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Hodnoceni variability genu souvisejicich s barvou srsti u
holandského ovCaka

Souhrn

Pro holandského ovcéka je typické ¢erné zihani srsti, a pokud se vyskytne jedinec, ktery
neodpovidd tomuto standardu, je bonitacni komisi doporu¢eno ho do chovu nezatazovat. V
posledni dob¢ se objevuje stale vice psii tohoto plemene, u kterych dochazi v krajnim ptipadé
az ke ztrat¢ zihani v pribéhu jejich Zivota. Proto byla hlavnim cilem této prace snaha zjistit
moznou pii¢inu na molekularné genetické urovni spolu s popsanim genetické variability
sledovanych gent v populaci holandského ovcaka.
se o geny kodujici melanokortinovy receptor 1 (MCI1R), agouti signalni protein (ASIP) a
betadefensin 103 (CBD103).

U genu MCL1R byla kompletn¢ sekvenovana cela kodujici sekvence a ¢ast promotoru.
Diky tomu byly nalezeny tii nové bodové mutace. VSechny se vyskytuji v promotorové oblasti,
pficemz u dvou znich (c.-146G>del a c.-45A>G) byla prokazana statisticky vyznamna
souvislost s vySe uvedenou zménou fenotypu. Dale bylo zjisténo, ze vétSina jedinci ma
geneticky uréenou tmavou masku na ¢enichu, ktera je zptisobena alelou EM,

V roce 2019 se v jednom vrhu narodila polovina §ténat s ¢erné Zihanym palenim, coz je
u holandského ov¢aka dalsi nestandardni zbarveni. Proto byl u vSech jedincti hodnocen vyskyt
alely a' genu ASIP, ktera u pst zptisobuje paleni. Ta byla nalezena pouze u matky zminéného
vrhu a vétSiny jejich §ténat. Néasledné u nich byla analyzovana alela @Y, ktera byla nalezena u
jednoho $ténete v homozygotni sestavé (a¥a¥) a u dalSich 4 $ténat a jejich matky v heterozygotni
sestavé v kombinaci s alelou a'.

Cerné zihani je zptisobeno alelou kP genu CBD103, jejiz struktura nebyla dosud
spolehlivé popsana. U nékterych plemen byla dok4zéana teorie vzniku alely k°" duplikaci dal$ich
dvou alel (KB a kY) tohoto lokusu. Detekci vyskytu obou té&chto alelickych variant najednou (tj.
piitomnost k™" alely) byla u holandského ovéaka tato teorie potvrzena.

Tato prace byla podpofena SGS grantem SV20-9-21360 - Studium geneticky
podminénych vlastnosti s vyuzitim molekularné-genetickych, bioinformatickych a statistickych

metod.

Klic¢ova slova: Canis lupus familiaris, holandsky ov¢ak, pigmentace srsti, ¢erné zihani, MC1R



Evaluation of variability of coat color genes in Dutch
Shepherd

Summary

The Dutch Shepherd dog can be characterized by black brindle coloring. It is
recommended by the bonitation committee to not breed individuals that do not meet this
standard. Recently, there has been an increasing number of dogs of this breed in which the
brindle pattern disappears during their life. The main purpose of this work was to find a possible
cause at the molecular-genetic level and describe genetic variability of the monitored genes in
the Dutch Shepherd population.

The three most important genes playing a role in determining a dog’s coat color were
studied. These are the genes encoding melanocortin receptor 1 (MC1R), agouti signaling protein
(ASIP) and betadefensin 103 (CBD103).

The complete coding region and part of the promoter of the MC1R were completely
sequenced. As a result, three new SNPs were discovered. All occur in the promoter region, two
of which (c.-146G>del and c.-45A>G) have been statistically significantly associated with
the phenotype change described above. Furthermore, it has been found that most dogs have a
genetically determined melanistic mask caused by the EM allele.

In 2019, five puppies within one litter were born black with brindle tan points, which is
another non-standard color in the Dutch Shepherd. Therefore, the presence of the a allele of the
ASIP gene, which causes black and tan color in dogs, was evaluated in all individuals. This
allele was found only in the mother of the litter and most of her puppies. The presence of the a¥
allele was then analyzed, which was found homozygous in one puppy (a¥a¥) and in another 4
puppies and their mother heterozygous in combination with the a* allele.

Black brindle is caused by the k™ allele of the CBD103 gene, the structure of which has
not yet been reliably described. In some breeds, the theory of the origin of the k™ allele was
proved by duplicating the other two alleles (KB and kY) of this locus. On the base of detection
these allelic variants at once (the presence of the k™ allele), this theory was confirmed in the
Dutch Shepherd.

This study has been funded by the SGS Grant SV20-9-21360 - Study of genetically

determined characteristics using molecular-genetic, bioinformatic and statistical methods.

Keywords: Canis lupus familiaris, Dutch Shepherd, coat pigmentation, brindle, MC1R
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1 Uvod

Pes domaci je spole¢nikem ¢lovéka uz od pravéku. Jiz v té dobé pomahal lidem s lovem
zvete a stal se tak neocenitelnym partnerem svého majitele. Tento jedinecny vztah Cloveka a
psa pretrval az dodnes, kdy je vyuziti psa mnohem rozmanitéj$i. Pomaha naptiklad u slozek
integrovaného zachranného systému, jako jsou hasi¢i a horska sluzba nebo u ozbrojenych sbori
vcetné policie, celni spravy ¢i vézeniské sluzby. Uplatiiuje se i v zemédélstvi jako ovEacky nebo
pastevecky pes. Velmi dulezitd je i jeho funkce vodiciho, asistenéniho ¢i signalniho psa pro lidi
se specialnimi pottebami. V posledni dobé se rozviji vyuziti jeho citlivého ¢ichu nejen pfi
pachov¢ identifikaci ale i pii vyhledavani drog, skudcd, invaznich druhti dievin a dalSich.
Sluzebni a pracovni kynologie neni jedinnym odvétvim, kde se se psem muzeme setkat. Velmi
rozsahlou a oblibenou se stala zdjmova a sportovni kynologie s nespoctem aktivit, kterych se
lze se psem zucastnit. Posledni a nejdalezitéj$i roli méa pes jako spolecnik svého pana na
prochéazkach, pii hlidani jeho rodiny a majetku. Diky v§em témto svym schopnostem se pes stal
nepostradatelnou soucésti nasich zivota.

Aby si kazdy ¢lovék mohl vybrat toho pravého psiho spole¢nika, bylo vyslechténo mnoho
plemen, kterd se mezi sebou lisi exteriérem a povahou. Uvnitt plemene je vzdy stanoven
standard, ktery urCuje mimo jiné i jeho exteriér, tedy vné&j$i vzhled. Hlavnim znakem
holandského ovééka je jeho Cerné zihani, kterym se odliSuje od ostatnich ov¢ackych plemen
pst. S cilem pomoci zachovat toto vyjimecné zbarveni vznikla tato prace.



2 Védecka hypotéza a cile prace

U holandského ovcaka je znam jev, kdy s pfibyvajicim vékem dochazi u nékterych zvirat
ke ztraté pruhovani srsti a tedy ke zménam pigmentace. Tomuto jedinci postupné tmavne Srst a
cerné zihani se tak stava nezfetelnym. Cilem prace je zjisti pfi¢inu tohoto jevu na molekularné
genetické urovni spolu s popsanim genetické variability u sledovanych geni MC1R, ASIP a
CBD103 v populaci holandského ovcaka.

K ovétfeni stanovené hypotézy byly navrzeny dil¢i cile prace, které lze rozdélit do
nasledujicich bodu:

e izolace DNA, stanoveni jejiho mnozstvi a istoty spolu s ovéfenim vysokomolekularity
e navrzeni primert pro amplifikaci vybranych oblasti geni MC1R, ASIP a CBD103

e detekce polymorfismii kombinaci PCR, restrikéniho $té€peni a sekvenovani

e statistické zpracovani a vyhodnoceni ziskanych dat



3 Literarni reSerse
3.1 Fylogeneze a ptivod psa domaciho

Pes domaci (Canis lupus familiaris) je jediny ¢len ¢eledi psovitych, o kterém lze fici, Ze
byl plné¢ domestikovan. Archeologické nalezy naznacuji, ze pes byl prvni domestikované zvite,
které se objevilo na konci posledni doby ledové, kdy existence lidi stale zavisela na lovu a sbéru
potravy (Clutton-Brock 1995).

Diive se spekulovalo, zda je pes domaci puvodem z vlka obecného (Canis lupus) nebo
Sakala zlatého (Canis aureus) (Clutton-Brock 1995). Teorii, ze pes pochazi pouze z vika
obecného, potvrzuji naptiklad jeho kosti nalezené pobliz lidskych ostatkii z Lazaretu v jizni
Francii (de Lumley 1969) staré piiblizng 150 000 let a Zhoukoudianu v severni Cing z doby
pted 300 000 lety (Olsen 1985). Rovnéz po srovnani mtDNA (mitochondridlni DNA) sekvenci
psu s VIky, kojoty a Sakaly bylo dokazano, Ze pes ma pouze jednoho ptedka a tim je vlk obecny
(Vila et al. 1997). Lid¢ ochocili vI¢i mlad’ata v mnoha ¢astech svéta, a proto je pravdépodobné,
7e k ptivodu psa piispélo nékolik poddruht vlka obecného (Sablin & Khlopachev 2002).

