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Geneticka variabilita psich plemen odvozenych od vika

Souhrn

Pes domaci je nedilnou soucésti zivoti mnoha lidi, diky ¢lovéku byl rozsifen po celém
svéte¢ a zmeénén do podoby vice nez 300 odlisnych plemen, coz svéd¢i o ohromné genetické
variabilité psa. Diky tomu, Ze l1ze pomérné snadno a rychle zménit fenotyp psa, je na zékladé
pozorovani velmi tézké uvéfit jeho vzniku ze spoleéného viciho ptfedka u tak odlisnych
plemen jako je Civava, anglicky buldog nebo irsky vlkodav.

Tuto genetickou variabilitu jsem zkoumala pomoci mikrosatelitnich markerti u 192 vzorkt
vybranych plemen pst a vlki, z ¢ehoz patfilo 96 jedinct k plemeni ¢eskoslovensky vI¢ak, 30
k plemeni saarloostv vi¢ak, 36 k plemeni némecky ov¢ak a jako kontrolni skupina bylo
zatazeno 30 vzorki vlka euroasijského.

Mikrosatelity jsou vyuzivany jako klasické genetické markery sestavajici z 10 - 100 bazi
tvofenych opakujicim se motivem o délce 1-6 bazi. Vybrané genotypy byly testovany
prostfednictvim multiplex PCR s vyuzitim deviti mikrosatelitnich markert (FH3210, FH3241,
FH2004, FH2658, FH4012, REN241L11, FH2020, FH2361, C38) dle Asch et al. (2009).

Prostiednictvim kapilarni elektroforézy bylo identifikovano 108 alel, z toho se u 56 alel
podatilo pomoci sekvenovani ziskat informace o strukture motivu a celkové délce tandemové
repetice. Statistickd analyza STR markerti ukdzala, Ze mezi 3 vybranymi psimi plemeny a
vlky neni statisticky vyznamny rozdil v poctu alel na lokus ¢i genetické diversité vyjadiené
V podobé heterozygotnosti a polymorfniho informac¢niho indexu. RovnéZz bylo zjisténo, Ze
mezi vlky a psimi plemeny je stfedné velkd mira genetické diferenciace zpiisobené
genetickym driftem (Fst = 0,169, p = 0,000). Pomoci vicerozmérnych statistickych metod a
metod zaloZenych na bayesovské analyze se podatilo identifikovat 4 vyrazné odlisné skupiny,
které odpovidaji jednotlivym psim plemenlim, a zéroven se podafilo rozdélit viky dle lokalit
puvodu.

Zjisténé poznatky ukazuji na piekvapivé vysokou rozliSovaci silu tohoto mikrosatelitniho
systému, coz bylo potvrzeno nejen schopnosti zaradit prakticky kazdého jedince do spravné
skupiny skoro se 100% spolehlivosti, ale rovnéz identifikaci kiizenct F1 a F2 generace mezi

némeckym ovcakem a kanadskym vlkem.

Kli¢ova slova: Canis lupus, Canis familiaris, STR, hybridizace, populacni analyza



Genetic variability of wolf’s like dog breeds

Summary

The domestic dog (Canis lupus familiaris) is an integral part of the lives of many people.
Because of man, dogs were spread throughout the world and changed into more than 300
distinct breeds, which demonstrates their enormous genetic variability. Thanks to relatively
easy and quick change of dog’s phenotype, based solely on the observation, it is hard to
believe that such different breeds as Chihuahua, English Bulldog and Irish Wolfhound have a
common ancestor, the wolf.

This genetic variability was studied by microsatellite markers in 192 samples of selected
breeds of dogs and wolves. Samples belonged to 96 Czechoslovakian wolfdog individuals, 30
to Saarloos wolfdog, 36 to German shepherd and as a control group 30 samples Eurasian wolf
were used.

Microsatellites are used as classical genetic markers. They are consisting of 10-100 bases
and/or of the repeating motif length of 1-6 bases. Selected genotypes were tested via
multiplex PCR using nine microsatellite markers (FH3210, FH3241, FH2004, FH2658,
FH4012, REN241L.11, FH2020, FH2361, C38) according to Asch et al. (2009).

By capillary electrophoresis 108 alleles were identified. Information about the structure of
the motif and the overall length of a tandem repeat were obtained from 56 of them using
sequencing. Statistical analysis of STRs markers showed that there are no statistically
significant differences among three selected dog breeds and wolves in the number of alleles
per locus, genetic diversity expressed in the form of heterozygosity and polymorphic
information index. It was also found that between wolves and dog breeds is a medium degree
of genetic differentiation due to genetic drift (FST = 0.169, p = 0.000). Using multivariate
statistical methods and methods based on Bayesian analysis, four distinctly different groups
that correspond to each dog breeds were identified. Also wolves were split into groups in
accordance to with sites of origin.

These findings indicate a surprisingly high resolving power of this microsatellite system.
It was confirmed not only by the ability to assing all individual into the right group with
almost 100% reliability, but also by the identification of F1 and F2 hybrids between a German

Shepherd and a Canadian wolf.

Keywords: Canis lupus, Canis familiaris, STR, hybridisation, population analysis
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1 Uvod

Pes je jednim z prvnich domestikovanych zvifat a doprovazi Clovéka jiz od pocatku
vzniku lidskych spoleCenstev. V pribéhu c¢asu byl pes c¢lovékem vyuzivan k mnoha
¢innostem, jako je lov nebo ochrana majetku a lidi. Stale vice se stdval nepostradatelnou
soucasti lidskych zivot a postupem casu si jej ¢loveék zacal pretvaret ,.k obrazu svému®. To
mélo za nasledek nejen zménu jejich vzhledu, ale napiiklad i vliv na zdravotni stav psu.
S rozvojem modernich molekularné genetickych metod se pes diky své fyzieogii podobné
fyziologii lidi stal hojn¢ vyuzivanym modelem v mnoha oblastech biologického vyzkumu
napf. v genetice chorob, pfi studiu procesii domestikace nebo hledani gend ovliviujici
anatomicko-morfologické znaky. Zaroven s tim rostl zajem o prozkoumani evolu¢niho vyvoje
psa a studium genetické diversity psich plemen slouzici naptiklad k zatazeni dané¢ho jedince k
ptislusnému plemeni Cisté na zakladé¢ DNA analyzy.

Jednim z typti markerti vyuzivanych pro tyto a dalsi ucely, jako je napiiklad studium
genomu ¢i urCeni paternity, jsou mikrosatelity. Sohledem na biologickou podstatu
mikrosatelitii a jejich vysokou variabilitu, jsou rovnéz velmi vhodnym markerem pro
populacni studie.

Pro studium genetické variability psit odvozenych od vlka pomoci mikrosatelitni DNA
byla vybrana takové plemena, kterd byla vytvofena kiiZenim psti plemene némeckého ovcaka
a vlka. Takovato plemena skytaji pfilezitost vyzkumu introgrese, zmén v expresi rozli¢nych
gend vlivem hybridizace ¢i feSeni problematiky identifikace hybridi v ptirodnich populacich,

coZ ma vyznam napiiklad z ekologického hlediska.
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2 Cile prace

2.1 Védecka hypotéza

Béhem procesu tvorby nového psiho plemene dochazi k vyrazné redukci poctu jedinct,
kteti tvoii zakladatelskou populaci. Divodem je upevnéni pozadovanych charakteristickych
znakli pro dané plemeno. V disledku toho prochazi takovato populace ,hrdlem lahve*
(bottleneck), coz se projevi razantnim snizenim genetické variability a zesilenim efektu
genetického driftu. Vysledkem je fixace celé fady alel, které jsou pak unikétni pro ptislusné
plemeno. Proto byla stanovena hypotéza, ze populace riznych psich plemen by se mély

odlisovat ve frekvencich a typech detekovancych alel vybranych lokusti.

2.2 Cile prace
K ovéfeni vySe uvedené védecké hypotézy byly stanoveny dil¢i cile prace, které jsou
uvedeny v nasledujicich bodech:
1) Vybrat a optimalizovat vhodné molekularni markery pro analyzu genomu psich
plemen a vika.
2) Provést sekvenaci nalezenych alel, kterd umozni porovnani vysledkli rtznych
laboratofi.
3) Charakterizovat vybrana psi plemena a kontrolni skupinu vlki pomoci zakladnich
populacnich deskriptorti jakymi je geneticka diverzita v podobé heterozygotnosti
o¢ekavané a pozorované, polymorfni informacni index nebo inbredni koeficienty.

4) Provést analyzu populaéni struktury psich plemen a vika.
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3 Literarni reserse

3.1 Canidae (psoviti)

3.1.1 Taxonomické zarazeni psa domaciho

Wayne et al. (1999) prokézal, ze pes domaci se vyvinul z vlka obecného. Jeho poznatky
potvrzuji i dalsi studie (Wayne a Ostrander, 2007; Wang et al., 2004), nicméné nepanuje shoda
v obdobi, kdy se pes a vlk evolu¢né rozdélili, a v jaké geografické oblasti k domestikaci psa
doslo.

Dle fosilnich nalezti Freedman et al. (2014) urcili obdobi domestikace na 12 000 - 33 000
let pted nasim letopocCtem, pfi¢emz misto téchto ndlezl se nachazi na uzemi Euroasie. Tyto
poznatky podporuje i Germonpré et al. (2009), ktery studoval fosilni nalezy domestikovanych
psu na uzemi Zapadni Evropy a Sibife a datoval je do obdobi pted 15 000 - 36 000 lety.

Pomoci studii mitochondridlni DNA (mtDNA) Leonard et al. (2002) ur¢ili obdobi
domestikace pted 15 000 lety na izemi Euroasie. Toto ¢asové rozmezi je v souladu s vysledky
studie Vila et al. (1997), ktefi analyzovali mtDNA 162 vlki a 140 domestikovanych pst.
Vysledky této studie urcuji obdobi rozdéleni vyvoje pst a vlkll na rozmezi 10 000 - 15 000 let
ptfed nasim letopoctem.

Fylogeneticky vyvoj psovitych Selem je spojen s nejstarSim zndmym piedkem
Hesperocynoinae, ktery zil pied 40 miliony let v Severni Americe (Tredford et al., 2009) a
vyhynul pfed 15 miliony lety. Z né€ho se vyvinuly pod¢eledi Borophaginae a Caninae na
zacatku oligocénu pied 25 miliony let. Wilson et al. (2000) uvadi, ze Borophaginae zili v
obdobi od 28 miliony let do 2 milionu let, kdy vymfeli. Za své dlouhé existence byla tato
skupina dominantni nad Caninae. Po jejim zaniku se stali Caninae jedinymi zastupci
psovitych Selem a ti se poté délili do mnoha fylogenetickych skupin (obr. 1) (Wayne a
Ostrander, 2007).
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Obr. 1 Fylogeneticky strom psovitych.

Molekularni fylogeneticky strom byl vytvofen na zakladé sekvenace 12 exonl a 4 intronl o celkové délce
14 948 bp DNA. Jednotlivé barevné vétve ukazuji rozdéleni psovitych na linie. Hlavnimi fylogenickymi liniemi
jsou: ligkoviti (Gervend), jihoameriéti (zeleng) a vI¢i (modte). Cerné znacky naznaduji vyskyt tzv. indels (inzerce
a delece), ke kterym Se vztahuji hodnoty v zavorkach uvadéjici jejich mnozstvi. Podtrzeni zastupci jsou pro
ukazku obrazové znazornéni. Pro procentudlni odhad posteriorni pravdé€podobnosti vétveni fylogenetického
stromu byly vyuzity dva modely. Jejich vysledky jsou zaznamenany na linii vétve. Hodnota pomoci Bootstrap

pravdépodobnosti je umisténa nad linii a Bayesovska pod linii (pfevzato Wayne a Ostrander, 2007).
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Prvni doklady o Caninae byly nalezeny na Gizemi Severni Ameriky datované do obdobi
oligocénu. Pro vyvoj a diverzitu psovitych bylo dilezitych né€kolik migracnich vin. V prvni
migrac¢ni vIn¢ na konci miocénu, jak uvadi Wang a Tareford (2007), Caninae ze Severni
Ameriky piesli do Asie a pokracovali do Evropy. Na starém kontinentu se tito psoviti vyvinuli
do podoby jiz ptipominajici dnesni vlky. Jedinci ze skupiny, kterd nemigrovala, dali zaklad
pro vyvoj kojota prérijniho (Canis latrans). Toto potvrdili Vila et al. (1997), ktefi analyzovali
mtDNA vlka obecného a kojota.

K druh¢ velké migracni viné doslo v pleiostocénu (Wilson et al., 2000). V tomto obdobi
zacali byt psoviti dominantnimi predatory. V prubéhu této migrace se rozsitili do Afriky, Jizni
Asie, zpét do Severni Ameriky a déle ptes Stfedni Ameriku do Jizni Ameriky. To podpofilo
diferenciaci vSech rodt a néktefi jejich zastupci uskutecnili posledni migraci piiblizné pied
100 000 lety za polarni kruh (Jensen, 2007). Takto se psoviti dokazali rozsifit takika na
vSechny kontinenty a na zbylé se rozsifili pozdéji pii spolecné migraci s lidmi (Leonard et al.,
2002).

3.1.2 Obecna charakteristika psovitych

Jak uZ bylo vySe uvedeno, psovité Selmy maji spolecny vyvoj, coZ potvrzuji nejen
genetické analyzy, ale 1 shodné anatomické znaky. Wang et al. (2010) popisuji spolecné znaky
psovitych Selem jako je uspofadani zubli, zmény anatomie stfedniho ucha a postaveni
koncetin.

Evolu¢ni adaptaci spole¢nou pro vSechny psovité Selmy jsou zmény ve stfednim uchu.
Tim je plné osifikovana bubinkova vydut,, ve které je ulozena vnitini krkavice (Wang et al.,
2004). Na obrazcich 2A a 2B je vyznaceno umisténi téchto zmén na nakresech lebky.

Hlavnim z téchto znakl je uspofddani zubl v Celisti psovitych Selem. Horni Ctvrty
premolar a dolni molar vytvareji takzvany ,.trhakovy komplex* (obr. 2C), ktery je vyuZivan
pro odstifihdvani masa od kosti. V priibéhu vyvoje Selem ztratil u né€kterych druhli vyznam
vzhledem k potravni specializaci od striktnich masozravci k byloZravcim.

Poslednim vyznamnym znakem spole¢nym pro psovité je postaveni koncetin. VSichni

jsou prstochodci (digitigrarni) tj. pti pohybu doslapuji na zéaprsti a prsty (Corrano, 1997).
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Obr. 2 Anatomické specifity psovitych.
V obrazku je naznaceno ulozeni vnitini krkavice v bubinkové vyduti (A), umisténi bubinkové vyduti a horniho

premolaru na lebce (B) a umisténi ,,trhakového komplexu* v dutiné ustni (C) (pfevzato Wang et al., 2010; Wang
etal., 2004).

3.2 Struktura a organizace psiho genomu

3.2.1 Cytologicka charakteristika

Zacatky cytologické charakteristiky chromozomi savct a i pst zacaly jiz pred 100 lety.
Ale vysledky studii byly nejednoznacné, pohybovaly se od 50 do 78 diploidnich
chromozoml. AZ s nastupem novych technologii jako je napiiklad G- pruhovani, kterou jako
prvni vyuzili Selder et al. (1975), se podatilo identifikovat 76 autozoml a 2 pohlavni
chromozomy (obr. 3). Nejvétsim chromozomem je X pohlavni chromozom, ktery ma délku
137 Mb a nejmensim Y chromozom o velikosti 27 Mb (Langford et al., 1996; Reimann et al.,
1999). Dale byly vytvoteny ideogramy pro chromozomy barvené riznymi technikami jako Q-
, C-, @ N-pruhovéani (Reimann et al., 1999). Tyto metody byly nasledné¢ kombinovany s
dal$imi. Thomas et al. (2003) vyuzili ke zkoumani karyotypu psa piedevsim fluorescencni in
situ hybridizaci (FISH) (obr. 3). Tato metoda pomaha zviditelnit kazdy chromozom pomoci
hybridizace DNA sondy vétSinou do oblasti centromér (Breen et al., 1999). Wayne a
Ostrander (1999) vyuzili i dal$i metody k oznaceni chromozomti. Jednou z nich bylo barveni

pomoci DAPI (4°,6-diamidin-2-fenylindol).
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Obr. 3 Karyotyp psa domdciho.

Karyotyp psa doméciho znazornény pomoci vizualizace A) navazanim sondy prostiednictvim fluorescenéni in
situ hybridizace (FISH), B) identifikace chromozomi pomoci G- prouzkovani (dle Thomaset al. (2003) a
Reimann et al. (1999)).

Pro identifikaci a standardizaci psiho karyotypu byl vytvofen Vybor pro standardizaci
karyotypu psa domaciho (Committee for the Standardization of the Karyotype of the
Domesticatic Dog) pod zastitou ,,DogMap Workshop®, do néhoz bylo zapojeno mnoho
svétovych laboratoii a ktery v Cervenci 2000 schvalil navrhovany systém c¢islovani vSech
chromozomti na konferenci Mezinarodni spole¢nosti pro genetiku zvifat (International

Society for Animal Genetics - ISAG) (Breen, 2008).

3.2.2  Mapovani psiho genomu

V 90. letech byly vytvofeny prvni vazbové a radia¢né hybridni (RH) mapy, které daly
zéklad pro dalsi analyzy psiho genomu. Mellersh et al. (1997) vytvofili prvni vazebnou mapu
genomu psa obsahujici 150 mikrosatelitd aplikovanych na 163 psii tvoricich 17 tfigenera¢nich
rodokmenti. Nésledné Priat et al. (1998) vytvotili RH mapu vychazejici z predchozi vazebné
mapy. Ob¢ tyto mapy vyuzili Mellersh et al. (2000) k vytvoteni vazebno-radiacni mapy, ktera
obsahovala 600 markert z RH mapy a 341 markerii z vazebné mapy. Breen et al. (2001)
vytvofili dal§i vazebno-radiaéni mapu z 1800 markert, kterd pokryla ptiblizné 90 % genomu
psa. Jako prvni, kdo se pokusil osekvenovat cely genom psa, byli Kirkness et al. (2003).
Osekvenovali 6,22 milionu sekvenci a identifikovali geny odpovidajici lidskym a mySim
ortologiim. Nakonec to vsak byli Lindblad-Toh et al. (2005), ktefi osekvenovali genom psa u
feny boxera pomoci tzv. Whole Genome Shotgun (WGS) pfistupu. Takto bylo osekvenovano
99 % euchromatinové oblasti genomu psa s celkovou délkou 2,38 Gb v rozsahu 31,5 miliona
sekvenci, které byly v priméru pieéteny 7,5x. Pfi porovnani s lidskym genomem (velikost 2,9

Gb) je psi 0 18 % mensi a 0 6 % mensi nez mysi, ktery ma 2,5 Gb (Ostrander a Wayne, 2005).
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Casti, které se prozatim nepodafilo osekvenovat, jsou z pravidla vysoce repetitivni oblasti

zaujimajici zhruba 1 % sekvenovaného genomu. Takovéto repetice zabiraji 34 % celkového

genomu psa (Lindblad-Toh et al., 2005). V tabulce 1 ptevzaté z Breen (2008), jsou uvedeny

chromozomy a jejich velikosti ziskané dvéma metodami.

Tab. 1 Porovnani velikosti chromozomii.

