tykajici se pouze jedin¢ho lokusu
nezpusobilo statistickou vyznamnost v rozdilech mezi distribucemi vSech alel u pst a fen.
Proto je mozné se na specificky vyskyt alely 3 lokusu FH2985 divat doopravdy jako na

vysledek nahodilosti pfi vybéru hodnocenych zvitat.

6.3.4. Posouzeni meziplemenné variability na zakladé mikrosatelitnich

lokusti FH2548, FH2584 a FH2985

Pro hodnoceni mikrosatelitnich lokusti gonozému X bylo provedeno porovnani
variability zvifat tfech riiznych plemen. Nejvétsi variabilita byla zjiSténa u ¢eskoslovenského
vl¢dka. Tato skuteCnost mohla byt ovlivnéna nejveétSim poctem hodnocenych jedinci.
Nejméné bylo hodnoceno zéastupct plemene Saarloosiv vI¢ak, pricemz byla také zjisténa

nejmensi geneticka variabilita. Na mikrosatelitnim lokusu FH2584 bylo nalezeno nejvice alel
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a vykazoval tedy vyssi stupen polymorfismu. Z predchozich kapitol diskuze vyplynuly mozné
priCiny variability alel studovanych lokust. Pfestoze tyto lokusy jsou vyuzivany v mapovani
psiho genomu poptipadé jako vazebné markery nékterych vlastnosti (Zhang et al., 2001,
Clark et al., 2004; Asch et al., 2010), nikdo z citovanych autori se nezabyval hodnocenim
vztahu mezi variabilitou SSR markerti a mezi disledkem piibuzenské plemenitby vyjadienym

hodnotou Fx.
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7.

ZAVER

Podminkou pro uspésné vyteseni vSech cilli diplomové prace bylo zvladnuti fady

metodickych experiment vedoucich k vytvoteni stabilnich podminek pfi izolaci DNA 1 pfi

amplifikaci markertt hodnocenych SSR lokust. VétSinu metodickych postupii, které jsou

prezentovany v kapitole Ctvrté¢, materidl a metody, lze tudiz povazovat za metodologické

zavery plynouci z feSeni diplomové prace. Tyto zavéry lze piehledné shrnout do nasledujicich

bodu:

Metoda izolace DNA z bukalnich sliznic byla vhodna a aplikovatelna pro nasledné
analyzy genomil plemen ceskoslovensky vl¢adk, némecky ov¢ak a Saarlosiv vicak.
Vzhledem k dominantni povaze nékterych psi lze zavérem konstatovat, ze pro
spravny asepticky odbér stérit bukalnich sliznic je nutna asistence majetele psa.

Pii feSeni diplomové prace byla uspésné optimalizovana amplifikace SSR lokusl
FH2548, FH2584 a FH2985. Vysledkem optimaliza¢nich experimentl je amplifikace
minimalné zatizena vyskytem ,,stutter bands®.

Pro jednozna¢né identifikace polymorfismu vsech studovanych lokusti se ukazalo jako
zcela nezbytné pouziti sekvenacni elektroforézy s denaturacnim prosttedim, které
zajiStuje separaci amplikonu pouze podle jeho délky, bez vlivu moznych sekundéarnich

struktur DNA.

Vyse uvedené metodické zavéry byly nezbytnym ptedpokladem pro objasnéni hypotéz

zminénych v ivodu diplomové prace. Ziskané védecké vysledky jsou shrnuty v nasledujicich
bodech:

1.

2.

3.

Statistickymi analyzami byly potvrzeny rozdily ve variabilité a distribuci alel vSech tii
hodnocenych SSR lokusii mezi hodnocenymi vzorky plemen ceskoslovenského
vl¢aka, némeckého ovcéaka a Saarlosova vicaka.

Pomoci shlukové analyzy a Rogersova koeficientu genetické vzdélenosti bylo
potvrzeno, Ze distribuce alel mikrosatelitnich lokust FH2548, FH2584 a FH2985 je
vyrazné podobnéjsSi mezi plemeny ceskoslovensky vi¢dk a némecky ovcak. Mensi
geneticka vzdalenost mezi témito plemeny byla zjiSténa nejen pii hodnoceni obou
pohlavi, ale 1 pfi samostatném hodnoceni pst a fen.