Dle rozboru mtDNA haplotypt dnesnich pst bylo identifikovano 51 zakladajicich linii,
coz naznacuje, Ze pes domaci pochézi z alespoii 51 vicic s odliSnymi mtDNA haplotypy, a proto
bylo domestikovano pravdépodobné nekolik stovek vlka zaroven (Pang et al. 2009).

Analyza kontrolnich sekvenci mtDNA u pst a vlkii naznacila pocatek domestikace psa
na dobu pted vice nez 100 000 lety (Vila et al. 1997). Molekularnim datovanim bylo zah4jeni
domestikac¢niho procesu upfesnéno na dobu pied 18 800 — 32 100 lety (Thalmann et al. 2013).
Z analyzy celého mtDNA genomu psu z celého svéta vyplyva, Ze pes domaci jako poddruh vika
obecného vznikl asi pred 15 000 lety (Savolainen et al. 2002). Toto potvrzuji i archeologické
nalezy kosti prvnich psti na Stfednim vychodé staré 12 000 let (Tchernov & Valla 1997) nebo
Vv Izraeli, kdy je nalez lidské kostry s rukou poloZenou na $té€néti odhadnut téz na stari 12 000
let (Davis & Valla 1978). Nejstarsim dochovanym nalezem plné¢ domestikovaného psa je spodni
celist objevena v Oberkasselu v Némecku se statim asi 14 223 let (Nobis 1979). Ptehled téchto
a dalSich vyznamnych archeologickych nalezi domestikovanych psti a jejich ptfiblizné stafi je
znazornén na Obrazku 1.

V otazce geografickéo pivodu prvnich domestikovanych psti panuji v souc¢asné dobé
znaéné rozpory (Thalmann et al. 2013). Dva nélezy prehistorickych pst ze Zapadni Evropy
(Goyet v Belgii, stati 31 700 let) (Germonpré et al. 2009) a Sibife (Razboinichya v Rusku, stari
33 000 let) (Ovodov et al. 2011) oddélené tisici kilometry dokazuji, ze domestikace pst byla
multiregiondlni, tudiz neméla jediné misto ptivodu (Ovodov et al. 2011). Nicmén¢ na zaklad¢
nejvetsi genetické variability mtDNA psii z oblasti Asie ale nektefi autofi zatradili piivod psa
pouze do této oblasti, konkrétné do jihovychodni Asie (Savolainen et al. 2002; Pang et al. 2009).
Naopak evropsti psi, ktefi maji nejvetsi morfologickou rozmanitost, vykazovali dle vysledka
malou genetickou variabilitu (Savolainen et al. 2002). Pivod psa v Asii potvrzuji 1 dal$i studie
vénujici se napiiklad variabilit¢ SNP (single nukleotide polymorphism) v jaderné DNA
(Vonholdt et al. 2010) nebo variabilit¢ MHC (major histocompatibility complex) (Niskanen et
al. 2013). Oproti tomu analyza mtDNA genomu prehistorickych psovitych ukazuje nejuzsi
fylogenetickou piibuznost téchto Selem s evropskymi psy, coz naznacuje ptuvod psa domaciho
V Evropé (Thalmann et al. 2013).



Obrazek 1: Mapa svéta shrnujici priblizné stari pozustatki domestikovanych pst nalezenych
na riznych mistech svéta. Piblizny rozsah populace vlka obecného je vybarven Sedé. Zelené
kruhy ptedstavuji oblasti, kde byly odhaleny pozlstatky domestikovanych pst alespon na
jednom nalezisti. Kruhy jsou rozdéleny do osmi ¢asti, kde kazd4 predstavuje 1 500 let. Vizualné
znazoriuji stari nejstar§iho nalezu v daném regionu. Zcela vyplnéné kruhy predstavuji nalezy
star§i 10 500 let (upraveno podle Larson et al. (2012)).

Domestikaci psa Ize vnimat jako disledek cilenych aktivit ¢lovéka, naptiklad selekci na
prichylnost k ¢loveku (Galton 1865) nebo jako spontanni evoluc¢ni proces, kdy Cloveék zalozil
novou niku, do které vlci vstoupili za Gcelem ziskani potravy. Tito vlci byli tolerantni
k pfitomnosti ¢lovéka a tim méli selekéni vyhodu oproti ostatnim vlkam (Coppinger &
Coppinger 2001). Selekce na krotkost byla tedy prvnim krokem, jez vedl k vyvoji stovek psich
plemen, které zname dnes (Larson & Burger 2013). Aby mohli domestikovani psi vzniknout,
museli byt mezi vlky jedinci, ktefi splilovali zakladni kritéria: odolnost, pfichylnost k ¢lovéku,
uzite¢nost, snadnd ochocitelnost, snadné rozmnoZovani a touha po pohodli bez tendence prchat
(Galton 1865).

Proces domestikace zvitat zahrnuje adaptaci na ¢loveka a nové prostiedi. Tato adaptace
je dosazena kombinaci genetickych zmén naptic¢ generacemi a ovlivnéna stimulacemi prostredi
a zkuSenostmi jedince v prubéhu jeho zivota. Kvili témto zméndm lze ocekévat, Ze se fenotyp
domestikovanych zvitat bude liSit od fenotypu jejich divokych prot&jska (Price 1984). Pes se
od vlka morfologicky li$i naptiklad zkracenim nosu a dolni Celisti, coz vede k nahusténi zubt
a zmensSeni trhaki (Ovodov et al. 2011). Zména srsti u psa domaciho se projevuje vétsi Skalou
barev, nez je tomu u vlka a bilymi znaky, které¢ vlk obecny postrada (Zeuner 1963). Dalsi
odliSnost psa od vlka spo¢ivda v postnatilnim vyvoji, ktery je u Sténat domacich psi
prodlouzeny, s naslednymi dramatickymi zménami v dospélosti (Wayne 2001).

Nékolik center ptvodu psa domaciho spolu sintenzivni selekci zapfiicinilo jeho
obrovskou genetickou a fenotypovou variabilitu (Ruvinsky & Sampson 2001). Tuto variabilitu
1ze pozorovat naptiklad v morfologii jednotlivych plemen, ktera se 1isi ve vysce, stavbé kostry
¢i typu srsti (Young & Bannasch 2006).



3.2 Charakteristika plemene holandsky ov¢éak

Holandsky ov¢ak mél piivodné funkci ovcackého a pasteveckého psa, ktery strezil malé
farmy v jiznim Nizozemi, zejména na byvalém uzemi Brabantska na hranicich s Belgii. Ov¢aci
a farmati zde potfebovali vSestranného nenaro¢ného psa, u kterého nezalezelo na vzhledu ale
na pracovitosti. Na konci 19. stoleti zacalo pfibyvat orné pidy na ukor viesovist, coz vedlo
k rozsifeni vyuziti holandského ov¢aka jako detek¢niho, patraciho a pozdéji i vodiciho psa
(Magera 2011). Vzhledem Kk jiz zminéné vSestrannosti je dnes holandsky ov¢ak vyuzivan
napiiklad jako policejni pes, pes zachranaf a obranat (Gerritsen & Haak 2007). Také pomaha
na letiStich, v pfistavech a na statnich hranicich pti hledani omamnych latek (Rejnartova 2007).

Holandsky ovcak je poslusny, pozorny a majiteli velmi oddany pes (Gerritsen & Haak
2007). Avsak pouze spravny trénink a vychova s jemnym piistupem dovedou plné¢ rozvinout
jeho charakter (Rejnartova 2007). Diky lehké konstituci a pracovnimu vyuzivani je zdravi
plemene na velmi dobré Grovni, psi se dozivaji vysokého véku a netrpi dédiénymi chorobami
Vv takové mife, aby byla vyZzadovéna zvySend pozornost chovatelll (Rejnartova 2007).

3.2.1 Historie plemene

V ¢ervnu 1898 byl v Utrechtu zalozen Klub holandského ovcdka (Nederlanse
Herdeshonden Club), ktery stanovil prvni standard plemene (Gerritsen & Haak 2007; Magera
2011). Dany standard se tykal pouze variet srsti a pracovniho vyuziti psi, a proto se brzy ukazal
byt nedostacujicim. Z tohoto divodu byl v roce 1906 ptepracovan. Byly povoleny pouze tii
variety, které jsou zndmé i dnes: kratkosrstd, dlouhosrstd a hrubosrsta, dale byla stanovena
minimalni vyska u psti i fen a bilé znaky na srsti byly povoleny pouze na hrudi a na prstech. Od
roku 1914 byl v ramci standardu zakazan vyskyt bilych znaki na srsti a v roce 1920 bylo
rozmezi povolenych barev srsti a vysky pst a fen jesté vice zazeno (Magera 2011). Radikalni
zmény ve standardu rychle poSkodily plemeno a vedly ke zhorSeni a zmenSeni jeho genetické
zakladny. Hlavné zakazem bilych znaki na srsti bylo z chovu odstranéno obrovské mnoZzstvi
jedinct. Tuto situaci fesili chovatelé registraci jedince jako belgického ovcaka, kde byly bilé
znaky povoleny (Gerritsen & Haak 2007). Za G€elem rozsifeni chovatelské zakladny bylo do
plemenné knihy v letech 1818-1937 zatazeno 18 kratkosrstych jedinci bez znamého pivodu
(Magera 2011). Pted prvni svétovou valkou doslo ke kiizeni kratkosrsté variety s némeckymi
ovCaky pro chov mohutnéjsich jedincti, ktefi mohou byt vyuziti policii. Béhem druhé svétové
valky bylo kvili tlaku némecké armady na Nizozemi mnoho chovl zruseno (Gerritsen & Haak
2007). Vroce 1960 byl chov holandského ov¢aka obnoven, doslo k upravé standardu
povolenych barev srsti a uznani plemene Mezinarodni kynologickou organizaci (FCI —
Fédération Cynologique Internationale) (Magera 2011). Pro uplnost je Pfiloze 1 uveden
aktudlni standard plemene.