Chromosom FACS’(Mb) Sekvenace(Mb) Chromosom FACS® (Mb) Sekvenace (Mb)
CFA 01 135 125 CFA 22 72 64
CFA 02 100 88 CFA 23 63 55
CFA 03 104 9 CFA 24 55 50
CFA 04 102 21 CFA 25 60 54
CFA 05 99 91 CFA 26 48 42
CFA 06 88 80 CFA 27 57 48
CFA 07 95 33 CFA 28 55 44
CFA 08 87 77 CFA 29 51 44
CFA 09 79 64 CFA 30 47 43
CFA 10 81 7 CFA 31 50 42
CFA11 87 77 CFA 32 51 41
CFA 12 86 75 CFA 33 41 34
CFA 13 76 66 CFA 34 50 45
CFA 14 73 63 CFA 35 38 29
CFA 15 76 67 CFA 36 41 33
CFA 16 74 62 CEA 37 40 33
CFA 17 81 67 CFA 38 38 26
CFA 18 67 53 CFA X 137 126
CFA 19 67 56 CEAY 27 -
CFA 20 68 61 Celkem* 2,782 2,424
CFA 21 63 54 *Celkova velikost samiciho haploidniho genomu psa

Porovnani velikosti chromozomt provadéné dvéma technikami. Odhad velikosti v Mb ziskany Pritokovou

cytometrii (FACS®) dle Langford et al. (1996) a odhad velikosti v Mb ziskany sekvenaci chromozomii Lindblad-

Toh et al. (2005) ( ptevzato z Breen (2008)).

Z informaci, ziskanych po osekvenovani psiho genomu, vychézi vétSina dnesnich analyz.

Ptikladem je studie Akey et al. (2009), ktefi vyuzili pro analyzy psiho genomu 21 000 SNP

(single-nucleotide polymorphism). K analyze téchto SNP vyuzili CanineSNP20 BeadChip

aplikovany na 275 vzorki pst 10 riznych plemen a identifikovali 155 regiont, které maji vliv
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na fenotypové znaky odlisujici psi plemena. Obdobn¢ Hayward et al. (2015) pomoci 180 000
SNP na 4 200 vzorcich pst provedli mapovani lokusti souvisejicich s riznymi dédi¢nymi
chorobami, jako jsou dysplazie ky¢li a ramen, idiopatickd epilepsie a ncktera nadorova
onemocnénti.

Pro dalsi analyzy psiho genomu byly vyuzity i jiné repetitivni sekvence napiiklad SINE
(Short Interspersed Nuclear Elements), LINE (Long Interspersed Nuclear Elements) nebo
satelitni DNA (Wang a Kirkness, 2005; Lindblad-Toh et al., 2005; Boyko, 2011).

3.3 Mikrosatelity

3.3.1 Klasifikace a zarazeni satelitni DNA

Repetitivni tiseky DNA c¢asto tvofi vétSinu genomu eukaryotnich organizmti (Snustad a
Simmons, 2009). Dle Richard et al. (2008) se déli na dvé hlavni skupiny tzv. ,,roztrousené
repetice” a ,,tandemové repetice, ty se dale ¢leni do n¢kolika podskupin. Tandemové repetice
se déli na satelitni, minisatelitni a mikrosatelitni DNA (Jurka, 2003). Richard et al. (2008)
klasifikuji satelitni DNA na zaklad¢ délky opakujiciho se motivu a celkové délky sekvence
(obr. 4).

Satelitni DNA ma délku opakujicitho motivu od 5 pfes 100 nukleotidl a o celkové délce
sekvence vice nez 10* bazi. Maximalni délka satelitni DNA neni zndma, jelikoZ prozatim neni
osekvenovano dostate¢né mnozstvi velkych genomi (Richard et al., 2008).

Minisatelity jsou obvykle kratké repetice. Vergnaud a Denoeud (2009) uvadi velikost
opakujiciho se motivu mezi 6 az 100 bazi o celkové délce sekvence od 0,5 kb do n€kolika
kilobazi.

Mikrosatelity se vyznacuji délkou motivu od 1 do 8 nukleotidii o celkové délce sekvence
do 100 bazi (Richards et al., 2008). Li (2002) uvadi charakteristickou délku opakujiciho

motivu od 1 do 6 bazi nukleotidl, stejné jako  Buschiazzo a Gemmell (2006)
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3.4 Mikrosatelitni DNA

Mikrosatelity jsou znamé i pod jinymi nazvy. V literatufe se pouzivaji naptiklad ,kratké
tandemové repetice” (Short Tandem Repeat; STR), ,,jednoduché opakujici se sekvence*
(Single Sequence Repeta; SSR) a ,,variabilni pocet tandemovych repetic* (Variability Number
of Tandem Repeats; VNTR) (Buschiazzo a Gemmell, 2006; Kalia et al., 2011; Richard et al.,
2008).

Mikrosatelity, jak bylo uvedeno i v predchozi kapitole, jsou kratké repetice s opakujicim
se motivem 1 az 6 bazi o celkové délce sekvence od 10 do 100 nukleotidi. Jsou obsazeny jak
v kodujicich, tak nekodujicich regionech genomu (Buschiazzo a Gemmell, 2006).

Mikrosatelitni DNA se vyuziva jako dulezity geneticky marker v mnoha odvétvich
molekularni biologie. Hlavni z vyhod, ktera vychazi z biologické podstaty mikrosatelit, je
jejich Cetnost a vysoka variabilita v genomu (Buschiazzo a Gemmell, 2006). Jedna se o tzv.
kodominantni markery, pomoci nichz mizeme od sebe odliSit homozygoty od heterozygoti.

Dalsi divod, pro¢ jsou mikrosatelity Casto vyuzivané jako genetické markery, je, ze se téz
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vyznacuji vysokou specifi¢nosti a reprodukovatelnosti, diky nimz se vysledky daji pomérné
snadno porovnat mezi laboratoremi (Powell et al., 1996). Nevyhody stejn¢ jako vyhody
vychédzeji z podstaty mikrosatelit, coz je vysoka frekvence mutaci. Téz velikostni
homoplazie ovliviiuje vyhodnoceni, jelikoz takovéto fragmenty se jevi jako stejné, ale jejich
puvod je odlisny. Dalsi problémy souviseji s analyzou pomoci polymerazové fetézcové
reakce (PCR), jsou jimi vyskyt nulové alely ¢i koktavé produkty, které znesnadiuji a zkresluji

vyhodnoceni mikrosatelitnich dat (Kalia et al., 2011).

3.4.1 Rozdéleni mikrosatelitni DNA

Mikrosatelitni DNA muzeme klasifikovat dle riznych hledisek, a sice v zavislosti na
velikosti, typu a délce opakujiciho se motivu (Powell et al., 1996). V zavislosti na poctu
nukleotidd v opakujicim se motivu rozliSujeme mikrosatelity na mono-, di-, tri-, tetra-, penta-
nebo hexa- nukleotidové (Kalia et al., 2011).

U mononukleotidovych mikrosateliti se vyskytuje nejcastéji motiv opakujici se repetice
A/T, u kterych je problém s vyhodnocenim (Christiakov et al., 2006).

Nejcastéjsi dinukleotidovou repetici u zvirat je kombinace CA nukleotidii a u rostlin to
jsou TA nebo GA baze. Hustota vyskytu dinukleotidové repetice v genomu Se U organizmi
velmi 1ii, pfi¢emZ primérna vzdalenost mezi lokusy se pohybuje mezi 30 az 50 kilobdzemi
(Jarne et al., 1996).

Trinukleotidové repetice jsou do znaéné miry studovany v souvislosti s lidskymi
vrozenymi nemocemi (Kalia et al., 2011). Mezi takové patii naptiklad Huntingtonova choroba
nebo myotonicka dystrofie (Sutherland a Richards, 1995).

Tetranukleotidové repetice jsou vysoce polymorfni a ¢asto se vyskytuji jako sloZzené nebo
jako mikrosatelity s pferusenim. U vysSich organizmii se Casto vyskytuje repetice GATA a
GACA. U cloveka se tetranukleotidy sdruzuji v blizkosti centromér (Jarne, 1996).

Kalia et al. (2011) déli mikrosatelity dle lokalizace v genomu na jaderné (nuclear, nuSSR),
chloroplastové (chloroplastic, cpSSR) a mitochondrialni (mtSSR).

Dal$im kritériem pro d€leni mikrosateliti je usporadani kompozice opakujiciho se motivu.
Dle toho se déli na dokonalé (pure, perfect nebo simple perfect), nedokonalé (simple
imperfect), slozené (compound nebo simple compound) a pterusené (interrupted, imperfect
nebo compound imperfect) (Oliveira et al., 2006; Kalia et al., 2011).

Dokonalé jsou mikrosatelity, pokud maji jednotny motiv tseku repetice (Oliveira et al.,
2006). Jednoduchym piikladem takovéto repetice je TATATATATATATATA.
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Nedokonalé mikrosatelity maji v opakujicim se motivu sekvenci o jiném motivu, po
tomto preruSeni pivodni motiv pokracuje dal (Oliveira et al., 2006). Piikladem nedokonalé
repetice je TATATATACTATATA.

SloZena mikrosatelitni repetice se sklada ze dvou 1 vice typii tandemovych repetic, které
na sebe navazuji bez jin¢ho pieruSeni (Oliveira et al., 2006). Slozena tandemova repetice by
mohla naptiklad vypadat takto TATATATATAGTGTGTGTGT.

PreruSené jsou mikrosatelity, které jsou slozené z n€kolika motivl a zaroven preruSené
nekolika bazemi nukleotidi (Oliveira et al., 2006). Piikladem takovéto repetice je

TATATACTCTCTTGTGTGTGTG.

3.4.2  Mutacni mechanizmy mikrosatelitii

Dtvodem pro vyuziti STR jako molekularnich markert je jejich vysoka mutabilita a tim i
jejich hypervariabilita v populaci daného druhu. Mikrosatelity mutuji rychlosti 102 az 10 na
lokus na generaci, coz je o n¢kolik fadi vyssi frekvence, nez u béznych nerepetitivnich
struktur DNA (Chistiakov et al., 2006; Schlétterer a Tautz, 2000). Mutaéni rychlost je zvlasté
dalezitd, protoze je vyznamnym faktorem ovlivilujicim troven variability udrzované
v populaci (Kalia et al., 2011).

Je zndmo nékolik mutacnich mechanizmi, které zvySuji variabilitu mikrosatelitu. Patii
mezi né replikacéni sklouznuti, rekombinace a retrotranspozony (Richard a Paques, 2000).
Hlavni z téchto mechanizmil je replikacni sklouznuti (obr. 5), pfi kterém se replikované
vlakno prodlouzi nebo zkrati. Mohou tak byt vlozeny nebo vymazany opakujici se jednotky.
Jen malé procento chyb vede k mutaci mikrosatelitu a mnoho téchto mutaci je korigovano
opravnym systémem tzv. Mismatch Repair System (MMR) (Ellegren, 2004). Ke sklouznuti
dochazi pii amplifikaci komplementarniho vldkna, kdy dojde zneznamého davodu
k zastaveni polymerazy. V tento moment se konec komplementarniho vlakna s navazanou
polymerazou oddali od templatu. Pii prodlouzeni motivu se na amplifikujicim se vlakné
vytvoii smycka, jejiz konec se néasledné napoji na jiném replikaCnim misteé, nez méla pred
oddalenim vlaken.

Po navazani polymerazy na templatovy usek DNA pokracuje v syntetizaci
komplementarniho vldkna. Podobnym zplsobem dochézi ke zkraceni amplifikovaného
mikrosatelitu s tim rozdilem, ze se smycka vytvoii na templatovém vlakné (Schlotterer, 1992;

Hile a Eckert, 2004).
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Obr. 5 Replikacni sklouznuti.

Zde jsou vyobrazeny faze replika¢niho sklouznuti, pomoci nichz je komplementarni vlakno prodlouzeno nebo
zkraceno. Hlavnim bodem, béhem kterého se zméni pocet repetic, je ,,reasociace a nespravné sparovani®, ¢imz
dojde ke spojeni vlaken nespravnych repetic. V tomto piipadé doslo k napojeni tfeti a étvrté repetice (pfevzato z

Vasek (2011)).

3.5 Molekuldrné-genetické metody

3.5.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Objev polymerazové fetézové reakce byl revolu¢ni pro molekularni biologii a v roce 1993
za n&j byla udélena Kary B. Mullisovi Nobelova cena za chemii. Bez ni by nebylo mozné
provadét mnoho metod a analyz (Butler, 2012).

PCR je enzymaticky cyklicky proces, pii kterém je specificky tisek DNA replikovan
nepretrzité v mnoha kopiich (obr. 6). Tato reakce zahrnuje ohfivani a chlazeni vzorkl v pfesné
danych intervalech. Téchto cykli obvykle byva vice nez tiicet a béhem kazdého se generuji
molekuly DNA pozadované sekvence, které se v néasledujicich cyklech stavaji piredlohou pro

dalsi molekuly (Butler, 2012).
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Obr. 6 Proces amplifikace pomoci polymerdzové retézové reakce.

Obrazek zobrazuje tii kroky PCR procesu: denaturace, annealing a extenzi.

3 cykly - 8 molekul
4 cykly - 16 molekul

5 cykla - 32 molekul

{

10 cykla - 1024 molekul

|

30 cykla - 1 073 741 766 molekul

Béhem PCR cyklu dochazi k

vytvoreni 1. kopie molekuly DNA a jeji nasledné vyuziti pro nasledujici cyklus. Takto narlsta pocet kopii DNA

geometrickou fadou dle pocti cykld (Snustad a Simmons, 2009)
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Hranice amplifikovaného produktu vymezuji oligonukleotidové primery, které jsou
komplimentarni k 3" konci hledané sekvence. V idealnim ptipad¢ se po 32 cyklech pii 100%
ucinnosti PCR vytvoii miliarda kopii pozadované sekvence vychoziho templatu (Butler,
2012).

Proces PCR zahrnuje cyklické opakovani tfi zakladnich krokd. Prvnim znich je
denaturace, béhem niz se rozvolni vlakna DNA. Druhym krokem je nasedani primeru na
kompatibilni vlakno templatu (annealing) a v tfetim kroku se prodluzuje primer
komplementarné k templatu (extenze) (Erich, 1989).

Pti typické PCR reakci se nejprve dvouretézovda DNA rozvolni pii kratkém zvySeni
teploty na 90-95 °C, nasledné mohou primery nasedat na komplementarni usek pfti rychlém
zchlazeni na 60-65 °C. Poslednim krokem je nasedani Taq polymerdzy na primer pii teploté

70-75 °C a syntéza komplementarniho vlakna DNA (Erlich, 1989) (obr. 7).

94°C i 94°C 184°C a4°C

Teplota

: B0°C
: Jeden cyklus

tas Tyto cykly se mohou
opakovat vice nez 30 krat.

Obr. 7 Teplotni profil PCR.
Ptevzato z Butler (2012).

V minulosti se k zméné teplot vzorkt vyuzivaly vodni lazné, ale nyni se tento proces
automatizoval pomoci termocyklerti (Erlich, 1989). Termocyklery (Obr. 8) jsou pfistroje,

které podle zadaného programu ohtivaji a zchlazuji vzorky ve zkumavkach.
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Obr. 8 Termocycler C1000 (Bio-Rad).

vvvvvv

rychlosti dokazi ménit teplotu. Primérné jsou pfistroje schopny zménit teplotu 0 1 °C béhem
vtefiny, ty nejlepsi dokazi zménit teplotu az o 4 °C za vtefinu (Butler, 2012).

Do termocykleri se vyuzivaji jednotlivé nebo spojené zkumavky o objemu 0,2 ml.
Spojené mohou byt jako ,.stripy” o 8-12 spojenych kusech, nebo ,,desticky” o 96 az 384
zkumavkach, které se vyuzivaji ve velkych laboratotich (Butler, 2012).

Mnozstvi vytvorenych kopii pozadované sekvence zavisi na optimalizaci amplifikacniho
procesu PCR (Innis et al., 1990). Spravny pribéh PCR ovliviiuji naptiklad inhibitory
polymerazy nebo Spatné navrzené primery s nevhodnou schopnosti navazat se na
komplementarni sekvenci (Erlich, 1989; Butler, 2012).

Butler (2012) uvadi dva hlavni ucely, ke kterym se PCR vyuziva. Prvnim z nich je
amplifikace velkého mnozstvi molekul dle specifickych primerti, druhym pak zviditelnéni
amplifikovanych produktd pomoci fluorescencnich barviv.

Objem vzorkt, se kterym je PCR schopnd pracovat, je od 5 pl az po 100 pl. Nejcastéji se
pracuje s objemem kolem 20 az 50 pl, protoze velmi malé nebo piili§ velké objemy byvaji
problematické. Naptiklad u nizkych objemt (kolem 5 pl na reakci) je obtizna pfiprava. Zde se
klade velky daraz na pfesné pipetovani vSech soucasti smési. Problémem je i odpafovani

vzorku béhem reakce v termocykleru (Butler, 2012).

26



Pro spravny pribéh PCR reakce je dulezita optimalizace koncentraci vSech komponent
v reakci, kterymi jsou templatova DNA, pufr, MgCl,, dNTP, specifiké primery, BSA, Taq
polymeraza a deionizovana H,O (Innis et al., 1990).

Koncentrace polymerazy se obvykle pohybuje od 1-2,5 U na 100 pl reakéni smési. Je ale
velmi variabilni v zavislosti na templatové DNA a primeru. Pokud je koncentrace polymerazy
prili§ vysoka vytvaii se mnoho nespecifickych produktd, naopak nizka koncentrace vede
k tvorb¢ malého mnozstvi produkti (Innis et al., 1990).

Optimalni koncentrace dNTP v reak¢éni smési je typicky 20 puM, i kdyz se muze
pohybovat v rozmezi od 20 do 200 uM. Pii nizkych extenznich teplotach a vysoké
koncentraci ANTP dochazi k jejich nespravnému zacleniovani pii vytvafeni komplementarniho
vlakna (Erlich, 1989).

Hot¢ik ma velky vliv na pribéh PCR, jelikoz je vyuzit Taq polymerazou pii nasedani
primeru na templat a inkorporaci dNTP. Jeho koncentrace ve smési se pohybuje mezi 0,5 az
2,5 mM (Innis et al. 1990).

Dalsi soucasti reakéni smési je pufr, jenz udrzuje vhodné pH, a bovinni sérovy albumin
(BSA) stabilizujici enzymy (Innis et al., 1990).

Do pfipravené smési se dodava templatova DNA, podle které se pomoci vybranych
primerd amplifikuji ndmi urcené useky. Primery mivaji délku kolem 20 az 30 bazi, ale dle
potfeby se pouzivaji i del§i. Obecné plati, Ze koncentrace v rozmezi od 0,05 do 0,5 uM
kazdého oligonukleotidu v reakci by méla byt dostatecnd (Erlich, 1989). V ptipad¢ potieby je

pouzivana deionizovand voda k doplnéni na pozadovany objem reak¢ni smési (Butler, 2012).
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3.5.1.1 Multiplex PCR
Tzv. multiplex PCR dovoluje amplifikovat vice jak jednu oblast templatového fetézce.

Toho je docileno piitomnosti vice primert v jedné reakéni smési (obr. 9) (Henegariu et al.,
1997). Jednotlivé amplikony v reakci pak lze identifikovat pomoci primerd s kovalentné

navazanou fluorescen¢ni znackou (Butler, 2012).