Mensi genetickd vzdalenost mezi Ceskoslovenskymi vicaky, némeckymi ovcaky a

Saarloosovy vi¢aky byla potvrzena rovnéz na zéklad¢é neparametrického thestu.
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4. Zavislost distribuce alel na hodnoté koeficientu inbreedingu byla potvrzena rovnéz
S vyuzitim neparametrického xztestu. Statisticky vyznamné rozdily byly zjistény mezi
skupinami pst s extrémnimi hodnotami koeficientu inbreedingu.

5. Naopak rozdily v distribuci alel mezi fenami a psy zatfazenymi do stejné skupiny podle

hodnoty koeficientu inbreedingu zjistény nebyly.

V zavéru diplomové prace lze tudiz konstatovat, ze hypotézy vyslovené v kapitole
dve, cile prace, byly potvrzeny. Podobny polymorfismus alel SSR lokusi FH2548,
FH2584 a FH2985 byl zjistén u plemen ceskoslovensky vi¢ak a némecky ovcak. Hypotéza
pfedpokladajici zvySeni genetické variability v disledku kiizeni nékolika vi¢ic se psy,
ktera byla realizovana i pfi vzniku Saarloosova vi¢aka, vSak potvrzena nebyla. Toto
plemeno ve vSech hodnocenych mikrosatelitnich lokusech vykazovalo ve vSech lokusech
vyrazn€ niz$i pocet alel. Tento vysledek mizeme v zavéru vysvétlit dvéma hypotézami.
Jednou z nich je fakt, Ze chovna zakladna plemene Saarloostiiv vI¢ak je vyrazné niz$i. Na
tuto hypotézu navazuje dal§i mozné vysvétleni, které vychazi z vyrazné nizsiho poctu

hodnocenych Saarloosovych vi¢aki v pritbéhu feseni diplomové prace.
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9. SAMOSTATNE PRILOHY

Piiloha 1: Samec vlka obecného (Canis lupus)
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Zdroj: www.wolfdog.org

Priloha 2: RozSireni vlka obecného ve svété v roce 2009

Zdroj: http://www.redlist.org/apps/redlist/details/3746/0/rangemap
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Priloha 3: VlICice se Sténaty

Zdroj: www.wolfdog.org

Piiloha 4: VIk obecny (Canis lupus) — detail hlavy snadno zaménitelny se psem

Zdroj: www.wolfdog.org
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Priloha 5: Rozs$ireni Sakala obecného ve svété v roce 2009

Zdroj: http://www.redlist.org/apﬁé)rédlist/detaiIs/3744/0/rangemap


http://www.canids.org/species/Canis_aureus.htm

Priloha 6:  Porovnani lebky vlka obecného a psa domaciho, kde (a) je lebka vlka, (b)

je lebka vlka v porovnani s lebkou psa a odliSnosti jsou popsany a (c) je

lebka psa

Muzzle

Mandible

Zdroj: Miklosi, 2007

Priloha 7: Prvni k¥izeni némeckého ovéaka s vléici
1l

Zdroj: www.wolfdog.org
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Priloha 8:  Puvod plemene ceskoslovensky vl¢ak

Favod plemene Eeskoslovensky vidik
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Priloha 9:  Pes plemene ¢eskoslovensky vi¢ak
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Priloha 10: Fena plemene ¢eskoslovensky vi¢ak

Zdroj: foto Ing. Daniela Cilova



Priloha 11: Sténé plemene Eeskoslovensky vI¢ak

Zdroj: foto Ing. Daniela Cilova

Priloha 12: Samec némeckého ovéaka

Zdroj: Verhoef - Verhallenova, 2004



Priloha 13: Sedé vI¢i zabarveni némeckého ovéaka

Zdroj: Verhoef - Verhallenova, 2004

Priloha 14: Zastupce samciho pohlavi plemene Saarlosuv vi¢ak

Zdroj: foto Ing. Daniela Cilova