V Ceské republice se jako prvni vyskytli hrubosrsti holandsti ovéaci. Pozdéji v roce 1994
byla do Cech importovana prvni kratkosrsta fena Gabie v. d. Passchin, ktera byla perfektni
zakladatelkou chovu. Pies kratké ptisobeni tohoto plemene v Ceské republice jsou jeho zastupci
velmi uspés$ni nejen na vystavach po celé Evropé, ale 1 jako pracovni psi u policie, vézenské
sluzby ¢i v raznych psich sportech (Rejnartova 2007).



3.2.2 Zbarveni holandskych ovéaku

Barva holandského ovc¢éka je ¢erné zihana (Obrazek 2). ,,Zakladni barvou je zlatd nebo
stifbrna. Zlata od svétlé piskové az po kastanovou. Zihani je jasné zietelné po celém téle, na
limei, kalhotkach a ocasu. P¥ili§ mnoho ¢erné neni Zadouci. Cerné masce je davana piednost.
Bilé znaky na hrudi a tlapkéach nejsou Zadouci. (FCI 2009, s. 3). Rozsah pruhovani je velmi
variabilni. Néktefi psi jsou Zluti s malym mnozstvim ¢ernych pruhi, zatimco jini maji tolik
pruhd, Ze se zdaji byt celi Cerni (Kaelin & Barsch 2013).

ibrny hrubosrsty (vlevo), piskovy dlouhosrsty (uprostied) a kastanovy
kratkosrsty (vpravo) holandsky ovéak (zdroj: http://www.zusvituveku.websnadno.cz /vyklad-
standardu.html).

Obrézek 2: Stfi

V poslednich letech se pievazné mezi kratkosrstymi holandskymi ov¢aky S§ifi jev, kdy
Vv pritbéhu zivota jedince mizi zihani srsti (Obrazek 3). Tento jev zacina byt viditelny kolem
druhého az tretiho roku Zivota. Projevuje se nejdiive kolem slabin a postupem casu se rozsifuje
do oblasti bficha, hrudniku a zad. Chlupy v této zménéné oblasti jSOU V porovnani se
standardnimi tmavsi, matné, hrubsi, coz ma za nasledek, ze je zihani nevyrazné a na nékterych
mistech ¢asto uplné chybi (Jana Hofferova, osobni komunikace, 10. 11. 2018). Tento fenotyp
bude v praci dale nazyvan jako ,,bez zihani“.
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Obrézek 3: Na obou fotografiich je fena B'Onze Liefde Hollandse Ster ve veku 2 roky (vlevo)
a 6 let (vpravo). Pii porovnani fotografii je viditelné, Ze v pribéhu stdrnuti feny mizi Zihani
Vv oblasti slabin, hrudniku a zad, které je nahrazeno tmavSimi matnymi chlupy. Zdroj prvni
fotografie: https://www.hscd-ev.de/, autor druhé fotografie: Andrea Grossmannova. Dalsi

fotografie nejen B'Onze Liefde Hollandse Ster jsou soucasti Pfilohy 2.



3.3 Zbarveni srsti u psi

Domestikace zvifat zpusobuje, vznik novych fenotypova (Daverio et al 2016). Pes
domaci byl selektovan napiiklad na zakladé velikosti a stavby téla, coz se projevilo i na velké
riznorodosti ve zbarveni jeho srsti (Dostal 2007). Vlastni barva srsti je determinovéana vice
geny a jedna se tedy o polygenni znak (Kaelin & Barsch 2013).

3.3.1 Pigmentace srsti

Pigmentace ktiZe, srsti a o¢i je dana pritomnosti barviva melaninu (Ruvinsky & Sampson
2001). Melaniny jsou syntetizovany v membranovych organeldch zvanych melanozoémy, které
lze najit ve specializovanych bunkach, melanocytech (Ito 2003; Rees 2003). Tyto buiiky,
puvodem z neurdlni liSty, migruji béhem embryonalniho vyvoje do pokozky, chlupovych
folikuld a duhovky, kde zajist'uji ptisun pigmentu do okolnich bun¢k (Duval et al. 2002; Goding
2007). Pigmentace samotné srsti je zajiSténa transportem melanozomt s nahromadénymi
melaninovymi pigmenty do chlupti béhem jejich rustu (Russo et al. 2007).

3.3.1.1 Melanin

Melaniny jsou velké biopolymery slozené z rtizného mnozstvi tyrosinu a cysteinu
(Ruvinsky & Sampson 2001). U zvifat jsou znamé dva hlavni typy melaninovych pigmenti
produkovanych melanocyty, eumelanin a feomelanin. Oba typy maji podobné usporadani
uhlikovych vazeb (Ito 2003) a jejich vychozi latkou je aminokyselina tyroSin, kterd je enzymem
tyrosinazou pteménéna na prekurzor dopachinon (Thody et al 1991; Ito 2003).

Eumelanogeneze pokracuje oxidaci dopachinonu za vzniku eumelaninu (Thody et al
1991; Simon 2008). Syntéza eumelaninu je specificka vysokou hladinou dopachinonu (Ito
2003; Land et al 2003). Toto barvivo ma na rozdil od feomelaninu dvé odlisné formy,
nerozpustnou ¢ernou a rozpustnou hnédou (Freinkel & Woodley, 2001).

Tvorbu feomelaninu oproti eumelanogenezi charakterizuje nizka hladina dopachinonu a
snadno dostupny cystein, Ktery se vaze na dopachinon (Thody et al 1991; Barsch 2006; Simon
2008). Od eumelaninu se tedy feomelanin 1isi pfitomnosti cysteinu, tudiz i obsahem siry a je
charakteristicky svou €ervenohnédou az Zlutou barvou (Ito & Jimbow 1983; Tsatmali et al.
2002).

Syntetéza melanind funguje na bazi binarniho spinace, coz znamené vyhradni produkci
eumelaninu nebo feomelaninu, nikdy obou zaroven. Mezi syntézou téchto dvou pigmenti
dokazou melanocyty chlupovych folikulti velmi rychle pfepinat. Tim vznikaji barevné vzory
mnoha riznych savci, které jsou vytvareny rozmisténim chlupt, jez obsahuji vyhradné
eumelanin nebo feomelanin (Kerns et al. 2004; Barsch 2006). Schéma eumelanogeneze a
feomelanogeneze vcetné vychozich latek, meziproduktt a katalyzatoru jednotlivych reakci je
znazornéno na Obrazku 4.
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Obrazek 4: Prabéh syntézy eumelaninu a feomelaninu (upraveno podle Ito (2003)).

3.3.1.2 Regulace melanogeneze

Barviva eumelanin a feomelanin jsou syntetizovana v riznych koncentracich (Watson et
al. 2018). Pomér mezi jejich mnozstvim ovliviji desitky az stovky gent (Xi et al 2012), které
je mozné rozdélit do dvou hlavnich skupin. Do prvni skupiny se fadi geny pulsobici na
melanocyty (ovliviiuji jejich vyvoj, morfologii, bunécnou diferenciaci, proliferaci, migraci
Z neuralni listy a ukladani melanozoémiti do rostouciho chlupu a pokozky). Ve druhé skupiné
jsou geny pusobici pfimo na syntézu jednotlivych pigmentl (Rieder et al. 2001; Ruvinsky &
Sampson 2001). Ta mtize byt fizena katalyzou reakci vedoucich k tvorbé jednotlivych pigmentt
nebo prostiednictvim transmembranového receptoru s heptahelikalni strukturou na povrchu
melanocytd, melanokortinového receptoru 1 (MC1R) (Ollmann et al. 1998; Barsch 2006).
Aktivace MC1R vede k produkci eumelaninu, naopak jeho inhibice ¢i ztrata funkce zpisobuje
ptechod k syntéze feomelaninu (Robbins et al. 1993; Newton et al. 2000).

Aktivaci MC1R zajistuje jeho agonista — melanocyty stimulujici hormon (aMSH), ktery
vznikd z proopiomelanokortinu (POMC) (Ruvinsky & Sampson 2001; Barsch 2006). Signal
poskytovany aMSH aktivuje adenylatcyklazu, kterd zpiisobuje zvySeni koncentrace cAMP
Vv cytoplazmé (Takeuchi et al. 1989). Vysoka hladina cAMP uvédi v ¢innost proteinkinazu A,
ktera stimuluje melanocyt k produkci eumelaninu (Ruvinsky & Sampson 2001).