A) Vice lokusi umisténych na jednom templitu DNA

Primer s fluorescenéni . . 8,
znatkon - - -
o PR ot e
Lokus A Lokus B Lokuns C

B) Vyhodnoceni velikostné odlisnych PCR produktia

L

nejmensi —> nejvétsi

Obr. 9 Amplifikace multiplex PCR lokusti.
Amplifikace tii lokusii na jednom templatu pomoci zna¢enych primeri (A). Jejich amplikony byly navrzeny, aby
byly ruzné velikosti a dali se 1épe rozeznat pomoci separacnich metod (kapilarni elekrtoforéza) (B) (Butler,

2012).
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3.5.2 Elektroforéza

Zakladnim principem gelovych elektroforetickych metod je pohyblivost analytu, v tomto
piipadé nukleovych kyselin (nukleotidi), v mediu s elektrickym polem (obr. 10). Hlavnim
divodem pohybu nukleotidll v poli je negativné nabita fosfatova skupina (Koontz, 2013).

Prostupnost nukleotidi gelem zavisi na jejich hmotnosti. U polyakrylamidového gelu je
vyuzito denaturacni Cinidlo, které odstrafiuje sekundarni a tercidlni strukturu. Mezi tato
¢inidla patfi naptiklad formaldehyd, formamid nebo mocovina (McMaster a Carmichael,
1977). Kratsi elementy v gelu postupuji rychleji nez vétsi fragmenty. Pro presnéjsi separaci je
nutné vybrat vhodnou koncentraci gelu (Smith, 1996).

Pro detekci nukleovych kyselin se vyuziva barveni naptiklad ethidium bromidem nebo

stiibrem (McMaster a Carmichael, 1977).

e

Obr. 10 Agarosova elektroforéza.

Horizontalni separa¢ni cela Sub Cell (Bio- Rad)
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3.5.2.1 Kapilarni elektroforéza

Zakladnimi prvky kapilarni elektroforézy je sklenéna kapilara zanotena do dvou lahvicek
a propojena dvéma elektrodami, kterymi prochézi vysoké napéti (Altria, 1996). Tento systém
téz zahrnuje laser, fluorescencni detektor, automaticky podava¢ zkumavek a pocita¢, pomoci
kterého je fizeno jednotlivé nasavani vzorki a zaznamenani jejich detekce (Butler, 2012), jak

je nazorn¢ ukdzéano na obr. 11.

Laser

Kapilara naplnéna gelem

Detekéni
okénko

— |I 520 kV |I +
(katoda) (anoda)

nasati vysati
pufru pufru

]

Ptato se vzorkama

Vyhodnoceni

Obr. 11 Schematicky popis kapildarni elektroforézy.
Pfevzato z Butler (2012).

Kapilary jsou vyrobené ze skla o priméru 50 pum, coz je hodnota odpovidajici priméru
lidského vlasu. Celkova délka je rizna, obvykle 36 az 50 cm od mista nasati vzorku po
detek¢ni misto. PouZivaji se i1 kapilary o délce 80 cm s vyssi rozliSovaci schopnosti pii cteni
DNA sekvenci. Uvnitt kapilary se nachazi gel, kterym prochazeji fragmenty molekul DNA.
Ten je vytvoren z viskozniho polymeru slouziciho jako rozdélovaci médium. Pred kazdym
vzorkem je nasan novy gel (Butler, 2012; Grosman a Colburn, 2012).

Nasati fragmentu DNA je umoznéno diky elektrokinetickym vlastnostem negativné nabité
molekuly DNA. Tyto molekuly jsou rozptyleny v neutralnim prostiedi a v elektrickém poli se
pohybuji k pozitivné nabité¢ elektrodé kapilary (Avila a Whiteside, 1993). Takto je jedna
kapilara schopna detekovat pouze jeden vzorek, ale je mozné najednou analyzovat smés
fragmentt se standardem (Butler, 2012).

Na kapilafe je umisténo detekéni okénko, kterym prosvécuje laser, kde se odecitaji

fragmenty DNA fluorescencnim detektorem (Butler, 2012).
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3.5.3 Chyby ovlivijici PCR a genotypovani

3.5.3.1 Inhibitory PCR

Inhibitory jsou latky, které negativné ovliviiuji probihajici reakce (Vodrazka, 1999).
V tomto piipadé mohou zasahovat do lyzy bunc¢k nutné pro extrakci DNA, ovliviiovat
degradaci nebo zachyceni nukleovych kyselin, popt. inhibovat aktivitu polymerazy, ¢imz se
zabrani enzymatické amplifikaci DNA. Inhibitory, jako je melanin ¢i hemoglobin, se ziejmé
vazi na aktivni misto Taq polymerazy a tim zabranuji spravnému fungovani pii amplifikaci

pomoci PCR. Pro snizeni inhibice se do PCR reakce Casto ptidava BSA (Butler, 2012).

3.5.3.2 Nulova alela

Nulova alela ptedstavuje situaci, kdy nedojde z n&jakého divodu k pomnozeni jedné z
alel.

Jednim z jevil, u kterych k tomuto stavu dochazi pti amplifikaci STR pomoci PCR, je
takzvany alelicky drop-out. Pokud dojde k zaméné bazi v misté naseddni primeru, tak pii
amplifikaci opakované nedojde K rozpoznani tohoto STR lokusu a tudiz nebude amplifikovan.
Nastésti k tomuto jevu dochazi jen vzacné, jelikoz sekvence v oblasti kolem mikrosatelitu je
pomérné stabilni (Jones et al., 1998; Butler, 2012).

Muze téz dochazet k jevu zvanému selektivni amplifikace. V tomto ptipadé je kratsi alela
amplifikovana s vétSi Cetnosti nez druha heterozygotni alela. Jedinec se tedy pfi
vyhodnocovani jevi jako homozygot (Wattier et al., 1998).

Dal§im davodem vyskytu nulové alely muze byt nizkd kvalita templatové DNA
zpiisobend inhibi¢nimi latkami nebo samotnou degradaci DNA. Tento jev ma za nasledek
zkresleni informaci pfedevSim u populacnich studii. Je to zptisobeno tim, ze nulova alela
svym projevem odpovida recesivni mutaci u heterozygoti. V pribéhu PCR se amplifikuje
pouze dominantni alela, a pfi vyhodnoceni se tento jedinec jevi jako homozygot (De Sousa et
al., 2005).

Nulovou alelu je velmi téZké odhalit. MiZeme problémy spojené s vyskytem nulové alely
fesit in silico v ramci pocitacovych simulaci, vychazejici z provedenych studii evolu¢ni
dynamiky mikrosatelitil, a takto odhadnout frekvenci nulovych alel (Chapuis a Estoup, 2007).
Dal8§im moZnym feSenim je navrhnuti novych primerti a osekvenovani problematického tseku

(Jones et al., 1998).

31



3.5.3.3 Netemplatové pfidani nukleotidi a koktavé produkty

V prib¢hu amplifikace miize Taq polymeraza ke konci vytvarené sekvence piidat
nejcastéji jesté jeden nukleotid, typicky adenin, a ztohoto divodu se tento jev nazyva
netemplatové A. Tim se pfi vyhodnocovani jevi fragment o bazi delsi nez ve skutecnosti je a
muze tak zkreslit vysledky (Smith et al., 1995).

Podobnym problémem jsou tzv. koktavé produkty (obr. 12). Vznikaji pfi amplifikaci
v dasledku replika¢niho sklouznuti Taq polymerazy, kdy béhem PCR amplifikace polymeraza
nenasyntetizuje celou délku mikrosatelitu, coz vede ke vzniku fragmentd o mensim poctu
repetic. Takovéto produkty mohou mit stejnou ¢i vyssi intenzitu neZ ma ptivodni alela a tim

komplikuji vyhodnoceni vysledkd (Ginot et al., 1996; Gugerli et al., 2008).

230 270

Obr. 12 Koktavé produkty

Na zaznamu z kapilarni elektroforézy jsou zaznamenany piky fragmentt, které vytvofily vice produktii o rizné

velikosti. U takovych to produkti je obtizné vyhodnotit pravou alelu.
Tyto problémy se daji sniZit optimalizaci celkového procesu od kvalitni izolace DNA, pres
vybér vhodnych primerid po amplifikaci pomoci PCR za pouziti vhodné upravené reakcni

smési (Hoffman a Amos, 2005).
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4 Metodika

4.1 Bioinformatickd analyza dat

4.1.1 Mikrosatelitni markery
Pro testovani genotypt byl vyuzit multiplex sestaveny z deviti parii primert vybranych

z ¢lanku Asch et al. (2009) (tab. 2).

Tab. 2 Charakteristika vyuzitych STR markerii

STR marker Chromozom Velikostod  Velikost do F primer (5'-3') R primer (5'-3')

[bp] [bp]
FH3210 CFAO02 230 315 CAAGGACCACGATGAAATGACT GCTGGATTCAGGAGCTGTTCA
FH3241 CFAO08 250 270 TCCTTGTTTCCTTCCTCTGG TTGGGCAAAATCAAAACTCC
FH2004 CFAl1l 161 257 GGGGCTTTGTACTGTGACCTAC ACAGACTGAGAATGCTGGGTT
FH2658 CFA14 106 138 GAGCTCTACATCTGAAACTATAC GAAGACGGTTTGGCAGTTTCT
FH4012 CFA15 119 143 GGGAGGGAAGCGATCTTCT CGGTTAGCCATTCCCTGAG
REN214L11 CFAl6 154 162 GGCTCTCCATGCTAAGACC TGGGTCTAATGGTTTGGGATAG
FH2010 CFA24 154 170 CTATTAACAATGTCAGACTCTCAG GAGCATGCATGTACACCAGAA
FH2361 CFA33 231 347 GCAGGTCAGAGCAGTCAGAA GAATGTACCAGGCACTATGCA
C38 CFA38 132 217 ACAAGAGGGGATGCTGAA TCATGTGTCTGTTGGGCATT

Pievzato dle Asch et al. (2009).

4.1.2 Nové primery
Pro potifebu sekvenace bylo nutné navrhnout nové primery ve veétsi vzdalenosti od
repetitivni sekvence. Za pomoci online softwaru Primer-BLAST (Ye et al., 2012) dostupného

z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ byly navrzeny primery dle teplotniho

profilu (Tm), velikosti amplikonu a specifity sekvence v genomu (obr. 13).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Tnput PCR template

Hange 2
Specificity of primers primers may net be specific to the input PCR template as targets were found in selectsd database: Genome database (reference assembly only) for selected species (Organism imited to Canis lupus famikaris

Other reports

(=) Graphical view of primer pairs

Products on potentially unintended templates
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Obr. 13 Navrhovani primeru v Primer-BLAST.

V softwaru je uvedena délka (Length), umisténi na chromozomu (Start a Stop) a teplota tani (Tm). Dale je

uvedeno, na jakém misté chromosomu primer nasedne — ,,unikatni“ sekvence.

4.2 Vzorky aizolace

Pro testovani byly vyuzity vzorky biologického materialu vytvofené kolekce z vybranych
plemen pst a vlkii, odebrané bukilnimi stéry sliznice dutiny ustni a exkrementy. Cast
vyuzitych vzorkl pochazela z kolekce vice nez tisice genotypi plemene ¢eskoslovensky vicak
Katedry genetiky a Slechténi. Zbylé vzorky pst a vlkl byly ziskany od chovatelli a riznych
organizaci z Ceské republiky i zahrani¢i.

Pro optimalizaci a testovani STR markerd bylo vyuzito n€kolik genotypt, u kterych bylo
mozné provadét odbéry vhodného biologického materidlu opakované. Pro konecné analyzy
bylo testovano 192 vzorki. Z tohoto bylo 96 jedincii plemene Ceskoslovensky vl¢ak, 30
jedinct plemene Saarloosovuv vi¢ak, 30 vlka a 36 jedinci Némeckého ovcaka (tab. 3). Dalsi
skupina vi¢ich vzorki nebyla zatfazena do findlni analyzy, jelikoZ nebyly splnény specifické

pozadavky na kvalitu ziskan¢ho genetického profilu.
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Tab. 3 Genotypy pouzité pro testovani

Genotypy pouzité pro testovani

CSve7 CSV212 CSV247 (CSV255 (CSV267 (CSV270 (CSV281 (CSV288 (CSV305 (CSV312 CSV315 (CSV348
CSV352 CSV440 (CSV463 (CSV464 CSV466 CSV479 CSV501 CSV505 CSV512 CSV515 CSV522  CSV526
CSV533  CSV539 (CSV541 (CSV549 CSV554 CSV560 CSV561 CSV563 CSV573 CSV578 CSV584  CSV587
CSV594  CSV598 (CSV602 CSV609 CSVel2 CSV620 CSVe24 CSV629 CSV637 CSV640 CSV641 CSV649
CSV6e56  CSV606 CSV663 CSV668 CSV671 CSV674 CSV686 CSV6B9 CSV696 CSV697 CSV704 CSV710
CSV716  CSV720 CSV723 CSV724 CSV733 CSV738 (CSV741 (CSV745 CSV758 CSV760 CSV765 CSV766
CSV777  CSV780 CSV789 CSV790 CSV794 CSV789 (CSV801 CSV805 (CSV812 (CSV815 (CSV824 (CSV828
CSV866  CSV869 (CSV877 (CSV878 (CSV884 CSV889 (CSV893 (CSV897 CSV903 CSV909 CSV914 (CSV1058
SV1A SV2A SV3A SV4A SV5A SV6A SV7A SVBA SV9A SV10A  SV11A  SV12A
SV13A SV14A  SV15A  SV16A  SV17A  SVI8A  SVI9A  SV20A  SV21A  SV22A  SV23A  SVI1B
SV4B SV5B SV11B SV14B  SV16B SV21B

KK168 KK170  KK171  KK173  KK282  KK283

KK288 KK289  KK290 KK694 KK832  KK833 KK1149 KK1150 KK1151 KK1152 KK1157 KK1158
KK1159 KK1285 KK1286 KK1287 KK1377 VLK25B VLK27B VLK28B VLK29B VLK30B VLK31B VLK33B
NO1C NO4C NO8C NO11C NO12C NO13C NO14C NO20C NO22C NO27C NO1A NO2A

NO3A NO4A NO5A NO6A NO7A NO8A NO9A NO10A NO11A NO12A NO13A NO14A
NO15A NO16A NO17A NO18A NO19A NO20A NO21A NO22A NO23A NO24A NO25A NO26A

V1 V2 V3 V4 V5 V6 v7 V8 Vo V10 V11 viz
V13 V14 V15 Vié V17 V18 V19 V20 V21 V22 V23 V24
V25 V26 V27 V28 V29 V30

Vysvétlivky: CSV - Ceskoslovensky vi¢ak; SV - Saarloostiv vicak, NO - némecky ovéak; KK - 0znadeni pievzaté

z mad’arské kolekce vlkii; VLK - oznadeni pevzaté z kolekce vikia CZU, V — vlci (ZOO).

Vyuzili jsme oba zpiisoby odbéru s ohledem na bezpec¢nost a invazivitu pro odebiraného
jedince. Pro izolaci byly vyuzity dvé metody dle typu biologického materidlu, ktery byl
izolovan komeréné vyrabénymi kity dle manudlu vyrobce. DNA z bukélnich stérti byla
izolovana pomoci NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel) a k ziskani DNA z exkrementt byl
pouzit QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN).

K zjisténi vytéznosti izolacni procedury byla provedena kvantifikace DNA pomoci UV
spektrofotometru S-111107 NanoPhotometer (Implen). Timto zplisobem byla zaroven
orientatn¢ stanovena Cistota ziskané DNA na zékladé poméri absorbanci Ajgo/Azgo. A Na
zékladé namé&fené hodnoty byly viechny vzorky nafedény na findlni koncentraci 10 ng.pl™.
Rovnéz byla ovéfena vysokomolekularita vyizolované genomické DNA pomoci agarozové

elektroforézy.
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4.3 Polymerdzovd ietézova reakce (PCR)

4.3.1 Multiplex PCR

Pro multiplex PCR byly vybrany STR markery ze ¢lanku Asch (2009) a jejich amplifikace
téz provedena dle tohoto zdroje. Reakéni smés obsahovala 1x Master Mix (je soucasti také
QlAgen Multiplex PCR Plus Kit), 20 ng DNA a 18 primerd o koncentraci 0,2 uM od
kazdého primeru. Prubéh reakce zacal predenaturaci 95 °C 15 min. Pokracoval 30 cykly
nejprve denaturaci 94 °C 30 s, anelaci 60 °C 90 s a elongace 72 °C 60 s. PCR byla zakon¢ena
finalni elongaci pii 60 °C po dobu 4800 s.

4.3.2 Optimalizace primerii
STR markery byly nejprve optimalizovany v tzv. singleplexu a byla hodnocena jejich
schopnost specifické amplifikace. U vybranych primerd byla porovnavana intenzita a kvalita

fluorescenéniho signalu na kapilarni elektroforéze, jak pro singleplex tak i multiplex.

4.4 Elektroforéza

4.4.1 Agarozova elektroforéza

Tento typ elektroforézy byl vyuzit pro ovéteni vysokomolekularni genomické DNA jako
zakladni diagnostika vysledku amplifikace a ¢isténi amplikont pro sekvenaci.

Separace probihala v agarozovém gelu umisténém v horizontdlni separacni cele Sub Cell
(Bio-Rad) s 1x TBE pufrem pii napéti 4 V.cm™. Vzorky byly barveny ethidium bromidem a
vizualizovany pomoci UV transiluminatoru. Vysledek byl zaznamenin pomoci digitalni
kamery, ktera je soucasti fotodokumentacniho zatizeni GelDocXR (Bio-Rad) a zpracovan v
programu Quantity One ver. 4.6.2 (Bio-Rad).

K orientatnimu stanoveni velikosti amplifikovanych fragmenti DNA byl pouzit
hmotnostni standard GeneRuler 100 bp nebo GeneRuler 100 bp plus (Thermo Fisher
Scientific).

Pro rizné druhy analyz byly vyuzity agarozové gely o odlisné koncentraci, kdy 1% gel
byl vyuzit pro ovéfeni vysokomolekularity DNA. Pomoci 2% gelu byly testovany STR
markery a ¢iStény amplikony urcené pro sekvenaci. V 3% gelu byly separovany velikostné

odlisné fragmenty > 70bp u heterozygotnich jedincu.
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4.4.2 Polyakrylamidova elektroforéza

Separace amplikonti probihala ve vertikalni elektroforetické cele Sequi-Gen (Bio-Rad)
v 0,5x TBE pfi teploté 48 °C a vykonu 70 W nebo v cele Sequi-Gen (Bio-Rad) pii teploté 45
°C a vykonu 15 W po dobu 5 az 8 hodin v zavislosti na velikosti amplikonu.

Polyakrylamidova (AA) gelova elektroforéza ma né€kolik fazi, nez je mozné vzorky pouzit
k dal$im analyzam. Prvni faze spociva v pripravé sekvenacnich cel, u kterych bylo ,kratké*
sklo nejprve ociSténo absolutnim etanolem a nésledné oSetfen silanizaénim roztokem
obsahujicim 1 ml 96 % etanolu, 5 pl 99,5 % ledové kys. octové a 3 ul silanu (3-
methakryloxypropyltrimethanoxysilan). Druhé ,.dlouhé” sklo bylo oSetreno piipravkem
Sigma-Cote™ (Sigma).

Béhem druhé faze byl ptipraven 6% polyakrylamidovy gel, ktery ve 100 ml obsahoval 15
ml 40% akrylamidového gelu (19:1), 10 ml 10x TBE, 42 g mocoviny, 833 ul 10% siranu
amonného (APS) a 50 pl TEMEDu (tetramethylethylendiamin). Vzorky byly nejprve
smichany s denatura¢nim barvivem v pomeéru 1:1, které obsahovalo 99,5% formamid (99 %
v/v), 10 mM NaOH, 0,05 % (m/v) bromfenolové modii a 0,05 % (m/v) xylencyalové modii.
Takto ptipravené vzorky byly denaturovany pii teplot¢ 95 °C po dobu 5 min, a poté
ponechany 30 minut na ledu a nasledné separovany v pfipravenych celach.

V treti fazi probehlo barveni gelu pomoci stiibra. Vzorky byly nejprve fixovany po dobu 5
minut fixaénim roztokem slozenym z 100 ml 96 % ( 10 v/v) etanolu a 5 ml 99,5% ledové kys.
octové (0,5% v/v) doplnéném na 1 1. Poté byl gel barven 7 minut v barvicim roztoku
obsahujicim 0,15 % AgNO s 1,5 ml 37,5 % formaldehydu ptidaného chvili pfed samotnym
barvenim. Nasledné byl gel oplachnut na 30 sekund destilovanou vodou. Gel byl poté vyvijen
pomoci vyvijejiciho roztoku, ktery obsahoval 1,5 % (w/v) NaOH s pfidanymi 3 ml 37,5 %
formaldehydu. Nakonec gel prosel neutralizaci hydroxidu ve fixacniho roztoku po dobu 2

minut.

4.4.3 Kapilarni elektroforéza

Pted samotnou separaci kapilarni elektroforézou bylo nezbytné vzorky vhodné pfipravit.
Vzorky byly nejprve nafedény v poméru 1:9 deionizovanou vodou a 1 pl fedéného PCR
produktu byl smichén s 12 pl Hi-Di formamidu (Life Technologies) a 0,2 pl hmotnostniho
standardu. Jako hmotnosti standard byl pouzit GeneScan 600 LIZ v.2.0 (Life Technologies).
Za ucelem ziskani jednovlaknovych molekul DNA byly takto pfipravené vzorky zahiaty v
termocykleru na teplotu 95 °C po dobu 5 minut.
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Separace fragmentl DNA byla provedena pomoci zatizeni ABI PRISM 310 (Life
Technologies) (obr. 14) v 47 cm dlouhé kapilafe vyplnéné POP4 polymerem. Separacni
podminky byly nésledujici: doba nasttiku byla 5 s pifi napéti 10 kV, napéti pti separaci bylo 15
kV a teplota béhem separace byla 60 °C. Vlastni separace probihala 28 minut. Vysledky byly
zaznamenany pomoci Data Collection Software v3.1.0 (Life Technologies) a velikost alel

popf. dalsi parametry byly vyhodnoceny v programu GeneMapper v4.1 (Life Technologies).

Obr. 14 Kapildrni elektroforéza.
Pristroj ABI PRISM 310 (Life Technologies).

4.5 Sekvenovani

Pro sekvenaci byly vybrany genotypy, které reprezentovaly vSechny alely detekované na
zéklad¢ fragmentacnich analyz. K sekvenovani byla vyuzita dideoxyterminacni metoda dle
Sanger (1977). Sekvenace vSech fragmentl byla provedena formou sluzby spole¢nosti GATC-
Biotech genetickym analyzatorem ABI 3730x1 (Life Technologies). Ptiprava vzorka byla
provedena dle instrukci spolecnosti uvedenych na webovych strankach. K sekvenaci byla
zasldna reakéni smés o celkovém objemu 10 pl obsahujici pfipravené amplikony DNA v

koncentraci 20-80 ng.ul™ a 5 uM primer.
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45.1 Priprava a purifikace pred sekvenaci

Vzorky byly amplifikovany samostatné v singleplexech a pro ucel sekvenace byly
navrzeny a optimalizovany nové primery. Ziskané amplikony byly déle pfecistény a
ptipraveny dle pozadavku spole¢nosti spole¢nosti Gatc-Biotech.

Amplikony alel homozygoti byly separovany v 2% gelu a nésledné vytiznuty
skalpelem. Ci§téni z gelu bylo provedeno pomoci Genelet Gel Extraction Kit (Thermo
Scientif) dle manuéalu vyrobce. V 3% agarozovém gelu byly separovany fragmenty
heterozygotnich genotypt s rozdilem alel nad 70 bp. Tyto fragmenty byly také néasledné
¢istény z gelu GenelJet Gel Extraction Kit (Thermo Scientif).

Alely s rozmezim mensim nez 70 bp byly separovany v 6% AA gelu a vyfiznuty
skalpelem. Takto byly ponechany 36 hodin pfti teplot¢ 37°C v 100 ul difazniho pufru
obsahujicim 0,5 M octanu amoného; 10 mM octanu hotfe¢natého; 1 mM EDTA a 0,1%
(w/v) SDS, pH 8,0. Poté byly k odstranéni zbytkli AA gelu vyuzity kolonky na hrubé
necistoty z GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma). Ziskany produkt byl
nasledné precistén Genelet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific). Takto ptecisténé
amplikony byly déle reamplifikovany a nasledné separovany v 2% agarozovém gelu.
Tyto fragmenty byly vyfiznuty a znovu ¢istény Genelet Gel Extraction Kit (Thermo

Scientific).
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4.6 Statistickd analyza

Ziskavani dat z kapilarni elektroforézy bylo provedeno pomoci Data Collection Software
v.3.1.0 (Life Technologies). Zpracovani dat z fragmentac¢ni analyzy probé&hlo v programu
GeneMapper v.4.1 (Life Technologies), ktery umoznuje uréit velikosti jednotlivych
amplikont na zéklad¢ jejich mobility a pfevést je pomoci nastavenych parametrti na alely.
V piipadé sekvencnich dat byl proveden import do programu Variant Reporter v.1.1 (Life
Technologies) s naslednou analyzou zahrnujici hodnoceni kvality sekvenovanych produkti,
jejich alignment a identifikaci variant oproti referenéni sekvenci. Referencni sekvence
studovanych lokusti byly ziskdny z databaze GenBank, kterd je soucasti NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nebo Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). K

hledani nukletidového dotazu omezeného na psi genom byl pouzit program BLASTN
v.2.2.26+ (Camacho et al., 2008).

Zakladni populacni parametry v podobé poctu alel (k), hodnot heterozygotnosti
pozorované (Hp), heterozygotnosti ocekavané (Hg) a polymorfniho informaéniho indexu
(PIC) byly spocitany v programu Cervus v.3.0.3 (Kalikowski et al., 2007). Tento program byl
rovnéZ pouzit k ovéteni predpokladu H-W rovnovahy, odhadu vyskytu nulové alely a
vyhledani shodnych genotypi. Vypocet inbrednich koeficienti a péarové porovnani Fsr
pomoci AMOVy na zakladé 9999 permutaci bylo provedeno v programu GenAlEx v6.501
(Peakall a Smouse, 2006; 2012). Testovani rozdili mezi populacemi psich plemen a vlku
pomoci Kruskal-Wallisovy ANOVy spolu s rozklicovanim populacni struktury PCA (analyza
hlavnich komponent) a CLU (hierarchické shlukovéani) metodou bylo provedeno v programu
STATISTICA 64 v.13 (Dell Inc.). Jako input pro CLU analyzu slouzila D, vzdalenostni matice
dle Nei et al. (1983) vytvofena v programu Populations v.1.2.3.0 (vyvinuty O. Langellou,

volné dostupny na http://bioinformatics.org/~tryphon/populations/). Vybér nejvhodnéjsi

shlukovaci metody byl proveden porovnanim hodnot kofenetického korelacniho koeficientu
(CC) a parametri A(0,5) a (1) spocitanych v programu NCSS (Hintze, 2001).

K alternativnimu odhadu poctu genetickych skupin byl pouzit program STRUCTURE
v.2.3.3 (Pritchard et al., 2000) s volbou tzv. admixture modelu a korelovanymi frekvencemi
alel (Falush et al., 2003). Vypocet hodnoty posteriorni pravdépodobnosti Ln(P)D pro
piislusné K byl proveden na zékladé 10° MCMC (Markov Chain Monte Carlo) iteraci
nasledujicich po tzv. burn-in periodé o délce 10° MCMC iteraci. Pro kazdé odhadované K (1-
6) probéhlo 10 behl. Vybér nejpravdépodobnéjsi hodnoty K byl proveden s ohledem na
prumérnou hodnotu Ln(P)D a hodnotu parametru AK, ktery navrhl jako vhodnéjsi ad-hoc
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ukazatel populacni struktury Evanno et al. (2005). Souhrnné zpracovani vSech b&ht, vypocet
priméru Ln(P)D, hodnoty AK a uprava dat pro naslednou analyzu byla udélana s pomoci
webového programu Structure Harvester v0.6.94 (Earl a vonHoldt, 2011) dostupného na
http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/. JelikoZz probéhlo pro kazdé K 10 béhu a

vysledek kazdého béhu je trochu odlisny, bylo zapotiebi vytvofit konsensus Q matici
v programu CLUMPP v1.1.2 (Jacobsson a Rosenberg, 2007). K ur¢eni optimalniho parovani
matic byl pouzit ,,greedy” algoritmus analyzujici celkem 10° néhodng vybranych matic.
Tvorba vysledného sloupcového grafu byla provedena v programu DISTRUCT v.1.1
(Rosenberg, 2004).
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace genotypovaciho procesu

5.1.1 Sekvenacni primery

Pted zamyslenou sekvenaci vSech detekovanych alel byla provedena testovaci sekvenacni
série pro kazdy lokus s vyuzitim piivodnich primeri dle Asch et al. (2009), které se vyuzivaly
pro fragmenta¢ni analyzu. Vzhledem k nizké kvalité testovanych sekvenci v diisledku malé
vzdalenosti F a R primeri od mikrosatelitniho motivu, bylo nutné navrhnout primery nové,
které jsou uvedeny v tabulce 4. Dilezitymi parametry byly teplota tani (Tn), velikost

amplikonu a unikatnost vyskytu sekvence v genomu.

Tab. 4 Primery navrzené pro sekvenovani

STR marker Chromozom F primer (5'-3') R primer (5-3°)

FH3210 CFA02 TCTTGGGAGGAGAGCCAAAC CCCGAATAGTTGCAGGATGT
FH3241 CFAQ08 ATCCCCAACACCCTTGACTC TTGGGCAAAATCAAAACTCC
FH2004 CFA11 TATGGAGTGAAAGCCATGGAAC ACAGACTGAGAATGCTGGGTT
FH2658 CFA14 GCTCCTATATCTGGTTTCTTTCACC GAAGACGGTTTGGCAGTTTCT
FH4012 CFA15 GGATCTCTGGCCTTGGACTT CGGTATAGCCATTCCCTGAG
REN214L11 CFAl6 GCTATGTGATCCGGTGCAGT TGGGTCTAATGGTTTGGGATAG
FH2010 CFA24 CTCACGTGGTTCCCAAGAAG GAGCATGCATGTACACCAGAA
FH2361 CFA33 TGCTTGGAAGGTGAGACTGAA CTGAGAGTGGGTGCAAGGAG
C38 CFA38 TTGCCTCCATGATCTGTGAATA TCATGTGTCTGTTGGGCATT

5.1.2 Agarozova elektroforéza
Pro optimalizaci nov€ navrzenych primerit byly pouzité vzorky Ctyf (pozdé€ji jen tif)
genotypt, které bylo mozné ziskat opakované. Pfipravené vzorky byly nanaseny na gel

agarozové horizontélni elektroforézy (obr. 15).
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Obr. 15 Agarézova elektroforéza
Ukazka agardzového gelu pouZitého pro optimalizaci koncentrace primeru v PCR reakci. Jako standard byl
pouzit GeneRuler 100 bp (St.). Vzorky byly naneseny ve &tyfech genotypech (G1-G4) pii tiech riznych

koncentracich primert (P1-P4) v reakci.

5.1.3 Kapilarni elektroforéza

Kvalitni separace jednotlivych fragmentli pomoci kapilarni elektroforézy byla zajisténa
optimalizaci nastavitelnych parametrii jakym je doba nastfiku ¢i napéti pii nastiiku. Snahou
bylo zajistit detekovatelny signal nad hranici Sumu pro vSechny testované markery a zaroven,
aby nedochazelo ke vzniku tzv. off-scale signalu, ktery mize vést k potencidlnim chybam
béhem genotypovani. Typicky nonaplexovy profil je ukdzan na ptikladu n¢kolika genotypt na

obrazku 16 a obrazek 17 zachycuje pouzité binovani alel.
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Obr. 16 Zdznam alel a jejich intenzit signalu v multiplexu.

Primery jsou nasyntetizované s fluorescen¢ni znackou (NED — Cerna; PET — Cervena; VIC — zelena; FAM —

modré) a velikostné odlisitelné.

43



T P TR i = ,
000 " -
-

M il v 4
Sl

]
[ — T — e

[T ams]  fam)

[Pz

R p02_ASCRIDIAE L2 P IS AR V1 IZ_Rmir, | GEE )

Obr. 17 Ukdzka binovaciho systému

5.2 Sekvenovani

Hlavnim cilem sekvenovani bylo ziskdni informace o dané mikrosatelitni repetici, ktera
nasledné¢ umozni oznaceni dané alely dle standardizované nomenklatury. K analyze byl
vybran vzorek genotypu reprezentujicich vSechny alely detekované na zakladé fragmentacni
analyzy. Vysledky automatického zarovnani sekvenci (alignment) uspéSné osekvenovanych
PCR produktt jsou uvedeny v kapitole 8. Pfiloha 10.1 (obr. 22 - 27). VSechny sekvence byly
dale zkontrolovany a pfipadné byla provedena manualni korekce. Nalezené standardizované
motivy a oznaceni alel *) bylo doplnéno k danym lokusiim spolu s jejich frekvencemi u
testovanych psich plemen a vlku (tab. 6 — tab. 14). V dobé vypracovani diplomové prace se
nicméné nepodafilo osekvenovat vSechny alely. U téchto alel bylo provedeno odvozeni
standardizovaného znaCeni s vyuZitim informaci =z fragmentacni analyzy a uspésSné
osekvenovanych alel. Z tohoto diivodu jsou piislu§né alely uvedeny v zavorce, jelikoz znaceni

Ize v této chvili povazovat pouze za orientacni.

5.2.1.1 Lokus FH3210

Pro lokus FH3210 bylo celkem nalezeno 24 alel. U vSech vzorkli dohromady méla
nejvetsi Cetnost alela 26.1 o velikosti 272 bp, ktera se vSak vyskytovala pouze u psi vSech
hodnocenych plemen. Nejméné zastoupenou alelou byla 18.3 a 21.1 o velikostech 242 bp a
252 bp. Tyto alely se vyskytly pouze u vlkid (tab. 5). Dal$imi unikatnimi alelami
Vv definovaném souboru vzorkl byly alely 27.1 u némeckého ovcaka a alely 15, 16.2 a 36.1 u

Saarloosova vi¢éka. U vlkl bylo nalezeno nejvice (7) jedine¢nych alel (14.2, 15.2, 18.3, 19,
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20, 21.1 a 22.1). Podtrzené M nebo S v sekvenci motivu oznacuje misto, kde doslo
k nejednoznaénému vyhodnoceni baze. Pismeno M oznacuje moznost vyskytu adeninu nebo

cytosinu, zatimco S guaninu ¢i cytosinu.

Tab. 5 Lokus FH3210

Frekvence

Alela [bp] Alela*) Motiv STR

Celkem NO csv sV \'
225 14.2 (AAGA)AA(AAGA);,CAGA 0.0089 - - - 0,0577
227 (15) = 0.0089 = = 0,0512 =
229 15.2 (AAGA)AA(AAGA),, 0.0296 - - - 0,1923
233 16.2 (AAGA)AA(AAGA) ;s 0.0355 = - 0,2247 =
239 18 (AAGA)1,GAGA(AAGA); 0.0651 - 0,0706 0,1829 -
242 (18.3) = 0.0030 = = = 0,0192
243 19 (AAGA);sGAGA(AAGA); 0.0325 - - - 0,2115
247 (20) - 0.0030 - - - 0,0192
251 21 (AAGA);;GAGA(AAGA); 0.0207 0,0357 - - 0,0962
252 (21.1) - 0.0030 - - - 0,0192
255 22 (AAGA);sGAGA(AAGA),MAGA 0.1568 - 0,2647 0,0168 0,1346
256 22.1 (AAGA)AA(AAGA),,AGA 0.0059 - - - 0,0385
259 (23) - 0.0207 - 0,0059 - 0,1154
272 26.1 (AAGA)AA(AAGA) 10ASA(AAGA) 14 0.1864 0,0893 0,3235 0,0500 =
276 (27.1) - 0.0148 0,0893 - - -
280 (28.1) = 0.0296 0,1071 = 0,0667 o
284 (29.1) - 0.0680 0,1071 0,0529 0,0833 0,0577
288 (30.1) - 0.0118 0,0536 0,0059 - -
292 31.1 (AAGA)AA(AAGA),AGA(AAGA) 5 0.0769 0,1786 0,0941 - -
296 (32.1) - 0.0266 0,0893 0,0235 - -
300 (33.1) - 0.0680 0,1786 0,0647 - 0,0385
302 (34.1) - 0.0710 0,0357 0,0882 0,1167 -
308 (35.1) (AAGA)AA(AAGA),AGA(AAGA);;MAGA 0.0089 0,0357 0,0059 - -
312 (36.1) - 0.0444 - 5 0,2464 -

Vysvétlivky: CSV — Ceskoslovensky vi¢ak; SV — Saarloostv vi¢ak, NO — némecky ov¢ak; V — vik.
M -A+C; S - G+C.
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5.2.1.2 Lokus FH3241

V tomto lokusu bylo detekovano celkem 7 alel (tab. 6). Nejvice zastoupenou alelou byla
alela 12 o velikosti 263 bp a vyskytovala se u vSech skupin. U ¢eskoslovenskych vI¢aka byla
tato alela zastoupena u vice nez poloviny jedincii. Nejméné byly zastoupeny alely 13 (267 bp)
a 14 (279 bp), jez se vyskytovaly pouze u vlki (tab. 6). DalSimi jedine¢nymi alelami byla 11,
ktera byla identifikovana pouze u némeckého ovcéka, a alela 8 u Saarloosova vicaka.

Tab. 6 Lokus FH3241

Frekvence

Alela [bp] Alela*) Motiv STR

Celkem NO Ccsv Y \"
107 11 (GAAA),, 0,0473 - - 0,0333 0,2692
111 12 (GAAA);, 0,1657 0,0179 0,1176 0,3833 0,2308
115 13 (GAAA)3 0,1627 0,0536 0,2353 - 0,2308
119 14 (GAAA)1, 0,4053 0,5179 0,4706 0,3667 0,1154
123 15 (GAAA);5 0,0680 0,1964 0,0294 0,1167 -
127 16 (GAAA)6 0,0858 0,1964 0,0706 0,1000 -
131 (17) - 0,0030 0,0179 - - -
137 (18.2) - 0,0621 - 0,0764 - 0,1538

Vysvétlivky: CSV — ¢eskoslovensky vi¢ak; SV — Saarloostv vi¢ak, NO — némecky ov¢ak; V — vik.
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5.2.1.3 Lokus FH2004
Pro lokus FH2004 bylo nalezeno 11 alel (tab. 7), pficemz alela 12 (167 bp) byla nejcasté;ji

zastoupena. Nejméné se vyskytovaly alely 26 (223 bp) a 33 (251 bp), které byly unikétni

spolu s alelou 20.2 a 22.2 pro vlky. U némeckého ovcaka byla detekovana unikatni alela 15.