Naopak inhibici MC1R zpisobuje agouti signalni protein (ASIP), ktery tak funguje jako
antagonista. Principem je kompetice tohoto signalniho proteinu S aMSH o obsazeni vazebného
mista melanokortinového receptoru 1, ¢imz dochéazi k jeho zablokovani. Hladina cAMP
v melanocytech je diky tomu snizena, coz vede k feomelanogenezi (Kerns et al. 2007). Pii jeho
pravidelné produkci, melanocyty osciluji mezi eumelanogenezi a feomelanogenezi, ¢imz se



vytvaii agouti vzor (Takeuchi et al. 1989; Lu et al. 1994). Tento vzor je charakteristicky pasem
feomelaninového pigmentu na chlupu, ktery ma Spicku a bazi s eumelaninovym pigmentem
(Barsch 2006). ASIP je exprimovan v dermalnich papilach chlupovych folikuld, nikoliv
v melanocytech jako je tomu u MC1R (Takeuchi et al. 1989; Bultman et al. 1991; Candille et
al. 2004). V raznych oblastech téla byvaji exprimovany dvé rizné agouti izoformy (Kerns et
al. 2004). Prvni izoforma je vytvarena béhem rané faze ristu chlupu, coz zptisobuje vyse
popsanou oscilaci a vznik pruhovanych chluptd po celém téle. Druhé izoforma je produkovana
béhem celé faze ristu chlupu a projevuje se bled¢ zlutymi chlupy na btisni krajiné (Berryere et
al. 2005).

U psu se na pigmentaci podili také beta-defensin 103 (CBD103), ktery je znam diky svym
antimikrobialnim vlastnostem (Ganz 2003; Candille et al. 2007). Podobné jako aMSH a ASIP
je CBD103 ligandem pro melanokortinovy receptor 1. Pii zvySeném mnozstvi soutézi s aMSH
o specifickou vazbu na MC1R a blokuje schopnost agouti signalniho proteinu inhibovat MC1R
signalizaci, coz vede ke zvySené produkci cAMP v melanocytech, a tedy k syntéze eumelaninu
(Obrazek 5) (Kaelin et al. 2008).
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Obrazek 5: Interakce mezi melanokortinovym receptorem (MC1R), agouti signalnim proteinem
(ASIP) a beta-defensinem 103 (CBD103) u pst a vysledna produkce jednoho z melanint
(upraveno podle Kaelin et al. (2008)).

Na procesu melanogeneze se dale podili naptiklad tyrosinaze ptibuzny protein 1 (TYRP1)
a dopachrom tautomeraza (DCT/TYRP2) katalyzujici oxidaci dalSich slou¢enin (Obrazek 4),
které pfispivaji k tvorbé eumelaninu (Barsch 2006). Produkeci téchto a dalSich latek dilezitych
pro tvorbu pigmentu ovliviluje mnoho transkripénich faktord. Patii mezi né napiiklad
transkripéni faktor spojeny s mikroftalmii (MITF), ktery je silny aktivator transkripce genu
MCI1R (Steingrimsson et al. 2004; Seberg & Cornell 2017).

Vysledné zbarveni ovliviiuje i mnozstvi a modifikace granuli pigmentu v samotném
chlupu (Dostal 2007). Chlup se sklada z diené (medula), kliry (kortex) a tenké kutikuly (Willis
1989). Rozhoduje tedy naptiklad pocet granuli v buitkach meduly a kortexu, ulozeni granuli ve
vnitini ¢i vnéjsi ¢asti meduly, ale 1 samotny druh pigmentu, tvar, velikost a rozvrstveni granuli
po celé délce chlupu (Dostal 2007).

Syntéza pigmentu za¢ina u n€kterych plemen diive a u nékterych pozdéji. Miize se ménit
1 mnoZzstvi produkovaného pigmentu béhem Zivota jedince. Jsou znama plemena, u kterych se
zbarveni béhem Zivota méni. Je to naptiklad kerry blue teriér, ktery se narodi ¢erny a starim
zesvétla do mordé barvy, nebo Cesky fousek, ktery se naopak narodi ¢isté bily a postupem casu
prokvéta hnédymi chlupy (Dostal 2007).



3.3.2 Geny ovlivitujici zbarveni srsti u psi

Systém zmény tvorby pigmentu (pigment-type switching) ovliviiuji u psu ti geny. Je to
gen pro melanokortinovy receptor 1 (MC1R), gen pro agouti signalni protein (ASIP) a gen pro
beta-defensin 103 (CBD103) (Kaelin & Barsch 2013). Dale bylo identifikovano nékolik genii,
které modifikuji zbarveni vzniklé spoluptisobenim t¥i vySe zminénych geni. Jsou to napiiklad
geny kodujici tyrosinaze piibuzny protein 1 (TYRP1), proteazomalni podjednotku beta 7
(PSMB7), transkripéni faktor spojeny s mikroftalmii (MITF), jaderny heterogenni
ribonukleoprotein (RALY), premelanozomovy protein 17 (PMELL17/SILV), melanofilin
(MLPH) a dalsi (Dreger et al. 2019; Weich et al. 2020).

3.3.2.1 Gen pro melanokortinovy receptor 1 (MC1R)

Lokus E (Extension) pro melanokortinovy receptor 1 exprimovany melanocyty se u pst
nachézi na patém chromozému (CFAS) (Schmutz et al. 2001; Schmutz et al. 2003). Otevieny
¢teci ramec MCIR je 951 bp dlouhy a je lokalizovan v jediném exonu (Everst et al. 2000).
Dominantni alely vedou k produkci funkéniho proteinu zptsobujiciho syntézu hnédého az
c¢erného eumelaninu, naopak recesivni alely, které¢ jsou zodpovédné za vznik nefunkcniho
proteinu, umoziuji tvorbu Zlutého az ¢erveného feomelaninu (Robbins et al. 1993; Newton et
al. 2000; Klungland & Vage 2003).

Piivodem nejstarsi alela E, kterd je zodpovédna za vznik funkéniho melanokortinového
receptoru 1 a tudiZ rovnomérné rozloZeni pigmentu po celém téle, zplisobuje u pstt hnédou nebo
¢ernou barvu (Obrazek 6a) (Newton et al. 2000).

Dalsi alela EM, kterd je dominantni vii¢i ostatnim alelam v tomto lokusu, vznikla
substituci adeninu za guanin (C.790A>G), ¢imz dochazi k zaméné methioninu za valin
(M264V) a tvorb& eumelanistické masky. Eumelanistickd maska je charakteristickd tmavou
barvou ¢enichu a miize zasahovat az k ocim a usim (Obrazek 6b). Tento fenotyp byl popsan u
mnoha plemen vcetné némeckého ovcaka, boxera, némecké dogy, greyhounda a dalSich. U
plemen s ¢ernym, hnédym nebo modrym zbarvenim nebo bilym ¢enichem neni maska vidét
(Schmutz et al. 2003). Barva masky muze byt cerna, hnéda nebo Seda v zavislosti na alelach
Vv ostatnich lokusech (Schmutz & Melekhovets 2012).

V roce 2010 byla identifikovéana alela EC zpGisobujici vznik svétlé masky u chrtil. Lze tak
pozorovat domino efekt u afghanského chrta a zbarveni grizzle u plemene saluki (Obrazek 6c¢).
Pfi¢inna mutace je zaména guaninu za thymin (¢.233G>T) a vede k zabudovani valinu do nové
vznikajiciho proteinu misto ptivodniho glycinu (G78V) (Dreger & Schmutz 2011).

U plemene anglicky kokr$pan¢l byla diky sekvenovani genu MC1R nalezena substituce
(c.250G>A), ktera vede k nahrazeni kyseliny asparagové za asparagin v transmembranové
doméné melanokortinového receptoru 1. Alela s touto mutaci byla nazvana EM a vede
ke snizené expresi eumelaninu a tim svétlejsi srsti s postupnym prechodem barev od zlaté az
po hnédou. Nejtmavsi zbarveni 1ze pozorovat na vrchu hlavy a na hibetu, kde se vytvari typické
tmavé sedlo (Obrazek 6d) (Miklési 2018; Genomia 2019; VetGen 2019).

Prvni popsané recesivni alela (e) v tomto genu vznikla substituci cytosinu za thymin
v pozici 916 (c.916C>T). Ta zpusobuje vznik pfedéasné¢ho stop kodonu (R306ter). Misto
pokracovani tvorby funk¢niho proteinu je tedy syntéza zastavena, coz vede ke vzniku Zlutého
zbarveni (Obrazek 6e) (Everst et al. 2000; Newton et al. 2000).
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Nedavno byla identifikovana recesivni alela €2, ktera zpiisobuje nestandardni krémové
zbarveni australského honackého psa. Tato alela je zpisobena zdménou guaninu za cytosin
v promotorové sekvenci genu MC1R 430 nukleotidl pted start kodonem (€.-430G>C), coz vede
ke ztraté vazebného mista pro MITF a tim k redukci tvorby mRNA vzniklé transkripci genu
pro melanokortinovy receptor 1. Dal§i recesivni alelou je € kterd vznika deleci dvou
nukleotidi v kodujici sekvenci MC1R (c.816_817delCT). Predpoklada se, Ze tato mutace vede
ke vzniku receptoru, kterému chybi posledni transmembranova doména. Tato zména receptoru
vede u plemen aljassky a sibifsky husky k extrémné sniZzené tvorbé feomelaninu a tedy témét
bilému zbarveni (Obrazek 6f) (Diirig et al. 2018).

Gen ma tedy mnoho alel s nasledujici postupnou uplnou dominanci: EM> E® > E > E" >
e (Schmutz 2018; Genomia 2019). Dvoudimenziondlni struktura proteinu MCI1R se
znazornénymi pozicemi mutacemi je Ptilohou 3.

Obrazek 6: Fenotypové projevy alel genu MC1R: a) velky knira¢ (E), b) némecky boxer (EM),
c) saluki (E®), d) anglicky kokr$panél (EM), e) zlaty retrivr (), f) sibiisky husky (e9).
Zdroj: https://www.pets4homes.co.uk/dog-breeds/

3.3.2.2 Gen pro agouti signalni protein (ASIP)

Zatimco MCIR je sloZen pouze z jednoho exonu, ASIP obsahuje 4 exony odd¢lené
dlouhymi introny (Lightner 2009). Jeho lokus (A) byl nalezen na 24. chromozému (CFA24)
(Kerns et al. 2004). Agouti protein je parakrinni signdlni molekula sekretovana
specializovanymi bunikami sousedicimi s melanocyty. Dominantni alely MC1R umoziuji
produkci obou melaninovych barviv, pti¢emz vysledny fenotyp zavisi na alelach ASIP. Alely
vedouci k tvorbé funkéniho proteinu zajistuji produkci feomelaninu oproti alelam, které
zpisobuji nefunkénost agouti signalniho proteinu a nasledkem je vznik eumelaninu (Schmutz
et al. 2003). Distribuce eumelaninu a feomelaninu napfi¢ télem psa a podél jednotlivych
chlupovych os je urena hierarchii ¢tyf alel: a¥ > a" > a' > a (Dreger & Schmutz 2011).
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Alela a% (wolf sable — vlkoseda) je povazovana za nejstarsi, jelikoz se vyskytuje ve
vysoké frekvenci u primitivnich plemen, jako jsou napiiklad Spicové a je shodna se sekvenci
genu ASIP u vlka obecného (Berryere et al. 2005; Dreger & Schmutz 2011). Tuto alelu ma
fixovanou velmi malo plemen, coz u domestikovaného psa naznacuje vysokou turoven
divergence v lokusu A. Fenotypovy projev této alely je charaktericticky chlupy s agouti
vzorem, které se vyskytuji na hlavé a zadech, zatimco ventralni ¢ast téla je tvofena prevazné
feomelaninovym zbarvenim srsti (Obrazek 7a) (Schmutz & Berryere 2007; Dreger & Schmutz
2011).

Diky dvéma bodovym mutacim v exonu 4 genu ASIP vznikla alela a¥ (yellow — Zluta).
Mutace ¢.244G>T a ¢.248G>A (Oguro-Okano et al. 2011) vedou k zaméné dvou aminokyselin
(A82S) a (R83H) v polypeptidovém fetézci (Berryere et al. 2005). Vysledkem je pak zluta barva
ve formé soboli (sable) (Obrazek 7b) nebo plavé (fawn) (Obrazek 7c), které se vyskytuji u
pievazné vétsSiny FCI plemen (Schmutz & Berryere 2007; Dreger & Schmutz 2011).

Treti alela a' (tan point — paleni) je pravdépodobné vysledkem staré mutace, jelikoZ se
objevuje u velkého mnozstvi psti. Mohla tedy vzniknout jesté pied tvorbou modernich plemen.
Jediny rozdil oproti alele a" je v inzerci SINE (Short Interspersed Nuclear Element) do oblasti
intronu 1 (exony jsou sekvenéné shodné), kterd je pfiblizné 239 bp dlouha a jejiZ orientace je
vici kodujici sekvenci ASIP reverzni (Dreger & Schmutz 2011; Ciampolini et al. 2012).
Sekvencné je z 92,3 % shodna se SINEC Cf sekvenci, ktera je v psim genomu velmi Casta a
znama tim, ze zpusobuje alternativni sestiih (Wang and Kirkness 2005; Dreger & Schmutz
2011). V sekvenci SINE ptitomné v genu pro ASIP jsou ¢asté SNP, bodové inzerce a delece,
které na vysledny fenotyp nemaji vliv. Tento fenotyp nazyvany ,,black and tan* neboli paleni
(Obrazek 7d) je charakteristicky feomelaninové zbarvenymi distalnimi ¢astmi koncetin,
stranami tlamy, malymi fli¢ky nad kazdym okem, oblastmi na kaudalnim povrchu hrudniku a
na ventralnim povrchu ocasu. Zbytek srsti je eumelanisticky zbarveny. Druhy fenotyp, ktery
tato alela zptsobuje, je znamy jako ,,saddle tan“ (sedlové paleni). Je velmi podobny fenotypu
black and tan, pficemz jsou feomelaninové oblasti rozsifenéjs$i a eumelaninova pigmentace je
omezena na oblast ,,sedla” na hibeté (Obrazek 7e) (Dreger & Schmutz 2011).

Posledni znama alela (a) zptisobujici recesivni ¢erné zbarveni byla objevena u némeckych
ovc¢aku a je charakteristicka zménou guaninu za thymin v pozici 288 ve ¢étvrtém exonu, coz ma
za nasledek nahrazeni argininu za cystein (R96C) (Kerns et al. 2004), a ptfitomnosti SINE
inzerce (stejné jako u alely a') (Dreger & Schmutz 2011). Ztoho vyplyva, Ze vznikla
pravdépodobné z alely a' jednou bodovou mutaci (Kerns et al. 2004). Tuto hypotézu potvrzuje
1 fakt, Ze tato forma genu pro ASIP byla nalezena pouze u ovcackych pst, Spicti a plemene
samojed. To mize naznacCovat, Ze se jedna o pomérn¢€ novou mutaci (Dreger & Schmutz 2011).
Pritomnost cysteinu v pozici 96. aminokyseliny vede k naruseni motivu ICK (inhibitor cystine
knot) a to ma za nasledek vyhradni produkci eumelaninu a vznik ¢erné srsti po celém téle
(Obrazek 7f) (Kerns et al. 2004).
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Obrazek 7: Fenotypové projevy alel genu ASIP: a) saarloostiv vicak (a%), b) soboli tibetsky
Spanél (a¥ — soboli), ¢) plavy francouzsky buldocek (a¥ — plavd), d) dobrman (a! — paleni),

e) velSteriér (a' — sedlové paleni), f) némecky ovéak (a).

Zdroj: https://www.pets4homes.co.uk/dog-breeds/

3.3.2.3 Gen pro beta-defensin 103 (CBD103)

V roce 2007 byla pomoci vazebné analyzy prokazéana piitomnost tfetiho genu, ktery
ovlivituje mechanismus zvany ,,pigment-type switching“. Tento gen byl identifikovéan jako gen
pro beta defensin 103 (CBD103), ktery se nachazi na 16. chromozému (CFA16). Jeho lokus
dostal nazev K a u psti byly detekovany tfi alely s nasledujicim pofadim dle dominance: K& >
kbr > kY (Candille et al. 2007; Schmutz & Berryere 2007).

Alela k¥ (yellow — Zluta) je povazovana za ptivodem nejstarsi a je zodpovédna za tvorbu
feomelaninu. Jedinci, kteti maji tuto alelu na obou chromozémech, maji fenotyp tvofen barvami
od svétle Zluté az po kastanovou (Obrazek 8a) (Schmutz & Berryere 2007).

Deleci tii nukleotidi ve druhém exonu kédujicich 23. aminokyselinu glycin vznikla alela
KB (black — &ern4). Tato delece ma za nasledek zvysenou produkci betadefensinu 103 a jeho
vy$si afinitu k melanokortinovéu receptoru 1, coz zpiisobuje vyhradni produkci eumelaninu a
vznik fenotypu ,,dominantni ¢erna“ (Obrazek 8b) (Kerns et al. 2007; Chen et al. 2009).

Posledni objevenou alelou je kP (brindle — Zihani). Tato alela zplsobuje fenotyp
projevujici se eumelaninovymi pruhy srsti na zakladnim svétlém zbarveni (Obrazek 8c) (Kerns
et al. 2007). Zihani se vyskytuje napiiklad u plemen greyhound, vipet, némecka doga, skotsky
jeleni pes a dalSich (Schmutz et al. 2003). Candille et al. (2009) se domniva, Ze tato alela vznikla
nealelickou homologni rekombinaci mezi KB a kY chromozomy, ktera vedla k duplikaci oblasti
betadefensinu 103 alespon pied tisici lety. Tato duplikace je tedy tvotena jednou kopii KB a
jednou kopii kY, coz vede k expresi obou alel a vzniku pruhovaného zbarveni. Danou teorii
potvrzuje dalsi studie, ve které bylo nalezeno CNV (Copy Number Variation) v lokusu pro
CBD103 napiiklad u plemen boxer nebo akita inu (Chen et al. 2009). Kvili své slozité struktuie
nebyla alela kP nikdy spolehlivé popséana (Dreger et al. 2019).
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Obrazek 8: Fenotypove projevy alel genu CBD103: a) belglcky ovcak malinois (kY),
b) labradorsky retrivr (KB), ¢) vipet (k). Zdroj: https://www.pets4homes.co.uk/dog-breeds/

3.3.2.4 Interakce mezi jednotlivymi alelami gentt MC1R, ASIP a CBD103

Alely vySe zminénych genl spolu v ruzné mife interaguji. Alely genu MCI1R jsou
epistatické vici alelam v ostatnich lokusech. Pokud ma pes alesponi jednu dominantni alelu,
diky niz se tvofi funk¢éni melanokortinovy receptor 1, mize se projevit fenotyp alel K lokusu.
Pro projev alel A lokusu je potieba zaroven s dominantni alelou v E lokusu i jedna z recesivnich
alel v K lokusu (Kerns et al. 2007; Candille et al. 2009). Zjednodusené schéma interakci alel ti
vyse zminenych gent je na Obrazku 9.