Tab. 7 Lokus FH2004

Frekvence

Alela [bp] Alela* Motiv STR

Celkem NO csv sV \"
163 11 (AAAG)1; 0,1065 0,0059 0,5833
167 12 (AAAG)1, 0,4112 0,6071 0,5118 0,2167 0,0962
171 13 (AAAG)q3 0,0858 0,1071 0,0353 0,2000 0,0962
175 14 (AAAG)14 0,0947 0,2143 0,0765 0,1346
179 (15) 0,0118 0,0714
201 20.2 (AAAG)10AG(AAAG);o 0,0059 0,0385
208 22.2 (AAAG)1;AG(AAAG);, 0,0148 0,0962
223 (26) 0,0030 0,0192
227 27 (AAAG);10AA(AAAG),AA(AAAG)GAAG(AAAG),, 0,1864 0,2882 0,2692
231 (28) 0,0769 0,0824 0,2308
251 (33) 0,0030 0,0192

Vysvétlivky: CSV — ¢eskoslovensky vi¢ak; SV — Saarloostv vi¢ak, NO — némecky ov¢ak; V — vik.

5.2.1.4 Lokus FH2658

Pro lokus FH2658 bylo identifikovano 8 alel. Nej¢astéji byla zastoupena alela 14 o 119

bp, nejméné pak alela 17 o 131 bp, jez se vyskytovala pouze u némeckého ovcaka (tab. 8).

Tab. 8 Lokus FH2658

Frekvence

Alela [bp] Alela* Motiv STR

Celkem NO csv Y \"
107 11 (GAAA) 1, 0,0473 - 0,0333 0,2692
111 12 (GAAA);, 0,1657 0,0179 0,1176 0,3833 0,2308
115 13 (GAAA);3 0,1627 0,0536 0,2353 - 0,2308
119 14 (GAAA), 0,4053 0,5179 0,4706 0,3667 0,1154
123 15 (GAAA)5 0,0680 0,1964 0,0294 0,1167
127 16 (GAAA)¢ 0,0858 0,1964 0,0706 0,1000
131 (17) - 0,0030 0,0179 - -
137 (18.2) - 0,0621 0,0764 - 0,1538

vysvétlivky: CSV — Ceskoslovensky vI¢ak; SV — Saarloostv vi¢ak, NO — némecky ovcak; V — vik.
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5.2.1.5 Lokus FH4012
Pro lokus FH4012 bylo identifikovano 10 alel. Nejcastéji se vyskytovala alela 15 (118 bp)
a nejmén¢ alela 21 (142 bp), tato alela se vyskytovala pouze u NO. Dalsi jedinecné alely se

vyskytovaly u vlki (alely 11 a 12), jak uvadi tabulka 9.

Tab. 9 Lokus FH4012

Frekvence

Alela [bp] Alela*) Motiv STR

Celkem NO csv sV Vv
102 11 (TTTC)1o(TTTT) 0,0325 - - - 0,2115
106 (12) - 0,0148 - - - 0,0962
110 (13) - 0,0680 - - 0,3333 0,0577
114 (14) - 0,0292 - - 0,0167 0,1731
118 15 (TTTC)14(TTTT) 0,3550 0,0357 0,6000 0,0500 0,2500
126 (17) - 0,0207 0,0179 - 0,0333 0,0769
130 18 (TTTC)1s 0,0680 0,1786 0,0353 - 0,1346
134 19 (TTTC)4q 0,3107 0,4286 0,3059 0,4833 -
138 20 (TTTC)yo 0,0917 0,2857 0,0588 0,0833 -
142 (21) - 0,0089 0,0536 - - -

Vysvétlivky: CSV — Ceskoslovensky vi¢ak; SV — Saarloostv vi¢ak, NO — némecky ovcak; V — vik.

5.2.1.6 Lokus REN214L11
V tomto lokusu byly nalezeny pouze 3 alely, z nichz nej€astéji zastoupenou byla alela 6 o

148 bp (tab. 10). Jedna se tak o nejméné polymorfni lokus ze vSech testovanych.

Tab. 10 Lokus REN214L11

Frekvence
Alela [bp] Alela*) Motiv STR
Celkem NO csv sV Vv
148 6 (GAAT)s 0,5828 0,8571 0,5059 0,8000 0,2885
152 7 (GAAT), 0,3462 0,1071 0,4471 0,1500 0,5000
156 8 (GAAT)g 0,0710 0,0357 0,0471 0,0500 0,2115

Vysvétlivky: CSV — ¢eskoslovensky vicak; SV — Saarloosiv viédk, NO — némecky ovéak; V — vik.
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5.2.1.7 Lokus FH2010
Pro lokus FH2010 bylo nalezeno 5 alel. Nejcastéji se vyskytujici alelou byla 10 (153 bp) a
nejméné pak 8 (145 bp) (tab. 11).

Tab. 11 Lokus FH2010

Frekvence
Alela [bp] Alela*) Motiv STR Celkem NO csv sV "
145 8 (TTCA)g 0,0030 - - 0,2167 0,0192
149 9 (TTCA)q 0,2426 0,4464 0,2235 = 0,1154
153 10 (TTCA)10 0,4083 0,1964 0,2412 0,7167 0,8269
157 (112) - 0,0888 0,0179 0,1471 0,0500 0,0192
161 12 (TTCA)12 0,2574 0,3393 0,3882 0,0167 0,0192

Vysvétlivky: CSV — ¢eskoslovensky vi¢ak; SV — Saarloostv vi¢ak, NO — némecky ov¢ak; V — vik.
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5.2.1.8 Lokus FH2361

Pro lokus FH2361 bylo nalezeno 22 alel. NejCastéji byla zastoupena alela 16 (248 bp).
Nejméné pak alely 16.2 (250 bp) a 26 (288 bp), které se vyskytovaly pouze U némeckych
ovcaki. Pro ¢eskoslovenské vi¢aky byly jedinecné alely 14 a 18, pro Saarloosova vi¢aka byla

unikatni alela 17.1 a pro vlky alely 13.3, 14.3, 15.3, 19 a 19.1 (tab. 12).

Tab. 12 Lokus FH2361

Frekvence

Alela [bp] Alela*) Motiv STR

Celkem NO csv Y \"
239 (13.3) - 0,0059 - - - 0,0385
240 (14) - 0,1627 - 0,3235 -
243 (14.3) - 0,0089 - - - 0,0577
244 15 (TTTC)45 0,0769 0,2143 0,0176 = 0,2115
247 (15.3) - 0,0237 - - - 0,1538
248 16 (TTTC)45(TTTG) 0,2012 0,4107 0,1765 0,0500 0,2308
250 (16.2) - 0,0030 0,0179 - -
252 17 (TTTC)yy 0,0710 0,1071 0,1000 = 0,0192
253 17.1 (TTTC)1sT(TTTC)TTTG 0,0059 - - 0,0333
256 (18) - 0,0089 - 0,0176 -
260 (19) - 0,0089 - - - 0,0577
261 19.1 (TTTC); T(TTTC)TTTG 0,0325 - - - 0,2115
288 (26) - 0,0030 0,0179 - -
304 (30) - 0,0296 - 0,0294 0,0833
308 (31) - 0,0089 - 0,0118 0,0167
312 (32) - 0,0503 0,0179 0,0882 0,0167
316 33 (TTTC)3,(TTTG) 0,0237 0,0893 0,0118 0,0167
320 34 (TTTC)35(TTTG) 0,0799 - 0,0824 0,2000 0,0192
324 (35) - 0,0976 0,0893 0,1000 0,1833
328 (36) - 0,0503 - 0,0294 0,2000
332 (37) - 0,0325 0,0179 - 0,1667
336 38 (TTTC)37 (TTTG) 0,0148 0,0179 0,0118 0,0333

Vysvétlivky: CSV — Ceskoslovensky vi¢ak; SV — Saarloostv vi¢ak, NO — némecky ovcak; V — vik.
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5.2.1.9 Lokus C38

Pro lokus C38 bylo nalezeno 18 alel, z nichz nejcastéji byla zastoupena alela 13.2 (140
bp). Nejméné se vyskytovaly alely 14 (142 bp), 14.1 (143 bp) a 30.3 (211 bp), které byly

nalezeny pouze u vlkl. Pro vlky byly jedine¢né i alely 10, 11, 16 a 17.3. Dalsi unikétni alely

byly nalezeny u némeckych ov¢akt (15.2, 17.2 a 21.2) (tab. 13).

Tab. 13 Lokus C38

Frekvence

Alela [bp] Alela*) Motiv STR

Celkem NO csv sV \"
126 10 (TTCT)q0 0,0237 - 0,1538
130 (11) (TTCT)1, 0,0237 - - 0,1538
134 12 0,0651 0,0235 0,3000
138 13 (TTCT)43 1036 0,0059 0,5667
140 13.2 (TTCT)y, TT(TTCT) 0,2426 0,2857 0,1333 0,0385
142 (14) 0,0030 - 0,0192
143 (14.1) 0,0030 - 0,0192
144 (14.2) (TTCT)y3 TT(TTCT) 0,2130 0,3000 - 0,4038
148 15.2 (TTCT)14 TT(TTCT) 0,0296 0,1786 -
150 (16) 0,0089 - 0,0577
152 16.2 (TTCT)45 TT(TTCT) 0,0473 0,0714 0,0588 - 0,0385
156 (17.2) 0,0148 0,0893 - -
157 17.3 (TTCT)45TCT(TTCT), 0,0089 - 0,0577
160 (18.2) 0,0148 0,0714 - - 0,0192
164 19.2 (TTCT) g TT(TTCT) 0,1065 0,1786 0,1529 -
168 20.2 (TTCT)yo TT(TTCT) 0,0799 0,0714 0,1294 - 0,0192
172 (21.2) 0,0089 0,0536 -
211 (30.3) 0,0030 - - 0,0192

Vysvétlivky: CSV — Ceskoslovensky vI¢ak; SV — Saarloostv vI¢ak, NO — némecky ovcak; V — vik.
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5.3 Charakterizace psich plemen a vlkii populaénimi deskriptory

5.3.1 Intrapopulacni variabilita

K zakladnimu popisu genetické diversity jednotlivych psich plemen a vlkid byly pouzity
klasické populacni deskriptory v podobé heterozygotnosti pozorované (Hp), heterozygotnosti
o¢ekavané (Hg) a polymorniho informaé¢niho indexu (PIC). Zaroven bylo provedeno ovéfeni
tzv. Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HW) pro kazdy lokus u jednotlivych plemen a vlki, coz
je jeden ze zékladnich ptedpokladii bayesovskych shlukovacich modeli. K doplnéni
informace o testovanych lokusech byl rovnéz udélan odhad vyskytu nulové alely (Fnull) u
sledovanych psich plemen a vikd.

Celkem bylo identifikovano 108 alel, pficemZ jejich pocet se pohyboval v rozmezi 3 az 24
na lokus. Nejvice alel bylo nalezeno pro lokus FH3210, nejméné pak pro lokus REN214L11,
coz bylo v souladu s vysledky genetické diversity v podobé pozorované heterozygotnosti a
polymorfniho informa¢niho indexu, protoze nejvysSich hodnot bylo dosazeno pro lokus
FH3210, zatimco nejnizSich u REN214L11. Pramémé hodnoty k (12), Ho (0,6732) a PIC
(0,7335) ukazuji na celkové vysokou variabilitu ve sledovaném souboru genotypt. Detailni
informace ohledné téchto deskriptori pro vSechny vzorky dohromady a pro jednotliva

plemena spolu s vlky uvadi tabulky 14-18.

Lokus k N Ho PIC

FH3210 24 169 0,870 0,901
FH3241 7 169 0,574 0,677
FH2004 11 169 0,556 0,736
FH2658 8 169 0,716 0,736
FH4012 10 169 0,686 0,723
REN214L11 3 169 0,444 0,449
FH2010 5 169 0,604 0.646
FH2361 22 169 0,840 0,888
C38 18 169 0,769 0,844

Tab. 14 Souhrnévysledky pro vybrané populacni parametry

Vysvétlivky: k - pocet alel, N - pocet jedincl, Ho - heterozygotnost pozorovana, PIC - polymorfni informacni

index
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U ceskoslovenskych vicaki bylo nalezeno celkem 58 alel. Nejvyssi polymorfismus
vykazal lokus FH2361 s 13 detekovanymi alelami a nejmén¢ lokus REN214L11 s pouhymi
ttemi alelami. U tohoto plemene byly nalezeny pouze 2 unikatni alely, coz je celkové
nejmensi pocet ze viech sledovanych skupin. Jak 1ze ndzorné demonstrovat na piikladu CSV,
geneticka diverzita nezavisi pouze na poctu alel, ale 1 jejich frekvenci, jelikoz nejvyssiho Ho
bylo dosazeno pro lokus FH3210 (11 alel) a nikoliv pro lokus FH2361 (13 alel). Srovnani
rovnéz nabizi lokusy FH2004 a FH2658, které maji shodné po Sesti alelach, ale vyrazné se 1isi

hodnotou Ho (0,588 vs 0,718). S timto poznatkem koresponduji i hodnoty PIC (tab. 15).

Tab. 15 Wbrané vysledky pro ceskoslovenské vicaky

Lokus k Hy He PIC HW F(null)
FH3210 11 0,847 0,801 0,770 NS -0,0314
FH3241 4 0,612 0,600 0,555 NS -0,0194
FH2004 6 0,588 0,645 0,588 NS +0,0458
FH2658 6 0,718 0,702 0,659 NS -0,0112
FH4012 4 0,588 0,545 0,470 NS -0,0131
REN241L11 3 0,459 0,545 0,438 NS +0,0868
FH2010 4 0,765 0,724 0,670 NS -0,0328
FH2361 13 0,812 0,832 0,809 NS +0,0123
C38 7 0,824 0,762 0,719 NS -0,0453
Pramér 6,4 0,690 0,684 0,631

Median 6,0 0,718 0,702 0,659

Vysvétlivky: K - pocet alel, Ho - heterozygotnost pozorovana, Hg - heterozygotnost o¢ekavana, PIC - polymorfni
informaéni index, HW - Hardy-Weinbergova rovnovaha, F (null) — frekvence nulové alely, NS — neni

signifikantni, ND — netestovano (maly pocet jedincti v dané kategorii)
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U némeckych ovcéaki bylo pro dané lokusy nalezeno 55 alel, z toho 9 bylo privatnich
pouze pro NO, coz je nejvyssi pocet u srovnavanych psich plemen. Nejvice alel (11) se

vyskytovalo v lokusu FH3210, nejméné (3) pak v lokusech REN214L11 a FH3241 (tab. 16).

Tab. 16 Wbrané vysledky pro némecké ovcaky

Lokus k Ho He PIC HW F(null)
FH3210 11 0,929 0,899 0,871 ND -0,0277
FH3241 3 0,321 0,428 0,373 NS +0,1215
FH2004 4 0,500 0,579 0,521 NS +0,0830
FH2658 6 0,679 0,663 0,604 NS -0,0406
FH4012 6 0,714 0,711 0,649 NS +0,0005
REN241L11 3 0,286 0,256 0,234 ND -0,0707
FH2010 4 0,536 0,658 0,576 NS +0,0997
FH2361 10 0,929 0,770 0,728 NS -0,1254
Cc38 8 0,857 0,844 0,808 NS -0,0227
Prumér 6,1 0,639 0,645 0,596

Median 6,0 0,679 0,663 0,604

Vysvétlivky: K - pocet alel, Ho - heterozygotnost pozorovana, Hg - heterozygotnost o¢ekavana, PIC - polymorfni
informa¢ni index, HW - Hardy-Weinbergova rovnovédha, F (null) — frekvence nulové alely, NS — neni

signifikantni
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U Saarloosova vl¢aka bylo identifikovano celkem 47 alel, pficemz 5 jich bylo unikatnich
pouze pro toto plemeno. Nejvice alel (11) pak bylo nalezeno pro lokus FH2361. Nejméné pak
pro FH3241, FH2004, REN214L11 a C38 (3). Nizsi pocty alel tak odpovidaji i nejnizSimu
pramérnému poctu alel na lokus (5,2) v ramci testovanych skupin. Zajimavym poznatkem je,

ze u vétsiny lokust byla heterozygotnost pozorovana vyssi nez o¢ekavana (tab. 17).

Tab. 17 Wbrané vysledky pro Saarloosovy vicaky

Lokus k Ho He PIC HW F(null)
FH3210 9 0,933 0,854 0,820 NS -0,0529
FH3241 3 0,667 0,627 0,542 NS -0,0535
FH2004 3 0,567 0,582 0,510 NS +0,0181
FH2658 5 0,800 0,706 0,640 NS -0,0736
FH4012 6 0,900 0,655 0,585 NS -0,1832
REN241L11 3 0,400 0,341 0,303 NS -0,1044
FH2010 4 0,467 0,444 0,385 NS -0,0330
FH2361 11 1,000 0,860 0,828 NS -0,0862
Cc38 3 0,633 0,581 0,499 NS -0,0486
Pramér 5,2 0,707 0,628 0,568

Median 4,0 0,667 0,627 0,542

Vysvétlivky: Kk - pocet alel, Ho - heterozygotnost pozorovana, Hg - heterozygotnost ofekavana, PIC - polymorfni
informaéni index, HW - Hardy-Weinbergova rovnovaha, F (null) — frekvence nulové alely, NS — neni

signifikantni
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Nejvariabilngjsi skupin€, a to vI¢i, odpovida i nejvyssi pocet nalezenych alel (68) a
zaroven nejveétsi pocet unikatnich alel (28), coz je 3x vice ve srovnani S NO a stéméf 0
polovinu vice oproti vSem psim plemeniim dohromady. Z hlediska jednotlivych lokust bylo
nejvice identifikovanych alel v lokusech FH3210 a C38, opét typicky nejméné pro lokus
REN214L11 (tab. 18).

Tab. 18 Wbrané vysledky vysledkii pro vIky

Lokus k Hy He PIC HW F(null)
FH3210 12 0,808 0,884 0,853 NS +0,0336
FH3241 6 0,615 0,753 0,704 NS +0,0790
FH2004 9 0,500 0,842 0,805 *rk +0,2581
FH2658 5 0,654 0,799 0,749 NS +0,0863
FH4012 7 0,731 0,842 0,803 NS +0,0657
REN241L11 3 0,615 0,634 0,551 NS -0,0013
FH2010 5 0,308 0,308 0,282 ND +0,0156
FH2361 9 0,654 0,841 0,801 *x +0,1206
C38 12 0,654 0,793 0,757 NS +0,0946
Pramér 7,6 0,615 0,744 0,701

Median 7,0 0,654 0,799 0,757

Vysvétlivky: k - pocet alel, Ho - heterozygotnost pozorovana, Hg - heterozygotnost ofekavana, PIC - polymorfni
informa¢ni index, HW - Hardy-Weinbergova rovnovaha, F (null) — frekvence nulové alely, NS — neni

signifikantni, ND — netestovano (maly pocet jedincti v dané kategorii, ** p<0,01 , ***p<0,001.