E lokus
| |
EM, EE, Ee ee — ay.
ternd maska recesivni Zluta
K lokus
| |
KB. kYky Kbrikbr, Kbrky — atat, ata
zihané paleni
A lokus A lokus ———
av. a¥a", a"a’, a¥a ata', ata
plavi/soboli vikofeda f F F recesivni ¢erna

Obrazek 9: Schéma interakce mezi alelami gentt MC1R, CBD103 a ASIP — genetické podstata
vzniku riznych typt zbarveni srsti pst. (Zdroj: Korec et al. (2019), upraveno podle Kerns et al.
(2007) a Candille et al. (2009)). Tecka v genotypu znamena, Ze se na druhé pozici mize
vyskytovat jakékoliv alela daného lokusu.
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3.4 Metody molekularni biologie

3.4.1 lzolace DNA

Izolace DNA spociva v jeji extrakci z bunék a oddé€leni od ostatnich bunécnych slozek.
Cilem je ziskat DNA v nativnim stavu v dostate¢ném mnozstvi a ¢istoté. Prvnim krokem je lyze
bunék, pii které se narusi cytoplazmatickd membrana naptiklad mechanicky ¢i pisobenim
detergentli a enzymu. Dale je tieba precistit vzniklou smés od RNA, proteint a dalSich latek.
K tomu slouzi komeréné dostupné enzymy, jako jsou RNazy (pro rozklad RNA) a proteinazy
(pro rozklad proteint1). Dal§im krokem je srazeni DNA alkoholem, jeji imobilizace na kolonce
a promyti od ostatnich ptitomnych latek, které nosi¢em voln¢ prochézeji. Po precisténi lze DNA
znovu rozpustit v pufru a uvolnit tak z kolonky (Doskaf et al. 2010). Pro automatizaci byly
vyvinuty komeréné dostupné kity, které umoziuji snadnéjsi a rychlejsi izolaci DNA (Prtsa
1997).

Koncentrace a kvalita izolované DNA muze byt odhadnuta spektrofotometricky métenim
absorbance roztoku pii vinovych délkach 260 a 280 nm. Pomér téchto dvou absorbanci se pro
DNA pohybuje okolo 1,8. Zaroven plati, ze hodnota mensi nez 1,75 svéd¢i o kontaminaci
bilkovinami. Nésledné lze ovétit vysokomolekularitu ziskané DNA elektroforetickou separaci
Vv agar6zovém gelu (Prasa 1997; Doskar et al. 2010).

3.4.2 Gelova elektroforéza

Principem gelové elektroforézy je separace DNA molekul pfi jejich pohybu v gelu na
zakladé jejich molekularni hmotnosti — velikosti. Vysoce elektronegativni molekuly DNA
v gelu migruji vlivem stejnosmérného elektrického proudu smérem k opacné nabité elektrodé
(anodé@) (Prtsa 1997; Doskar et al. 2010). Gel je sit’ polymernich molekul s pory, v nichz se
nukleové kyseliny pohybuji. Mensi molekuly prochézi témito pory rychleji nez vétsi.
Agardzova elektroforéza je nejefektivnéjsi na separaci DNA fragmentl o velikosti 100 bp az
25 kb. Fragmenty mens$i jak 100 bp jsou lépe separovatelné pomoci polyakrylamidové
elektroforézy (Lee et al. 2012).

Jednotlivé vzorky DNA se nanasi do jamek, které jsou vytvoreny pomoci hiebinku pred
ztuhnutim gelu (Lee et al. 2012). Ten je ulozen horizontaln€ v cele a ponoten do pufru (TE,
TBE nebo TAE). Nanaseni vzorkti do jamek piedchazi jejich smichani s latkou, ktera obsahuje
barvu viditelného spektra (napt. sacharoza) (Prasa 1997). Tato barva zviditelni vzorek a doda
mu hustotu, diky ¢emuz se 1épe nanasi do jamky. Dalsi vyhoda ptidani tohoto barviva spociva
v jeho standardnim pohybu v gelu, coz umoznuje odhadnout polohu separovanych DNA
fragmentt (Lee et al. 2012).

Jelikoz samotna DNA neni v gelu pouhym okem vidét, vyuZziva se vizualizace riiznymi
barvivy. Nejcastéji se pouziva fluorescencni barvivo ethidium bromid, ktery ma schopnost
vmezefit se do molekuly DNA a pod ultrafialovym zafenim emituje Cervené svétlo (Doskar et
al. 2010). Alternativou je naptiklad SYBR Green, Crystal Violet, Methyl Blue a jiné (Lee et al.
2012).

Velikost DNA fragmentu lze stanovit srovnanim jeho polohy s polohou hmotnostniho
standardu v gelu (Doskafr et al. 2010). Tento standard nebo takzvany zebtik obsahuje fragmenty
o znam¢ velikosti a pouziva se v kazdé fadé vzorku (Lee et al. 2012).
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343 PCR

Polymerazovou fetézovou reakci (PCR — Polymerase chain reaction) vyvinul v roce 1983
biochemik Kary Banks Mullis (Mullis 1990). Jedna se o in vitro metodu, diky niz lze rychle a
jednoduse nasyntetizovat velké mnozstvi specifického tiseku DNA (Lorenz 2012).

PCR je zaloZena na replikaci nukleovych kyselin opakovanim tfi hlavnich kroki. Prvnim
je zahiati na 95 °C pro rozvolnéni dvouSroubovice DNA na dvé samostatna vlakna
(denaturace). Tim se sekvence zpiistupni primeram, které v dalsi fazi po ochlazeni hybridizuji
s komplementarnim tsekem templatové DNA (anelace). Tietim krokem je prodluzovani
primert DNA polymerazou (elongace), ktera piidava deoxynukleosidtrifosfaty na zakladé
komplementarity jednotlivych bazi za vzniku fosfodiesterové vazby. S kazdym takovym
cyklem se mnozstvi danych molekul DNA zdvojuje, ¢imz dochézi k jejich exponencialnimu
narustu. Vznikaji tak molekuly dvouvldknové DNA, které jsou na svych 5" koncich ohraniceny
sekvenci primert (Mullis et al. 1986). Pocet cykli se obvykle pohybuje od 15 do 30 (Prasa
1997). Samotna reakce probihd v termocykleru, ve kterém se teplota méni automaticky dle
konkrétniho nastavitelného programu (Pantti¢ek a Doskai 2010).

Templatovd DNA miZe byt pfitomna v malé koncentraci a mize pochdzet v podstateé
z jakychkoliv zdroju (z krve, bukalnich stért aj.), v Cisté form¢& nebo ve smési riznych
biologickych materiald (Mullis 1990). Necistoty ve formé soli, detergentli a dalSich latek
nicméné pasobi na proces amplifikace negativné. Toto zne€isténi mize byt minimalizovano
dostate¢nym nafedénim vzorki (Pantiic¢ek a Doskar 2010). Cilova sekvence nemusi byt znama,
ale je potieba znat sekvence usekli DNA, na které budou nasedat primery (PrtiSa 1997). Dtlezita
je také uplna pocatecni denaturace DNA, aby se primery mohly vézat specificky (Panticek a
Doskat 2010). Takto lze pomoci PCR amplifikovat fragmenty dlouhé az 40 kb, ¢ehoZ se
vyuziva naptiklad pti sekvenovani a mapovani genomu (Cheng et al. 1994).

Piesnost a spé$nost této metody je zaloZena na navrZeni specifické sekvence primert
s piithlédnutim k sekvenci celého genomu studované¢ho organismu. Délka primera byva od 18
do 25 nukleotidd, pticemz obsah G a C je v rozmezi 40-60 %. Oba primery by mély mit
priblizné stejnou teplotu tani, jejich sekvence by mezi sebou nemély byt komplementarni a
nem¢ély by tvofit sekundarni struktury (vlasenky) (Pantic¢ek a Doskat 2010). Takto navrzené
primery se do reakce pfidavaji vzdy v nadbytku (Mullis et al. 1986). Typicka anela¢ni teplota
se pohybuje v rozmezi 55-68 °C po dobu 30-60 s (Pantiicek a Doskati 2010). Zatimco nizka
teplota snizuje specifitu, vysoka teplota snizuje vytéznost (Prasa 1997).

Syntézu novych vlaken pii 68-72 °C katalyzuje DNA polymeraza od 5’ konce k 3’ konci
za¢inajici od primerti. Behem prvniho cyklu pokracuje syntéza nového vldkna az za sledovanou
sekvenci, ale nasledné cykly jiz amplifikuji usek mezi dvéma primery. Pokud je amplifikovana
sekvence bohata na G a C, voli se vyssi elongacni teplota (az 80 °C) (Prisa 1997; Panttcek a
Doskar 2010). Objev termostabilnich polymeraz zjednodusil PCR a umoznil jeji automatizaci.
Termostabilni DNA polymerazy (napiiklad Taq — Thermus aquaticus) vydrzi vysoké teploty
béhem denaturace, a tak je neni tfeba pfidavat do reakce pti kazdém cyklu. Mimo to zlepSuji
specifitu, vytéznost a sensitivitu amplifikace (Saiki et al. 1988). Komerén¢ dostupné jsou mimo
jiné 1 takzvané Hot Start DNA polymerdzy, které eliminuji nespecifické nasedani a
prodluzovani primert pfi laboratorni teploté tim, Ze jsou aktivni az pii prekroceni urcité teploty
(vétsinou teplota denaturace — 94 °C) (Pantii¢ek a Doskat 2010).
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Reakce dale obsahuje pufr (naptiklad Tris-HCI) a dvojmocné hotecnaté kationty (Mullis
et al. 1986). Pro ziskani nejlepSich vysledkli se musi koncentrace jednotlivych slozek (hlavné
Mg?*) piizpuisobit konkrétni reakci (Lorenz 2012).

Jelikoz je tato metoda velmi citliva na kontaminaci, byla v laboratofich zavedena zvlastni
opatieni jako je pouziti jednorazovych rukavic, UV svétla k odstranéni exogennich nukleovych
kyselin na pracovni ploSe a systém negativni kontroly (Panticek a Doskat 2010).

344 RFLP

RFLP neboli délkovy polymorfismus restrikénich fragmenta je molekularné geneticka
metoda zalozend na Stépeni DNA restrikénimi endonukledzami typu II na rtzné dlouhé
fragmenty (Snustad & Simmons 2009). Tyto endonukleazy rozpoznavaji urcitou kratkou
sekvenci DNA odpovidajici palindromu a v ni nebo v jeji blizkosti DNA §tépi. Polymorfismus
spociva ve variabilité vyskytu téchto §t€pnych mist u riznych molekul DNA (Prasa 1997).
Zminéna $tépnd mista mohou vznikat ¢i zanikat naptiklad mutacemi DNA, proto mize RFLP
slouzit k detekci konkrétnich mutaci (Snustad & Simmons 2009).

Casto se vyuziva modifikace této metody Vv podobé PCR-RFLP, kdy je pomoci PCR
amplifikovan jeden konkrétni fragment DNA, ktery je poté Sté€pen restrikéni endonukledzou
(Pantcek a Doskai 2005). K detekci $tépeni slouzi elektroforéza, pii které se vzniklé fragmenty
separuji a nasledné porovnaji s hmotnostnim standardem (Snustad & Simmons 2009).

3.45 Sekvenovani

Sekvenovani DNA spociva v urceni potradi jednotlivych nukleotidd, tedy stanoveni jeji
primarni struktury. Diky tomu l1ze nésledné odvodit aminokyselinovou sekvenci proteinu, ktery
tento sek DNA kdduje a zjistit dalsi informace naptiklad o regulaci tvorby dané bilkoviny
nebo o pfitomnosti a poloze mutaci v sekvenci DNA (Panticek 2010).

Prvni generace sekvenovani

Do takzvané prvni generace sekvenovani patii Sangerova dideoxyterminacni metoda
(Metzker 2010). Ta je zaloZzena na schopnosti DNA polymerazy pti PCR zabudovat do nové
vznikajiciho ftetézce 2,3-dideoxynukleosidtrifosfaty (ddNTP). Tyto nukleosidtrifosfaty
postradaji hydroxylovou skupinu nejen na 2’ ale i na 3 uhliku, tudiZ DNA polymeraza nema
kam pfipojovat dalsi nukleosidtrifosfaty (ANTP) (Atkinson et al. 1969). Amplifikace probiha v
termocykleru a nej€astéji se vyuziva Tag DNA polymerdzy, jelikoZ je schopna pracovat pfi
vysoké teploté a nizké koncentraci soli, coz pomaha udrzovat DNA v denaturovaném stavu,
ktera tak netvoii Spatné sekvenovatelné sekundarni struktury (vlasenky) (Prasa 1997; Innis et
al. 1988). Pii sekvenaci vznika smés rizné dlouhych fragmentt, které maji sekvencné stejny
zacatek a konéi vzdy v jiné pozici jinym ddNTP (Sanger et al. 1977). Detekce téchto
terminujicich ddNTP je umoZnéna diky jejich fluorescenénimu znaceni naptiklad pii kapilarni
elektroforéze (Obrazek 10a) (Metzker 2010). Vyhodnocovani dnes probiha jiz na pocitacich
pomoci specializovanych softwarti (Prasa 1997). Sangerova metoda dominovala téméet dvé
desetileti, béhem kterych byla automatizovana a je stile vyuzivana pro sekvenovani PCR
produktt (Mardis 2008; Metzker, 2010), pficemz délka ¢teni je piiblizné 700 bazi (Pettersson
et al. 2009).
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Druha generace sekvenovani

Metody druhé generace sekvenovani maji spoleény postup: piipravu knihovny,
sekvenovani, zarovndni a sestaveni sekvence. Pfednosti téchto technik je relativné levna
produkce obrovského objemu dat (Metzker 2010). Z toho vyplyva nevyhoda téchto metod,
ktera spociva ve vysoké naro¢nosti na zpracovani a ukladani dat (Ari & Arikan, 2016). Mezi
druhou generaci sekvenovani se fadi platformy jako je Roche 454 Genome Sequencer, Illumina
Genome Analyzer, Life Technologies SOLID System a dalsi (Zhou et al. 2010).

Pyrosekvenovani (Roche 454) bylo prvni komeréné dostupnou metodou sekvenovani,
které nevyuzivalo ddNTP. Metoda je zalozena na fragmentaci molekul DNA na krasi tiseky o
rizné délce, které jsou nasledn¢€ imobilizovany na magnetickych kulickach (na kazdé kulicce
je idealné jeden fragment) (Margulies et al. 2005). Nasleduje emulzni PCR, jejiZ princip spo¢iva
v amplifikaci jednoho vlakna DNA v kapce vody, ktera je obklopena olejem, coz vytvari
ohrani¢ené prosttedi tzv. mikroreaktoru (Dressman et al. 2003). Kuli¢ky se pak po jedné umisti
do jamek na pikotitracni desti¢ce, kde probihaji jednotlivé pyrosekvenacni reakce. Do jamek se
pridaji sekvenacni primery spolu s DNA polymerazou, sulfuryldzou, luciferdzou a luciferinem.
Deoxynukleosidtrifosfaty jsou jednotlivé po sobé aplikovany na desticku a jejich zabudovani
do nov¢ vznikajiciho vlakna zptsobi uvolnéni pyrofosfatu, ktery je sulfurylazou konvertovan
na adenosintrifosfat (ATP). Diky pfitomnosti ATP mulze luciferdza oxidovat luciferin na
oxyluciferin, ktery vydava zareni (Obrazek 10b). Emise svétla a jeho intenzita je detekovana
CCD kamerou. Po kazdém cyklu jsou dNTP degradovany apyrazou (Margulies et al. 2005) a
cely cyklus mize zac¢it nanovo. Vyhodou této metody byla moznost ¢teni stovek tisic sekvenci
v realném cCase s délkou cteni cca 400 bazi, coz umoznilo osekvenovani celkem 500 Mbp
zjedné pikotitraéni desticky v kazdém cyklu (Pettersson et al. 2009). Dalsi vyhodou
sekvenovani pomoci Roche 454 byla rychlost (od zacatku az do konce trvala sekvenace
pouhych 10 hodin). Jednim z nedostatki byla relativné vysoka chybovost u sekvenovani
homopolymert delsich nez 6 bazi (Liu et al. 2012). Dalsi nevyhodou byla vysoka cena na
osekvenovanou bazi (Rothberg and Leamon, 2008).

Platforma, ktera v souc¢asné dob&é dominuje na trhu, byla vyvinuta firmou Solexa, jez
pozdé&ji odkoupila firma Illumina, dle niz nese metoda nazev. Postup spociva v tvorbé stejné
dlouhych fragmentli DNA, na které se pfipoji specifické oligonukleotidy (adaptéry), na kazdy
konec jiny. Diky tomu mohou hybridizovat s komplementarnimi oligonukleotidy, které jsou
piipevnény na opticky transparentni reakéni cele (,,flow cell*). Nasleduje amplifikace, kde jako
primer slouzi pravé tyto oligonukleotidy. Po denaturaci se templatové vldkno DNA odd¢li a
zustane pouze nove nasyntetizované vlakno DNA kovalentné ptipojené k povrchu reakéni cely.
Na té jsou téZ oligonukleotidy komplementarni s druhym adaptorem na konci DNA vlékna,
které se ohne a hybridizuje s nim. To je zaklad pro takzvanou miistkovou amplifikaci (Ari &
Arikan 2016). Na cele se tak vytvori miliony shlukt sestavajicich z tisicti stejnych fragmentt.
Po odstranéni jednoho typu fragmentii se pfida DNA polymeraza, nukleotidy s blokujici
skupinou a fluoroforem na 3’ konci a prvni (forward) sekvenacni primery. DNA polymeraza
pfipoji vhodny nukleotid, nenavazané nukleotidy se odmyji, dojde k emisi zafeni a signaly
jednotlivych kolonii se detekuji CCD kamerou (Obrazek 10c). Nasleduje odsStépeni blokujici
skupiny na 3’ konci navazaného nukleotidu a promyti fluoroforu, prodlouzeni vlakna o jeden
nukleotid a detekce signalu se opakuje. Nakonec jSou nove syntetizované fetézce fragmentt
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chemicky odstranény a sekvenaéni reakce za¢ina nasednutim reverzniho primeru (druhy
sekvencni primer) a znovu nasleduji vyse popsané kroky (Pettersson et al. 2009; Ari & Arikan
2016). Ve srovnani se Sangerovym sekvenovanim je systém Illumina schopen produkovat vice
dat za kratsi dobu a ma nizsi naklady na osekvenovani jedné baze. Mira chybovosti (hlavné
substituci) je vSak vyssi (Metzker 2010; Ari & Arikan 2016). V porovnani s Roche 454
vykazuje lepsi vykon pii sekvenovani homopolymernich sekvenci, jelikoz je diky blokujicim
skupinam mozné zabudovani pouze jednoho nukleotidu v jedné reakci (Mardis 2013).