Pomoci Kruskal-Wallisovy ANOVy bylo testovano, zda existuji pro dané skupiny
statisticky signifikantni rozdily v poctu alel, Hp a PIC. Na zakladé vysledk jednotlivych testh
(obr. 18a-c), doplnénych informacemi o rozlozeni hodnot datového souboru ve formé
krabicového grafu, byla pfijata nulova hypotéza, Ze mezi jednotlivymi skupinami neexistuji
statisticky vyznamné rozdily pro zadny ze sledovanych ukazateld (p = 0,3363-0,804) a
skupiny tudiz vykazuji obdobnou variabilitu.

Soucasti analyzy bylo i ovéfeni predpokladu H-W rovnovahy v populaci a stim i
souvisejici testovani mozného vyskytu nulové alely. Protoze toto hodnoceni postradad smysl
Vv piipadé vSech genotyptu dohromady, bylo testovani provedeno pouze u jednotlivych skupin
psich plemen a vlkli. Dusledkem tohoto Clenéni bylo razantni snizeni poctu jedinci ve
skuping, a proto u nékterych lokust dané skupiny nebylo mozné platnost H-W zakona ovéfit.
S vyjimkou dvou lokust (FH2004 a FH2361) u viI¢i skupiny nebyla nalezena statisticky
signifikantni odchylka od H-W rovnovahy (tab. 15 - 18). Pro lokus FH2361 byl detekovan

statisticky signifikantni rozdil na hladin€¢ vyznamnosti o = 0,01 a pro lokus FH2004 dokonce
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na hladin€ vyznamnosti o = 0,001. Pfi¢ina spocivala v populacni struktufe vlkt (viz. kapitola
5.3 Studium populaéni struktury vybranych psich plemen a vlki), protoze pokud byla vI¢i
skupina rozdé€lena na vlky dle lokalit, pak ani v jednom z téchto lokust nebyl nalezen
statisticky signifikantni rozdil pro H-W rovnovahu. Vyskyt nulové alely signalizuje vysoka
kladna hodnota F(null) ukazatele. Takovyto ptipad byl detekovan pouze u vI¢i populace pro
lokus FH2004, kde byla vypoctena hodnota 0,2581. Nasledna korekce respektujici populacni
strukturu vlka dle lokalit pfekvapivé vedla k pfesné opa¢nému vysledku, jelikoz pro viky
z mad’arské lokality byla spocitana hodnota F(null) jesté vyssi (0,3414). Vzhledem k malému
poctu vlkii z némecko-rakouské lokality nemohlo byt provedeno testovani na vyskyt nulové

alely.
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5.3.2 Interpopulacni variabilita

K hodnoceni riiznych zdroju variability uvnitt a mezi jednotlivymi psimi plemeny a vlky
byly pouzity F koeficienty neboli ukazatele inbreedingu (Fis, Fst a Fyy). Statisticka
vyznamnost parovych diferenci Fst u danych populaci byla hodnocena pomoci AMOVy na
zakladé permutaéni procedury. Nizka hodnota F)s (0,005) naznacila vysokou miru variability
pro jedince dané populace. Analyza ukazala, Ze ze statistického hlediska se hodnota Fs
signifikantn¢ nelisi od 0 (p = 0,345). Na zékladé¢ daného vysledku byla pfijata nulova
hypotéza, Ze podobnost jedincti v rdmci skupiny odpovida predpokladu nahodného kiizeni
V populaci. Naproti tomu mira genetické diferenciace mezi populacemi udavana pomoci Fst
koeficientu vysla statisticky vyznamna (Fst = 0,169, p = 0,000). Detailngjsi analyza parovych
hodnot Fst ukazala, ze tyto rozdily jsou vyznamné dokonce pro libovolné dvé srovnavané
populace (Fst = 0,134 — 0,204, p = 0,000). Ztabulky 19 je patrné, Ze nejvétsi mira
diferenciace je mezi skupinou SV viiéi viem ostatnim skupindm. U CSV byla ziskéna stejna
hodnota miry diferenciace (Fst = 0,134) jak proti NO, tak proti vlkiim. Celkova hodnota
inbridingu jedince vyjadfena jako Fyr, kterd zahrnuje celkovy vliv nendhodného kiizeni v
subpopulaci a miru genetické diferenciace mezi subpopulacemi, vysla jako statisticky

vyznamna (Fr = 0,174, p = 0,000).

Tab. 19 Vysledné hodnoty Fst na zdkladeé parového srovndni

Ccsv NO SV \Y
0,000 0,000 0,000 0,000 Csv
0,134 0,000 0,000 0,000 NO
0,204 0,189 0,000 0,000 SV
0,134 0,204 0,198 0,000 \'%

Vysvétlivky: hodnoty pod diagonalou ukazuji hodnotu Fsr pro pfislusnou dvojici populaci, hodnoty nad

diagonalou udavaji pravdépodobnost.
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5.4 Studium populaéni struktury vybranych psich plemen a vikii

K odhaleni popula¢ni struktury byly pouzity odlisné matematické metody fazené mezi
klasické vicerozmérné metody jako je analyza hlavnich komponent (PCA - Principle
Component Analysis) a hierarchicka shlukova analyza (dale jako CLU) v kombinaci
s modelovym pfistupem zalozenym na bayesovské statistice (STRUCTURE).

U PCA metody byly testovany dva modely zalozené na projekci do dvou popfi. tii
hlavnich komponent (PC1-3). Ve finale byla vybrdna projekce do tfi komponentnich os.
Pomoci tfi hlavnich komponent bylo dohromady vysvétleno 19,02 % veskeré variability
Vv datech. Obrazek 20 zobrazuje tzv. graf komponentniho skoére ukazujici polohu jednotlivych
genotypu. Pro zvyseni pfehlednosti jsou ukazany jak projekce do jednotlivych PC os (a-c), tak
celkova projekce pomoci 3D grafu (d). Jak je z obrazku patrné, doslo k vytvotreni 4 popft. 5
pomérné jednoznaéné diferencovanych skupin. Prvni hlavni komponenta oddélila vlky (VLK)
od vSech psich plemen, PC2 vymezila skupinu Saarlosovych vi¢aki (SV) od némeckych
ovéaka (NO) a &eskoslovenskych vigaka (CSV) a posledni hlavni komponenta (PC3)
umoznila odliseni NO a CSV. V ramci vl&iho souboru se navic pravdépodobné projevil ptvod
vl¢ich jedincd, jelikoz z projekce PC1-PC3 lze vypozorovat dvé skupiny. Jak ukézala dalsi
analyza, PCA jako jedind metoda navic dokézala klasifikovat vlky dle ptivodu na vlky
z Némecka ¢i Rakouska (spodni ¢ast grafu) a vlky z Mad’arska popt. Srbska (horni ¢ast
grafu). VI¢i vzorky tak tvofi nejvariabilnéj$i skupinu ze vSech. Nektefi jedinci, pro
zjednodusSeni popisu oznaceni jako vlci (vzorky VLK25,27-29), jsou ve skutecnosti kiizenci
F1 a F2 generace mezi némeckym ovc¢dkem a kanadskym vlkem, vys$li nejpodobné;jsi
Ceskoslovenskym vI¢dktim. Dal§i genotyp s oznaCenim KK694 nespada ani do jedné
z uvedenych skupin. Obdobné vysledky byly ziskany 1 pomoci dalSich metod (viz. niZe).

Dalsi pouzitou metodou byla shlukova analyza. Prvnim krokem byla volba nejvhodné;si
shlukovaci metody, kterd byla provedena na zakladé¢ hodnot kofenetického korela¢niho
koeficientu (CC) a parametru A (0,5) a A (1). Nejvyssi hodnoty CC (0,7685) bylo dosazeno
pro metodu nevazeného priméru skupiny dvojic (UPGMA) a zéaroveil nejnizsich hodnot A
(0,5) a (1), jak je patrné z tabulky 20. Obdobné jako u PCA metody byly genotypy rozdéleny
do ctyt skupin, které jsou barevné odliSeny na obrazku 21a. V piipadé CLU analyzy byli
rovnéz spravné identifikovani kiiZenci F1 a F2 generace piifazenim ke skupind CSV. Naopak
byly pravdépodobné nespravné zatazeny vzorky CSV584 a CSV609 mezi NO, coz byl jediny
rozdil oproti PCA a STRUCTURE analyze. Tato metoda opét vymezila KK694 na pomezi

skupin mezi skupinou SV na jedné strané a NO s CSV na strané druhé.
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Posledni metodou byl modelovy pfistup zalozeny na bayesovskych postupech
implementovany v programu STRUCTURE. Nejnizsi hodnoty posteriorni pravdépodobnosti
sice bylo dosazeno pro K = 5 (-4321 + 19,64), ale pro K = 4 (-4364+2,23) dochazelo
k mensimu kolisani hodnot a zaroven byl detekovan nejsilngjsi strukturni signal na zaklad¢
hodnoty AK (9,76 vs. 115,11). Odhady posteriorni pravdépodobnosti (a) a hodnoty AK (b) pro
jednotlivé pocty skupin jsou ukdzany na obrazku 19. Findlni vysledek pro jednotlivé genotypy
v podobé sloupcového grafu je ukdzan na obrazku 21b. Pro zvySeni piechlednosti a
deklarovani shodnych ¢i velmi podobnych vysledkl jsou prislusné skupiny oznaceny stejnym
zpusobem jako v piipadé CLU a PCA analyzy. Tento graf umoznuje schematicky zobrazit u
kazdého jedince procentualni podil genomu z jednotlivych populaci. Timto zpiisobem lze
identifikovat potomky vzniklé kiizenim jedincl zrGznych populaci, coz se potvrdilo
Vv piipad¢ jiz zminovanych F1 a F2 kiiZenct i genotypu KK694, vykazujiciho vysoky podil

genomu z NO populace.

Tab. 20 Hodnoty CC a delta pro vybrané CLU metody

Metoda cc Delta (0,5) Delta (1)
Nejblizsiho souseda (NN) 0,6812 0,7277 0,7749
Nevzdalenéjsiho souseda (FN) 0,6133 0,2956 0,3224
Vaieny pramér skupin dvojic (WPGMA) 0,7573 0,1209 0,1500
Nevazeny prumér skupin dvojic (UPGMA) 0,7685 0,1200 0,1481
Vazeny centroid skupin dvojic 0,4010 1,1890 1,2366
Nevazeny centroid skupin dvojic 0,4051 1,3351 1,3864
Wardova metoda 0,6422 0,8936 0,9150

Vysvétlivky: modie oznacena je vybrand metoda s nejvyssi hodnotou CC a nejnizsi deltou.
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6 Diskuze

6.1 Optimalizace SSR markeri

U vybraného mikrosatelitniho systému, ktery navrhla Asch et al. (2009) prob¢hla
testovaci faze pomérné rychle a bez problému jak pro single- tak multiplexovou PCR. Za
jeden z hlavnich divodu lze povazovat kvalitné vyizolovanou DNA a pouziti specialniho typu
reakéni smesi (tzv. kitu ¢i master mixu). Vyhodou takovychto master mixi je zajiSténi
spravné koncentrace jednotlivych komponent reakéni smési a tudiz snizeni ¢i eliminace chyb
béhem pipetovani. Dalsim kladem je typicky vysokd robustnost systému dana pouzivanim
specialnich aditiv (BSA, DMSO ¢i v ptipadé pouzitého Qiagen kitu blize nespecifikovany
»MP faktor a ,,Q-solution” aditivum) a ,,Hot-Start“ polymeraz. Tato robustnost umoziuje
ziskat PCR produkt pozadovaného lokusu u jinak problematickych vzork.

Z mé zkusSenosti vyplynulo, ze i takovéto systémy vSak maji své limity, jak ukézalo
testovani vzorktit DNA izolované z exkrementd. Piestoze k izolaci byl pouzit specialni kit, u
vétSiny vzorkd opakované selhdvala amplifikace u jednoho ¢i vice lokust, coz byl i divod,
pro¢ 30 mimofadné cennych vi¢ich vzorkli nebylo nakonec soucasti statistické analyzy dat.
Dutivodi mize byt nékolik, a proto otazkou zlstava ti¢innost, s jakou dokaze dany kit odstranit
velké mnozstvi inhibitort PCR reakce poptf. mnoZzstvi a stupenn degradace ziskané DNA.
Kvalita a mnozstvi izolované DNA je ovlivnéna celou faktord jakymi je naptiklad stafi
vzorku, teplota ¢i zptisob uskladnéni, které mohou hrat vyznamnou roli (Piggot, 2004; Roeder
et al., 2004).

K dal§imu zlepSeni kvality samotného mikrosatelitniho systému bylo by nutné ud¢lat,
pravdépodobné znaéné rozsahlé, testovani rozli¢nych koncentraci u jednotlivych primert, coz
by mélo vést k vétsi vyrovnanosti fluorescen¢niho signdlu a tedy eliminaci pfipadnych
problému s ,,off-scale” piky v nékterych lokusech. Takovato kvalita vyrovnanosti signéalu
byva zajisténa predev§im u forenzné-geneticky zamétenych analyz. Zde se vSak pouzivaji
drahé specializované kity ptimo od komerc¢nich vyrobcti (Thermo Fisher Scientific, Promega,
Qiagen), ktefi sloZeni svych reakénich smési uzkostlivé taji, jelikoz optimdlni sloZeni
takovéto smési bylo zjisténo a ovéfeno po tisici testovacich sériich.

Posledni moZnosti zlepSeni kvality amplifikace a zvySeni reprodukovatelnosti je presnéjsi
stanoveni mnozstvi DNA v reakci. Standardné pouzivand UV spektrometrie trpi celou fadou
neduhti, a proto by bylo vhodné&jsi pouziti qPCR se specifickou Tag-man sondou

(Kanthaswamy et al., 2015), coz ale vede k narastu ¢asovych a finan¢nich nakladu.

65



6.2 Sekvenovani SSR alel

Z vysledkl ovérovaci sekvenacni série, kdy byly sekvenovany 2 amplikony pro kazdy
lokus, vyslo najevo, Ze k sekvenovani neni mozné pouzit pivodni primery dle Asch et al.
(2009). Plavodni primery totiz nasedaji ptiliS blizko mikrosatelitni repetice a pii pouziti
dideoxyterminacni metody je kvalita sekvenace pocatecnich bazi, typicky kolem 50 bp, velmi
nizka. Situaci navic komplikoval fakt, ze fada alel byla pfitomna pouze u heterozygotl, a
proto K jejich separaci byla pouzita i akrylamidova elektroforéza, ktera dosahuje stejné
kvalitniho rozliSeni velikosti fragmentl jako kapildrni elektroforéza. Pfedevsim velkd ¢asova
narocnost tohoto pfistupu je hlavnim divodem, pro¢ se nepodatilo ziskat sekvence vsech
detekovanych alel. Jedna se vSak o standardni proceduru, kterou ostatné¢ pouzil i autorsky tym
tohoto mikrosatelitniho systému. K feSeni problému sekvenace alel se samoziejmé nabizely
minimalné dal$i dvé alternativy v podobé ligace PCR produktli do plazmidu s naslednou
transformaci vhodného bakteridlniho nosi¢e nebo aplikovani nekteré z NGS sekvenacnich
technologii.

Velkym kladem pfi vyuziti plazmidového vektoru je jistota, ze doslo k zabudovani jedné
molekuly DNA do plazmidu, coz ,,zarucuje” vysokou Cistotu produkti uréenych k sekvenaci.
Ostatné tvorba napif. DNA knihoven zaloZenych na bakteridlnich umélych chromozomech
(BAC — bacterial artificial chromosome) byla do relativné nedavné doby dominujicim
zpiisobem ziskdvani vhodnych fragmentli v pfipadé projektli zaméfenych na sekvenovani
velkych genomi (Lindblah-Toh et al., 2005). Tento pfistup nebyl v této diplomové praci
pouzit z nékolika diivodi. Prvnim, spiSe formalnim, divodem je, Ze v souc¢asné dob¢é Katedra
genetiky a Slechténi nedisponuje GMO laboratofi, a proto nelze pozadované ukony legalné
provadét. DalSim divodem je vysSi finan¢ni a piiblizné stejna Casova narocnost jako
Vv pfipad€ akrylamidové elektroforézy.

Posledni zuvazovanych alternativ bylo sekvenovani pomoci NGS (next generation
sequencing) technologii (Mardis, 2008; 2013; McGinn a Gut, 2013). Tyto technologie
nabizeji ,,velkokapacitni“ sekvenovani a bylo by tak mozné v jedné sekvenacni reakci
osekvenovat vSechny alely dohromady. Bohuzel tyto technologie maji z hlediska zaméteni
diplomové prace nckolik nevyhod. Prvni znich je dédna moznosti velkokapacitniho
sekvenovani, kterd se obvykle povazuje za vyhodu, ale vzhledem k poctu a délce
pozadovanych alel by tato kapacita zistala z velké ¢asti nevyuzita. Druhou nevyhodou je

nutnost pfipravy tzv. knihovny, ktera v ptipad¢ sekvenovani PCR amplikoni od mnoha
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jedinci znamena nakup specialnich primerovych konstrukti. Tyto tzv. fuzni primery
vyuzivané¢ napt. k 454 sekvenovani dosahuji znacné délky (50-60bp), jelikoz obsahuji
adaptorovou sekvenci, ,.klicovou sekvenci® (key), MID (Multiplex Identifier) sekvenci a
vlastni sekvenci primeru specifického pro dany lokus. Uz jen tato zélezitost neimeérné
prodrazuje cenu analyzy, coZ neni realizovatelné v ramci diplomové prace. Posledni nevyhodu

ptredstavuji vysoké naroky na bioinformatické zpracovani dat.

6.3 Hodnoceni genetické diverzity

Z vysledkll popula¢ni analyzy studovanych vzorkli vyplynula existence minimalné 4
geneticky vyrazné odlisnych skupin, které odpovidaji hodnocenym plementim psi a
kontrolnimu souboru vlkli (podrobnéjsi diskuse viz. 6.4. Popula¢ni struktura). Toto ¢lenéni
bylo zohlednéno i1 pro potifeby hodnoceni genetické diversity jak na drovni vnitro, tak i
mezipopulaéni. Z hlediska populacnich deskriptorii se nabizi pfimé srovnéni s vysledky Asch
et al. (2009). Souhrnné bylo nalezeno 108 riznych alel u 169 vzorka plemen a nékolika vika,
coz je z hlediska poctu alel (111) pfiblizné stejné jako v uvedené studii, kterd byla provedena
na jednom plemeni a 12-ti kiizencich riznych plemen. V piipadé genetické diversity byla
hodnota heterozygotnosti u Asch et al. (2009) o néco vyssi (0,732 vs. 0,673), coz bylo
pravdépodobné v disledku velkého poctu kiizenct v populaci.

Piejdeme-li k hodnoceni variability mezi skupinami, pak ani pro jeden ze zakladnich
deskriptorti tj. pocet alel, heterozygotnost pozorovanou a PIC nevysel statisticky vyznamny
rozdil mezi jakymikoliv plemeny ¢i vlky. Naopak celkova hodnota Fst = 0,169, ktera byla
statisticky signifikantni, odpovida stfedné silné genetické diferenciaci mezi jednotlivymi
skupinami (Hartl a Clark, 2007). Upftesnéni hodnot Fst pomoci parového porovnani ukazalo,
ze nejvice diferencovanou skupinou je Saarloosiiv vicak (Fst = 0,189-0,24 dle porovnavané
populace) a ze u ceskoslovenského vicaka existuje stejné¢ velka mira diferenciace vuci
némeckému ovéaku a vlkim (Fst = 0,134), coz je v souladu s piedstavou 0 vzniku tohoto
plemene. Piekvapivym vysledkem byla velmi nizkad hodnota celkového inbredniho
koeficientu jedince v subpopulaci (Fis = 0,005, p = 0,345), ktera z populac¢niho hlediska
odpovida designu pokusu, podle kterého byli nahodné vybrani vzajemné nepiibuzni jedinci.
To je v protikladu se standardni pifedstavou vysoké piibuznosti jedinci daného plemene
vlivem malého poctu zakladajicich jedinctu. Efekt vzajemné vyssi piibuznosti jedinct oproti
nahodnému kiiZeni by se m¢l tudiz projevit i u takto navrzené¢ho pokusu.

Porovnani vysledkt testovani H-W rovnovéhy a vyskytu nulové alely nebylo prakticky
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mozné, jelikoz Asch et al. (2009) nezohlednuje piivod vzorkl a z hlediska testu micha rtizné
populace. Piestoze je v ¢lanku zminéno, ze pric¢inou statisticky signifikantni odchylky od H-
W rovnovahy miize byt populacni struktura, neni na to reflektovano dalsi analyzou, coz
negativné ovlivituje spravnost vysledku testovani. Obdobna situace nastala v této diplomové
praci v pripadé nehomogenni vI¢i skupiny, kdy byl u dvou lokusti detekovan statisticky
vyznamny rozdil oproti H-W rovnovaze. Nicmén¢ pokud doslo k roz¢lenéni vic¢ich vzorku dle
lokalit ptivodu, zdanliva nerovnovaha oproti H-W modelu zmizela.

In silico testovani na potencialni vyskyt nulové alely s vyuzitim iterativniho algoritmu,
ktery porovnava pozorované a ocekavané Cetnosti riznych genotypid, naznacilo takovouto
moznost pro lokus FH2004 u jedné skupiny vlk pochazejicich z mad’arské lokality spolu
s jednim vlkem ze Srbska, jelikoz parametr F (null) dosahl kladné hodnoty 0,3414. Nékdo by
samoziejm¢ mohl namitnout, Ze ,,srbsky* vzorek miize byt vysvétlenim pro pozorovanou
hodnotu F (null) vzhledem k malému poctu jedinct v této skupiné, coz by v dusledku
znamenalo chybné provedenou analyzu. V ptfipadé ze byl dany vzorek vyloucen z analyzy,
hodnota F (null) naopak stoupla na 0,4134. Slabinou testovani je vSak maly pocet vzorku
v dané skupiné a ptibuznost nékterych jedincl, coz samoziejmé naruSuje predpoklad
nahodného kiizeni. Na druhou stranu, u ostatnich lokusi podobné¢ vyraznd odchylka

zaznamenana nebyla a urcité by bylo na misté dalsi zkoumani.

6.4 Populacni struktura
Kritickym bodem analyzy bylo spravné ur¢eni popula¢ni struktury, a proto byla tato
otazka zodpovézena ne€kolika statisticky odliSnymi metodami.

Metoda PCA je zaloZena na linearni transformaci ptivodnich znakii na nové latentni
proménné. Snahou je tak odd¢lit informaci od Sumu a redukovat pocet proménnych zaroven
S minimalizaci ztraty této informace. Ziskané latentni proménné jsou komplexnimi ukazateli,
tfi hlavnich komponent dohromady vysvétlil 19,02 % variability v datech, coz se muze oku
laika jevit jako mala hodnota, ale je tieba brat v potaz, ze doslo k redukci informace ze 108
rozmérného prostoru na pouhé tii dimenze.

Pro CLU analyzu byla pouzita D, vzdalenostni matice a vybér nejvhodnéjsi shlukovaci
metody byl zaloZen na porovnani hodnot CC koeficientu, protoZe bylo potvrzeno na zdkladé
analyzy simulovanych a redlnych dat, Ze CC koeficient funguje jako ukazatel spravného

strukturovani skupin (Odong et al., 2011). Navic dosazena hodnota CC (0,7685) u vybrané
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shlukovaci metody je nad hranici obecné doporucované hodnoty (0,75) pro vérohodnost
dendrogramu (Hintze, 2007), coz svéd¢i jeho o kvalité. K fadnému porovnani rozdiltt mezi
skupinami byl vytvotfen zakofenény dendrogram pouzitim ,,uméle* vytvoreného jedince, ktery
slouzil jako tzv. outgroup skupina.

V ptipad¢ vysledkii bayesovské analyzy byl stanoven pocet skupin K = 4 na zaklad¢
primémé hodnoty posteriorni pravdépodobnosti a detekci nejsilnéjsiho strukturniho signéalu
dle hodnoty AK. Z grafu na obrazku 19a je sice patrna vys$si hodnota Ln(P)D pro K = 5, ale
zaroven dochazelo 1 k vétSimu kolisani Ln(P)D hodnot mezi jednotlivymi b&hy. Rozdily
v hodnotach Ln(P)D pro K = 4 a 5 nejsou pfili§ velké (-4364+2,23 vs. — 4321,08+19,65) a
navic byl rovnéz bran v potaz nejsilngjsi strukturni signal dle AK (obr. 19b). Nyni je ziejmé,
ze STRUCTURE pravdépodobné detekoval i jemnéjsi strukturovani vI¢i skupin dle lokalit,
nicmén¢ hlavni diferenciace odpovidajici 4 skupinam je platna.

Souhrnné vysledky ze tii statistickych metod vykazaly zna¢nou shodu v uréeni poctu
genetickych skupin a zafazeni jedince k pfislusné populaci. Tento poznatek svéd¢i o
piekvapivé vysoké rozliSovaci schopnosti pouhych 9 STR markert, coz bude dano piedevsim
nékterymi lokusy s velkym poctem alel v kombinaci s nadstandardnim diirazem na eliminaci
potencidlnich chyb béhem procesu genotypovani (sekvenace alel, semi-automatické
vyhodnoceni kazdého vzorku, pfisna kritéria pro pfijeti vzorku k finélni analyze aj.). Zjisténa
variabilita téchto STR markert se tedy jevi jako dostate¢na k odliseni hlavnich skupin tj.
CSV, NO, SV a vlki. Navic se podafilo pomoci PCA odhalit dalsi strukturovani u vi¢ich
vzorki dle lokality pivodu. NejlepSim potvrzenim spravnosti a presnosti provedenych analyz
je vsak identifikace n¢kolika hybridi F1 a F2 generace NO a kanadského vlka. Jedna se tak o
jeden z nejzajimavéjsich poznatki, protoze problematika hybridizace psa a vlka je v soucasné
dobé vice nez aktualni, coZz dosv&dCuje fada praci zaméfenych na identifikaci hybridi

v ptirodnich populacich (Randi, 2011; Lorenzini et al., 2014; Godinho et al., 2015).

6.5 Wyuzitelnost mikrosatelitniho systému dle Asch et al. (2009)

Porovnani alel ukéazalo, ze bylo nalezeno z hlediska standardizované nomenklatury 35
novych alel, pfi¢emz pro alely 18 a 21 v lokusu FH3210, alelu 15 v lokusu FH4012 a alelu 16
V lokusu FH2361 byly detekovany mikrovarianty s rozdilnou strukturou motivu (tab. 5, 9 a
12). Jedna se o podstatné rozSifeni stavajiciho systému, ktery tak muze predstavovat
zajimavou alternativu ¢i doplnéni k pravdépodobné nejpouzivanéjSim STR markerim dle

doporuceni ISAG a jinych markerovacich systému (Kanthaswamy et al., 2009; Ciampolini et
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al., 2011; Berger et al., 2014). Navic analyza populaci dalsich psich plemen umoznila provést
empiricky odhad skuteénych frekvenci jednotlivych alel, coz mize byt vyuzito pro vypocet
pravdépodobnosti ndhodné shody dvou genetickych profili a lze najit analogii vyuzivani
takovychto informaci ve forenzni genetice. S ohledem na ziskané poznatky se rovnéz nabizi
ptilezitost k prozkoumani aplikovatelnosti téchto markert pro identifikaci vi¢ich kiizenct

v molekularni ekologii.
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7 Zavér

Zaveérem lze konstatovat, ze se podatio splnit stanovené cile prace s vyjimkou sekvenacni
Casti projektu. Zde se podafilo osekvenovat 56 alel ze 108 detekovanych. Divodem byla
vysoka ¢asova naro¢nost tohoto cile a ptisna kritéria na kvalitu sekvenovanych amplikonti.

Podafilo se vybrat a optimalizovat molekularni markery, které vykazali zna¢nou
rozliSovaci silu, jelikoz se podafilo navzajem odliSit 3 plemena pst a kontrolni skupinu vlku a
spravn¢ zafadit kazdého jedince do spravné skupiny dle puvodu.

Pomoci zékladnich statistickych deskriptorti nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil
vpoétu alel na lokus ¢i genetické diverité, vyjadiené v podobé heterozygotnosti a
polymorfniho informa¢niho indexu. Dle hodnot Fst parametru se podafila zjistit stfedné velka
mira genetické diference mezi psimi plemeny navzajem a skupinou vlki.

Poslednim bodem ze stanovenych cilii prace byla analyza populacni struktury vlkl a psich
plemen, u které se podaiilo identifikovat 4 vyrazné odlisné skupiny (CSV, NO, SV a vlci) a

zaroven 1 odlisit vlky dle lokality pivodu.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ANOVA = Analysis of Variance (analyza rozptylu)

AMOVA= Analysis of Molecular Variace (analyza molekularniho rozptylu)
BAC-= bacterial artificial chromosome (bakteridlnich umély chromozom)
bp= base pare (par bazi)

BSA= Bovine serum Albumin (bovinni serum albuminum)

cDNA = complementary DNA (komplementarni DNA)

CLU= (hiearchicka zhlukové analyzy)

cpSSR= Chloroplast simple sequence repeats (cloroplastova SSR)

DAPI = 4’,6-diamidin-2-fenylindole (4",6-diamidin-2-fenylindol)

DNA = deoxyridonucleic adic (dioxyribonukleova kyselina)

dNTP = deoxinucleotide-5’-triphosphate (deoxinukleotid-5’-trifosfat)
EDTA= ethylenediaminetetraacetic acid ( kyselina ethylendiamintetraoctova)
FISH= Fluorescent in situ Hybridization (flourescencni in situ hybridizace)
Gb= gigabase (gigabaze)

He= Heterozygosity expected (heterozygotnost o¢ekavana)

Ho= Heterozygosity observed (heterozygotnost pozorovana)

indel= Insertion/Deletion (inzerce/delece)

ISAG= International Society for Animal Genetics (Spolesnost pro genetiku zvifat)
kb= kilobase (kilobaze)

gPCR= quantitative PCR (kvantitativni PCR)

LINE= Long Interspersed Nuclear Element (dlouhy roztrouSeny element)
NCBI= National Center for Biotechnology Information

NGS= Next Generation Sequencing

NUSSR= Nuclear SSR (jaderna SSR)

Mb= megabase (megabaze)

MCMC= Marcov Chain Monte Carlo

MID= Moltiplex Identifier

MMR= Mismatch Repair (system) (opravny system)

MtDNA= mitochondrial DNA (mitochondrialni DNA)

MtSSR= mitochondrial STR (mitochondrialni SSR)

PCA= Principle Component Analysis (analyza hlavnich komponent)
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PCR= Polymerase Chain Reaction (polymerazova feté¢zova reakce)

PIC= Polymorphic Information Content (polymorfni informac¢ni index)

SINE= Short Interspersed Nuclear Elements (kratky roztrouSeny element)

SNP= Single Nucleoside Polymorphism (jednobodovy polymorfismus)

SSR= Single Sequence Repeat (sekvencné jednoduché repetice)

STR= Short Tandem Repeat (kratka tandemova repetice)

TBE-= tris-borate-EDTA buffer (tris-boratovy pufr)

TRIS= tris(hydroxymethyl)aminomethane (tris(hydroxymethyl)aminomethan)
UPGMA= Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages (nevazeny prumer
skupin dvojic)

VNTR= Variable Number Tandem Repeat (variabilni pocet tandemovych repetic)

WGS= Whole Genome Shotgun (celogenomové nahodné sekvenovani)
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10 Pilohy

10.1 Vysledky sekvenace exportované z programu VariantReporter (pro vSechny lokusy)

i ] 10 = EJ = B 2 Cl = & =3 & = n =3 H = = B 103 105 B T T T T L S = L R N =2 T == BN c=- R e=s ] ] 13z LETER
HEFSIeace GG ACC ACGATGA A TGAC T TCATCT T LA AC T I T AT T T ICAAGTCAATAGAGAGGTTATAL A TCATGITTTTALGE 2 G s A ACALAGE AG s aGs HI¥¥TcN . (o1 AG
ELEY CAAGGACCACGATGALATGACT TCATCTTTAACTCTTCAT TTTCAAGTCAATAGAGAGETTATALSATCATGTTTTTALGE |5 AGAAAGALAGALLGE, [AGALLGA, AGAL LGRS LG
230bpP1k<283 CAAGGACCACGATGAAATGACTTCATCITTAACTCITCATITTCA AGTCAATAGAGAGGTTAT A ATCATGTTTTTALGE 2 AGAAAGA S RGA A LG LGAA LG ELeRFe X [cf) Ele]
243bpP1KK171 CaaGEACCACGATGALATGACTTCATCTTTAACTCTTCATTTTCA: AGTCAA TAGAGAGETTATALSATCATGTTTTTALGE 5 AGALAGA L BGAAAGE, LG L LG LG s G AEG Ete]
251bpP1kk1285 CaAGGACCACGATGAAATGACTTCATCI TTAACTCTITCATITICAAGTCAATAGAGAGGTTAT A ATCATGTTTTTALG 2 AGA s AGA s G LG LG AL LG ELeRFe X [ef) Ele]
255bpP1CSVE22 CaaGEACCACGATGALATGACTTCATCTTTAACTCTTCATTTTCA: AGTCAA TAGAGAGETTATALSATCATGTTTTTALGE 5 AGALAGA L BGAAAGE, LG L LG LG s G AEG Ee]
256bpP 1kkBE94 CaAGGACCACGATGAAATGACTTCATCI TTAACTCTITCATITICAAGTCAATAGAGAGGTTAT A ATCATGTTTTTALG 2 AGA s AGA s G LG LG L s LG ELeRFe X [ef) Ele]
271bpP1CSVEED CaaGEACCACGATGALATGACTTCATCTTTAACTCTTCATTTTCA: AGTCAA TAGAGAGETTATALSATCATGTTTTTALGE 5 AGALAGA L BGAAAGE, LG L LG LGAs G EG Ee]
30EbpP1NO4A CAAGGACCACGATGAAATGACTTCATCI T A ACTCTITCATITICAAGTCATAGAGAGGTTAT AL ATCATGTTTTTALG 2 AGA s AGA L BGA A LG LGS AGE G e JlG Ele]
ZEElEP ISR A AGEACCACGATGALLTGACTICATCTTTALCTCTICATTTICAAGTCALTAGAGAGETTATALLATCATGTTTTTALGL AAGEALCALLCLLAGE AGALLCL TN NLIN . leF) EXe)
239bpP1CSYT 45 CAAGGACCACGATGAAATGACTTCATCT T A ACTCITCATTTICA AGTCAATAGAGAGGTTAT AL ATCATGTTTTTALGE EFXcE AT NN cT W ¥ cT) HeI¥ ey ST . Ie] G,
ZEWaEPIRIoTs A AGEACCACGATGALLTGACTICATCTTTALCTCTICATTTICAAGTCALTAGAGAGETTATALLATCATGTTTTTALGL AAGEALCALLCLLAGE AGALLCL EXINNLIN] [e7) EXe)
228bpP1IK1E8 CAAGGACCACGATGAAATGACTTCATCT T A ACTCITCATTTICA AGTCAATAGAGAGGTTAT AL ATCATGTTTTTALGE EFX=EE AT e NN cT ¥ ¥ cT) HeI¥ ey HIERTcI . 7 G,
e mas me me s 1= 1= e = e

Co G G A CTACC A CTCEACC T T TCCTALGTACTGALLATCLG, e} TTC, C.

Gt GEHAGACT ACCACTGGAGGT TTCCTALGTACTGAL A TCAGALAGAL LT TCALLC,

Co G G A CTACC A CTCEACC T T TCCTALGTACTGALLATCLG, e} TTC, C.

Gt nGaFaGACT ACC ACTGGAGGT TTCC T AGTACTGAL A TCAGALAGA L —————————

G G e G A C T ACC A CTGGEAGGT I TCCTALGTACTGAL A TCAGALLG

Gt GEHAGACT ACCACTGGAGGT TTCCTAAGTACTGA LA TCAGAAAGAL—————————

G G A GACT ACCACTGGAGGT I TCCTALGTACTGA L A TCAGARLGAALTTCALLC,

G i GAEAGACT ACCACTGGAGGT TTCCTAAGT ACTGAL A TCAGAAAGAAATTCALLC.

G G AP AGACTACCACTGGAGGTTTCCTALGTACTGALETCAG G TTC. Lad
B FPEEch i ciley Eleei{eyycictlceyuwinoy ff ey Loy (chT TR er L EE el W e
S S o2
| B PR Pelnilnehieucelccaumna oy R les RIevNe R RN e R T

Vysvétlivky: zelena- substituce, fialova- inzerce, éervena- delece, Zluta- sesttih dle referenéni sekvence; oznaceni sekvence: lelikost alely (bp), lokus, genotyp

Obr. 22 Lokus: FH3210
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Reference

Summary

247bpP25Y10A

251bpP2C5YES6
2558bpP2C5YEDY
258bpP2C5YEBT
271bpP2KIK1 150

2B3bpP2Gaja

1 18 2 % H B o (5] k1) =5 @ =3 0 15 = & « @2 @1 @ e 1w "z " 1z 1 132 137 1w 1w 152 157 162 1

w

TCC ;IGTTTCCT'ICCTCTGGTGGGTTGGAAGTTTTAGGTTﬂGGTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT TCACTTGGTGATTATCCTTTALACTTTATCATTTATGTTGAATTATACATTTTTCTGTCALATTCCALLATTTTT

TCC EIGTTTCCTTCCTCTGGTGGGTTGGAAGTTTTAGGTTﬂGGTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTqiiiii'ii'i_TCACTTGGTGATTATCCTTTAAACTTTATCATTTATGTTGAATTATACATTTTTCTGTCAAATTCCAAAATTTTT

TCC EIGTTTCCT'ICCTCTGGTGGGTTGGAAGTTTTAGGTTﬂGGTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT —— AT TGGTGATTATCCTTTAAACTTTATCATTTATGTTGAATTATACATTTTTCTGTCALATTCCALLATTTTT

TCC EIGTTTCCT'ICCTCTGGTGGGTTGGAAGTTTTAGGTTﬂGGTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT —— AT TGGTGATTATCCTTTAAACTTTATCATTTATGTTGAATTATACATTTTTCTGTCALATTCCALLATTTTT

TCC EIGTTTCCT'ICCTCTGGTGGGTTGGAAGTTTTAGGTTﬂGGTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT —— AT TGGTGATTATCCTTTAAACTTTATCATTTATGTTGAATTATACATTTTTCTGTCALATTCCALLATTTTT

TCC EIGTTTCCT'ICCTCTGGTGGGTTGGAAGTTTTAGGTTﬂGGTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTqiiiii.ii_——ACTTGG"IGATTATCCTTTAAACTTTATCATTTATGTTGAATTATACA"ITTTTCTGTCAAATTCCAAAATTTTT

TCC EIGTTTCCT'ICCTCTGGTGGGTTGGAAGTTTTAGGTTﬂGGTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT TCACTTGGTIGATTATCCTTTALACTTTATCATTTATGTTGAATTATACATTTTTCTGTCALATTCCALLATTTTT

TCC EIGTTTCCT'ICCTCTGGTGGGTTGGAAGTTTTAGGTTﬂGGTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT TCACTTGGTGATTATCCTTTALACTTTATCATTTATGTTGAATTATACATTTTTCTGTCALATTCCALLATTTTT
15 2 i 182 i 12 16 aw b 212 2 = = 2 b 242 0 fod

TTTCTCCTACCAAACA AGEATCT TGAT ATGAGTTCTTGATTCACTGALA L TTATTTACATCCCTCCTTET AGTATCTGGAGTTTTGATTT
]

TTTCTCCTACCAAACAAGCATCTTGATATGAGTTGTTGATTCACTGAAL ATTATTTACATCCCTCCT TGTAGTATCTGLAGT TTTGATTT

TTTCTCCTACCAAACAAGCATCTTGATATGAGTTGTTGATTCACTGAAL ATTATTTACATCCCTCCT TGTAGTATCTGLAGT TTTGATTT

TTTCTCCTACCAAACAAGCATCTTGATATGAGTTGTTGATTCACTGAAL ATTATTTACATCCCTCCT TGTAGTATCTGLAGT TTTGATTT

TTTCTCCTACCAAACAAGCATCTTGAT ATGAGTTETTGATTCACTGAA: ATTATTTACATCCCTCCTTET AG——m————m——————————-
L/}

TTTCTCCTACCAAACAAGCATCTTGATATGAGTTGTTGATTCACTGAAL ATTATTTACATCCCTCCT TGTAGTATCTGLAGT TTTGATTT

TTTCTCCTACCAAACAEGCATCTTGATATGAGTTETTGAT TCACTGALA ATTATTTACATCCCTCCTTGTAGTATC T—————————————

TTTCTCCTACCAAACAAGCATCTTGATATGAGTTGTTGATTCACTGAAL ATTATTTACATCCCTCCT TGTAGTATCTGLAGT TTTGATTT

Vysvétlivky: zelena- substituce, fialova- inzerce, Cervena- delece, Zluta- sestfih dle referencni sekvence; oznaceni sekvence: lelikost alely (bp), lokus, genotyp

Obr. 23 Lokus: FH3241
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Reference
Summary
183bpP3SY2A GGEGCTTTCTACTGTGACCTACTGAGETTGCATCTTTICTATATTTCACTTCTATATTTCCATGTAGTATTAAAATTGAGCTTACTACTCAAAGCATAGTCTAARAAGAAAGABAGAAACAAACARACADACAAACAAACAAACARE IR L
171bpP3NOBA GGEGCTTTCTACTGTGACCTACTGAGETTGCATCTTTIGTATATTTCACTTCTATATTTCCATGTAGTATTAAAATTGAGCTTACTACTCAAAGCATAGTCTAABAAGAAAGEMACARACARACEAGAAGAAACARAGARAG B CAACELES s
175bpP3CSVE15 GGECCTTTCTACTCTGACCTACTGAGGTTGCATCTTTIGTATATTTCACTTCTATATT TCCATGTAGTATTALAATTGAGCTTACTACTCARACCATAGTCTAARAAGARAGABACAMAGAAACAALGAANGAARCARACA A AGAES A\ (1 40 CAAACARA oo
226bpP3CEVABE GGECCTTTCTACTCTGACCTACTGAGGTTGCATCTTTICTATATTTCACTTCTATATTTCCATGTAGTATTAASATTCAGCTTACTACTCAAAGCATAGTCTAAAAAGAAGABACALACARACAALGARAGAAACAAACA RGBS AN 1 (B4 1.4 CARACAACHASSon s s
230bpP3KK173 GGEGCTTTCTACTGTGACCTACTGAGCTTGCATCTTTIGTATATTTCACTTCTATATTTCCATGTAGTAT AL ATTGAGCTTACTACTCALAGCATAGTCTARSAAGAALGA BIGANAGANACAAGAAAGHALCAAACAAAGS 5 CR 4G AAACARAGA A
226bpP3CSV720 GGGGCTTTCTACTGTGACCTACTGAGGTTGCATCTTTIGTATATTTGACTTCTATATITCCATGTAGTATTAAAATIGAGCT TACTACTCAAMGCATAGTCT AkRARGARAGABAGAAAGAAACAAAGARAGAAAGAAAGAASGAE I L B 4 AGARLG—ooaaaee
167bpP3NO26A GGGGCTTTCTACTGTGACCTACTGAGGITGCATCTTTIGTATATTTGACTTCTATATTTCCATGTAGTATTAALATTGAGCTTACTACTCA A AGCATAGTGT A4 LA AGAAAGA SAGAAAGAAACE L AGAAAGALAGEEAGE G B B G G
208bpP3VLK33E GGGCCTTTCTACTGTGACCTACTGAGGTTGCATCTTTICTATATTTCACTTCTATATTTCCATGTAGTATTALAATTCAGCTTACTACTCAAAGCATAGTCTAABAAGAA AGABACEAACEA KCARAGAAAGAALCALAGALIG B CABACARAGARE —ooe e
201bpP3VLK3I3B GGGGCTTTCTACTCTGACCTACTGAGGTTGCATCTTTIGTATATT TCACTTCTATATT TCCATGTAGTATTAAAATTGAGCTTACTACTCAAAGCATAGTGTAASAAGAAAGABAGAAAGAAACAAAGARAGAAAGAAACAA AGARM A L (B 1 4 AGAA ACAAAGAAZZEE s
Reference
Summary
107bpP4KK288 GAGCTCTACATCTGAAACTATACCTTGACTAATHGAATTGAAAGAAAGAAACALACARAGAEAGAAACAALGEALGARL —
111bpP4SVIOA GAGCTCTACATCTGAAACTATACCTTGACTAATHGAATTGAAMGAAAGAAAGARACAAAGABAGAAACARACABAGARAGEAACAALCE NI CAG
115bpP4CEVE22 GAGCTCTACATCTGAAACTATACCTTGACT AMTHGAATTGAAMCARAGAAAGALACA ACARAGAAACAR ACABAGARACAAAGAAICHANIRIACAGACAG
123bpP4ANO1BA GAGCTCTACATCTGAAACTATACCTTGACTAATHIGAATTGA AAGAAKGARAGAAACAA AGABAGAAACKAAGRAACAARCAAAGAA ACH PBI.
127bpP4NO17A GAGCTCTACATCTGAAACTATACCTTGACT A THGAATTGAAAGAAGAAAGAAACARAGABACAAACAAAGADAGAAAGAAAGARY 5
131bpPANO3A GAGCTCTACATCTGAAACTATACCTTGACTAATHGANTTGAR AGARAGEALGALACALAGAAACAAIGAAGAAMCALAGAALGAAICH

Vysvetlivky: zelena- substituce, fialova- inzerce, cervend- delece, zluta- sestiih dle referencni sekvence; oznaceni sekvence: lelikost alely (bp), lokus, genotyp

Obr. 24 Lokus: FH2004 a FH2658
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Reference

Summary

102bpP5KK283
118bpP5CSWV255
130bpP5KKK2E8
134bpPSNO24A
138bpPSNO224A

134bpP5CEV7EB

Reference

Summary

156bpPBKKI171
148bpPECSVEB3

152bpPETali

Reference

Summary

149bpP7NOSA,
153bpP7 CSVEO2
161bpP7 CSVESE
144bpP7KK1286

148bpP7 CSW783

GGGAGCGAAGCCATCTTCTTTAATITTCTTTCTTTCTITCTTTICTTTCTTICTTITCTITCTTTCTTTET TTTCITTICTT TACAECCTAAGCGCTTCTCAGGGAATGGCTATACIG

TLCACCTAAGCGCTT:

GGGAGCGALGCCATCTTCITT A ATTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTmTTTC’ITTCTT FE=1

GGCGAGCGALGCCATCTTCTTTAATITTCTTTCTTTCTITCTTTCTITTCTTICTTTCTITCTTTCTT TR TT TR T —————————. —m
GGGAGCGAAGCCATCTTCTITT A ATTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTmTTTCTTTCTT T ITT E-TACAGCTA LGCGCTT.
GGGAGCGAAGCCATCTTCTTT A s‘-,TTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTT'ICTTTCTTTCTTTCTTTmTTTCTTTCTT TT T
GGGAGCGALGCCATCTTCITTA ATTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTWTTTCTTTCTT FET T

GGGAGGGA;‘;GCGATCTTCTTTA.‘,TTTT(ETTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTT TTISTTTCITTCTTTETT T

GGGAGGGAAGCGATCTTCTTTAATTTTCTTTCTTT(-:TTTCTTTCTTTCTTT(-ZTTTCTTTCTTTCTT TTIETTTCITICTTTETT Tt
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GGCTCTCCATGCTLAC éxCCCCCATACTTGC&TC.&.T%CTGTGTGC AGCACAALGTITTCACTGCCTACCTGCTGCCACAATCCCAAACTITALATTALAGAATCALTGAATGALATGAATCGAATGAATGAATGTCAG——
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CTATTAACAATGTCAGACTCTCAGAAAATTATTGAGTACTGCAAATAATTCAATAALLCALETATTTAAALGALATACCACTCTTTITCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCS

CTATTEACAATGTCAGACTCTCAGAL A AT TATTGAGTACTGC AL A TALTTCAAT AL AC A ATATTTALSAGAATACCACTCTTTITCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCS

CTATTAACEATGTCAGACTCTCAGA L L A T T AT TGAGTACTGC AL AT AATTCAA T AL A ACA L ATATTTAAALGALATACCACTCTTTITCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCA

Vysvétlivky: zelena- substituce, fialova- inzerce, Cervena- delece, zluta- sestfih dle referencni sekvence; oznaceni sekvence: lelikost alely (bp), lokus, genotyp

Obr. 25 Lokus: FH4012, REN214L11, FH2010
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Reference

Summary

243bpPEMOT12A
247 bpPBCEVZT0
261bpP3kkI1158
253bpPBCEVARE
253bpPEEY13A
256bpPBCEW2SE
320bpPBSNW224
263hpPBEW224
F1EbpPEMOT 44
33EbpPEMO15A

250bpPEMO12Cw2
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G GET LG A G AGTCAGA L AT TTGAT GTGAGGTTTGGCTCC%CTATCTAATTCCTCTGTG%CT'TTATACAGGTTAACTCTTCTG%GCTTAAGTTCTCTTTCTT"ICTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCT'TTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT(

GUAGGTCAGAGCAGTCAGA A ATTTGAT .GTGAGGTTTGGCTCCaCTATCTAATTCCTCTGTGécT'TTATACAGGTTAgCTCTTCTGéGCTTAAGTTCTCTTTCTT"ICTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCT'TTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT(

CCAGCTCAGAGCAGTCAGLLATTTGE [Epyerleley i yeic oy y o of Yoy iy Loy FFY wy e oy | oy ) ey L e oy i Wy W of L eiey iy o F o o oy iy oy | €77 e oy 3L oo o o o i o 0 i o ) ) ) oy i )
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GCAGETCAGAGCAGTCAGA A ATTTGA EGTGAGGTTTGGCTCC%CTATCTAATTCCTCTGTGéCT'TTATACAGGTTAaCTCTTCTGéGCTTAAGTTCTCTTTCTT"ICTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCT'TTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT(

i

GUAGGTCAGAGCAGTCAGA A ATTTGAT .GTGAGGTTTGGCTCCgCTATCTAATTCCTCTGTG%CT'TTAT CAGGTTAaCTCTTCTGéGCTTAAGTTCTCTTTCTT"ICTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCT'TTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT(

(claficleyyofickiciatley (af TcEE Y Wwicry wy ey yefTelcswwiclc oy Loof Toy vy Loy ¥y w ol oy Yoy y ey cF- oy i y =N W of T eley i W oy ooy i oy | 5Tl iy OE'F- ey o oy o o 0 i (0 65 ) oy 0 o 0 ) N o o 0 g 8

GG T LG G AT AL AT T TGN GTGAGGTTTGECTCC%CTATCTAATTCCTCTGTG%CT'ITATACAGGTTAACTCTTCTG%GCTTAAGTTCTCTTTCTT'ICTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT[

GUAGGTCAGAGCAGTCAGA A ATTTGAT .GTGAGGTTTGGCTCCgCTATCTAATTCCTCTGTG%CT'TTAT CAGGTTAaCTCTTCTGéGCTTAAGTTCTCTTTCTT"ICTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCT'TTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT(

i

(claficleyyofickiciatley (af TcEE Y Wwicry wy ey yefTelcswwiclc oy Loof Toy vy Loy ¥y w ol oy Yoy y ey cF- oy i y =N W of T eley i W oy ooy i oy | 5Tl iy OE'F- ey o oy o o 0 i (0 65 ) oy 0 o 0 ) N o o 0 g 8
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A ASE A A TEGT AT ACC TGO T TATTT TGGEAGAGTTAACTTGAAATAGT T TATGTAAAACACTTTGCATAGTGLCTGET ACATIC
— S s — Em——

;ii-ii—AAAAAGGAATGGTACTACCTGCTTATTTTGGAGAGTTAACTTGAAATAGTTTATGTAAAACACTTTGCATAGTGCCTGGTACAT'JC

_AAAAAGGAATGGTACTACCTGCTTATTTTGGAGAGTTAACTTGAAATAGTTTATGTAAAACACTTTGCATAGTGCCTGGTACAT'JC

A ASE A A TEGT AT ACC TGO T TATTT TGGEAGAGTTAACTTGAAATAGT T TATGTAAAACACTTTGCATAGTGLCTGET ACATIC
— e ————————————— e = ——

A GG A A TEGTAC T ACC TGO T TATTT TGGEAGAGTTAACTTGAAATAGT T TATGTAAAACACTTTGCATAGTGLCTGET ACATIC
— S s — Em——

;ii-ii—AAAAAGGAATGGTACTACCTGCTTATTTTGGAGAGTTAACTTGAAATAGTTTATGTAAAACACTTTGCATAGTGCCTGGTACAT'JC
;ii-ii—AAAAAGGAATGGTACTACCTGCTTATTTTGGAGAGTTAACTTGAAATAGTTTATGTAAAACACTTTGCATAGTGCCTGGTACAT'JC

A A A A TG TACT ACC TGO T TATTT TGGEAGAGT TAACTTGAAATAGTTTATGT AL ACACTT TGLATAGTGCCTGGET ACATIC
— S s — Em——

i

2k GG A TCC T A TACC TGO T TAT T T TCGAGEGT TA A CTTGE L AT AGTT TATGT AL LA ACTTTGCATACTGCCTCGTACE T

T TT

— -
i -
— -
l l

2k GG A TCC T A TACC TGO T TAT T T TCGAGEGT TA A CTTGE L AT AGTT TATGT AL LA ACTTTGCATACTGCCTCGTACE T

Wysvétlivky: zelena- substituce, fialova- inzerce, Cervena- delece, zluta- sestfih dle referencni sekvence; oznaceni sekvence: lelikost alely (bp), lokus, genotyp

Obr. 26 Lokus: FH2361
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HElEerce ACAGAGEGGATGCTCAATATCTCTGACAGATGCTTCTTTCTTTCTTICTTTCTTICTTTCTTICTTTCTTTCTTTCT T TCT T N W v S a0 T TC 2. CA CCA G A GACATTTCTCC A AGACATATA A ATGCCCAACAGACACATCA

Uy ACAAGAGEGGATGCTCAATATCTCTGACAGATGCT TCTTTCTTTCTTTCTTTCTTICTTTCTTICT TTCTTTCTTTCTTTCTT TCLCACCAGCAGACATTTCTCCAALGACATATL

161bpPINO20A ACAAGEGEGGATGCTCAATATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTTCTTICTITCTTICTTTCTTICTTTCTTTCTTTCT TTCT T THNCHE

134bpPIsVI2A ACAAGAGEGGATGCTCAA T ATCTCTGACAGATGC T TCTTTCTT TCTTTCTT TCTTTCT T TCTTICTT TCTTTCTTTCTTTCTT TCACACCAGCAGACATTTCTCCALAGACATATA

140bpPICSYA7S ACEAGAGEGGATGCTEALTATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTTCTTTICTITCTTICTTTCTTICTTTCTTTCTTTCTTTCTT

145bpPICSAE3 ACAGEGEGGATGCTCALTATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTTCTTICTITCTTICITTCITICTITCTTTCTTTCTTTCTT THRNICINNg

157bpP3KK1150 ACAGAGCGGATGCTCA AT AT CTCTGACAGATGCTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCT T TCTTTCT T T T T e = = i T TC .C A CCAGC LG ACATTTCTCC AL LG ACATAT

1B5bpPINO17 A ACEAGAGEGGATGCTEALTATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTTCTTTICTITCTTICTTTCTTICTTTCTTTCTTTCTTTCTT TCAC

183bpPACSY7ES ACARGEGEGGATGCTCAATATCTCTGACAGATGCTTCTTTICTTICTTICTITCTTICITICITICTITCTITCITICT TICT T i Wi GOyl 16 T

212bpPIKKI3TY ACEAGAGEGGATGCTCATATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTTCTTICTTTCTTICTTTCT TICTTTCTTTCTTTCTTTCT T i e i CRu Wy T8 T

138bpPISYEY ACAAGEGEGGATGCTCAATATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTICTTICTITCTTICTTICITICTTTCTTTCTTTCTTTCTT TCACACGAGCEGACLTTTCTCCALAGACATATA

138bpPasYE2 ACAAGAGEGGATGCTCA A TATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTTCTTICTTTCTTICTTTCITICTTTCT TTCTTICTTICTT T ==y =

1B5bpPINOEA ACEAGAGEGGATGCTEALTATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTTCTITICTITCTTICTTTCTTICTTTCTTTCTTTCTTICTT

148bpPINOBA ACARGEGCGGATGCTCAATATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTICTTICTITCTTICTTICTTICT T TCTTTCTTTCT TTCT T TNy

123bpPIKKI70 ACAAGEGEGGATGCTCAATATCTCTGACAGATGCTTCTTTICTTTCTTICTITCTTICTTTCTTICTITCTTTCTTTCTTTCTT TCACACGAGCEGACATTTCTCCALAGACATATA

140bpP3YLK258 ACAAGAGEGGATGCTCAATATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTTCTTICTTTCTTICTTTCTTICTTTCTTTCTTTC—————— e

185bpPANO1EA, ACAAGEGEGGATGCTCAATATCTCTGACAGATGCTTCTTICTTICTTICTITCTTICTTICITICTTTCTTTCTTTCT TTCT T TR iy

156bpPINO1BA, ACARGAGCEGGATGCTCAATATCTCTGACAGATGCTTCTTTICTTTCTTICTITCTTICTTTCTTICTITCTTTCTTTCTTTCT T T iy

140bpPINO20A LCEAGAGEGGATGCTEALTATCTCTGACAGATGCTTCTTTICTT TCTTICTTTCTTICTTTCTTICTTTCTTTCTTICT T TCT T T i i iy

Vysvetlivky: zelena- substituce, fialova- inzerce, cervend- delece, zluta- sestiih dle referencni sekvence; oznaceni sekvence: lelikost alely (bp), lokus, genotyp

Obr. 27 Lokus: C38
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