Dalsi metodou je SOLIiD systém od Life Technologies, ktery se dnes jiz nevyuziva.
Konstrukce knihovny je obdobna té pro pyrosekvenaci. K amplifikaci jednotlivych fragmentt
se téz pouziva emulzni PCR a vznikl¢ kuli¢ky jsou imobilizovany na sklenéném povrchu (Liu
et al. 2012). Sekvenacni reakce spociva v pripojovani sond DNA ligazou. Sondy jsou sekvence
0 osmi nukleotidech, znichz prvni dva jsou uréené k hybridizaci stemplatem a jsou
fluorescencné znacené. Ostatni jsou degenerované (mohou vazat jakoukoli sekvenci DNA),
pficemz posledni 3 obsahuji fluorescencni barvivo pro detekci prvnich dvou béazi (na Obrazku
10d jsou degenerované nukleotidy symbolizovany ¢tverecky a nedegenerované kolecky). Diky
kombinaci téchto fluorescencnich znaceni lze detekovat vSech 16 moznych dinukleotidd. Po
zaznamenani signalu jsou nehybridizované sondy odmyty, posledni tfi piipojené baze
odstépeny a proces ligace se opakuje. Pro vyplnéni nedetekovanych mezer za¢ne v dalsim kole
sekvenace s posunem o jednu bazi. Takto je po péti kolech kazda baze piectena dvakrat, coz
zvySuje presnost sekvenace (Ari & Arikan 2016).

YRTum

A 6 6 AT A C C T G ..

- 3 /

Obrazek 10: Zjednodusené schéma a) Sangerova sekvenovani, b) Roche 454 pyrosekvenovani,
¢) [llumina (Solexa) a d) SOLiD sekvenovani (upraveno podle Pettersson et al. (2009)).
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Mezi dalsi komeréné dostupnou platformu sekvenovani patii Ion Torrent (dals$i produkt
Life Technologies). Za¢ina emulzni PCR a od ostatnich metod se li$i detekci jednotlivych
nukleotidli na zéklad¢ rozdilu v pH. Tento rozdil vznik4 uvoliiovanim protonti (H+ iontl)
béhem zabudovani nukleotidu a lze ho zjistit pomoci detektoru umisténého na polovodici
s jamkami (Obrazek 11). Kazda jamka ma svijj vlastni detektor a je v ni pouze jedna molekula
DNA (Rothgerg et al. 2011). Hlavni nevyhody tohoto systému jsou problémy se Ctenim
homopolymerti, jelikoz je zména pH zméfend sensorem nedokonale Umérnd poctu
detekovanych nukleotidii (Goodwin et al. 2016). Mezi vyhody patii relativné delsi a rychlejsi
Cteni a levnéj$i cena, neZ poskytuji jiné platformy (Liu et al. 2012).
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dNTP, uvolni se stejny
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cof zvyii zménu pH.

V kaidém cyklu je piitomen
pouze jeden typ dNTP.
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Obrazek 11: Zjednodusené schéma metody lon Torrent (uprevno dle Goodwin et al. (2016)).

J

Treti generace sekvenovani

Technologie tfeti generace vznikly za u¢elem sniZeni ceny a zjednoduSeni celého procesu.
To je dosazeno sekvenovanim jedné jediné molekuly DNA (Metzker 2010).

Za prvni komer¢né dostupou technologii spadajici do této skupiny se povazuje tSMS (true
single molecule sequencing) spolecnosti Helicos Biosciences. Funguje na stejném principu jako
[llumina, ale postup neobsahuje krok mistkové amplifikace (Heather and Chain 2016).
K fragmentim se ptipoji poly-A adaptéry, které hybridizuji s poly-T oligonukleotidy pfipojené
na sklenéné cele. Nasledné se ptidaji fluorescencni nukleotidy se zablokovanym 3’ koncem,
diky ¢emuz zaznamenava vysoce citliva CCD kamera zabudovani kazdého nukleotidu zv1ast’
(Obrazek 12a) (Kulski 2016). I kdyz byla tato metoda relativné pomald a nakladna, byla to
prvni technologie, kterd umoznila sekvenovani neamplifikované DNA a tim zamezila vzniku
vSem pridruZzenym zkreslenim a chybam (Schadt et al. 2010).

Dalsi velmi uspéSnou metodou tieti generace je SMRT (single molecule real time)
vyvinuta spole¢nosti Pacific Biosciences (Heather and Chain 2016). Funguje na principu
desti¢ky s nanojamkami, na jejichz dné je imobilizovana DNA polymeraza. V kazdé jamce je
sekvenovana jedna molekula DNA. Zablesky vznikajici na dné jamky pii zabudovani
fluorescencnich nukleotidii jsou snimany CCD kamerou (Obrazek 12b). Tento pfistup
nevyzaduje promyvani nukleotidii po kazdém cteni, ¢imz se zrychluje jejich inkorporace do
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nov¢ vznikajiciho vlaka a zlepSuje se kvalita ctené sekvence (Shokralla et al. 2012). Primarni
analyza dat probiha v realném ¢ase pomoci softwaru SMRT Analysis (Kulski 2016).

f - ®
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Obrazek 12: Schéma metod a) tSMS a b) SMRT (upraveno podle Pettersson et al. (2009)).

V roce 2014 byl firmou Oxford Nanopore Technologies pfedstaven novy pienosny
sekvenator MinlON, ktery ma rozméry mobilniho telefonu a s pocitacem komunikuje USB
portem (Lu et al. 2016). Princip této technologie spociva v protazeni molekuly DNA iontovym
kanalem ve fosfolipidové membran¢ a detekci zmén ve struktuie pérd pii prachodu
jednotlivych nukleotidii (Obrazek 13) (Goodwin et al. 2015). Nevyhodou je velka chybovost
zpusobena predevsim rozdilnou aktivitou jednotlivych kanald, coz Ize ale napravit opakovanym
¢tenim (Lu et al. 2016). Nespornou vyhodou je sekvenace v realném case bez amplifikace a
modifikace vzorku a dlouhé ¢teni (az 10 kb) (Chhapekar et al. 2016). Proto byva sekvenovani
pomoci nanop6rt nékterymi autory oznacovano jako metoda ctvrté generace sekvenovani (Ku
& Roukos 2013; Chhapekar et al. 2016; Yin et al. 2019).

motoricky '
protein Vedouci sekvence (nalevo) navede molekulu DNA k pdru.
1 nanopor Vldsenka (vpravo) umoiiuje sekvenaci obou vldken najednou.
elaktricky
proud (pA)
lontovy proud
je modulovan

prichodem 0 1 2 3 4 Zas [s)
molekuly DNA
nanopdrem.

Pfi priichodu DNA nanopdrem je detekovdna zmé&na proudu.

Obrazek 13: Sekvenovani pomoci ptistroje MinlION. Motoricky protein (zluté) protahuje jedno
vldkno DNA do nanopoéru (Sed€), coz zplisobuje zménu iontového proudu. Tyto zmény jsou
Vv pribéhu ¢asu zaznamenavany (fialova k¥ivka) (upraveno podle Goodwin et al. (2016)).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

4.1.1 Hodnoceni jedinci

Do hodnoceni bylo vybrano 125 jedincti plemene holandsky ov¢ak, z nichz 3 byli
dlouhostrsti, 6 hrubosrstych a zbytek tvofili kratkosrsti. Jedinci pochézeli prevazné z Ceské
republiky, dale pak ze Slovenska, Némecka, Svycarska a Polska. Sledovani psi byli viech
veékovych kategorii a obé pohlavi byla rovnomérné zastoupena.

4.1.2 Odbér DNA

Jednotlivé vzorky DNA byly odebrany neinvazivni metodou — stérem z bukalni sliznice.
VSsichni chovatelé dostali ndvod na postup pii odbéru, aby bylo zamezeno kontaminaci (Pfiloha
4). Pro stér bukalni sliznice slouzil specialni karta¢ek k tomu urceny (Cyto-brush). Po odbéru
a oschnuti od slin byl kartaéek uzavien v papirové obalce, dokud nebyla provedena vlastni
izolace DNA.

4.1.3 lzolace DNA

Izolace DNA 7z odebranych vzorkid probihala pomoci komeréné dostupného kitu
NucleoSpin Tissue XS od firmy Macherey-Nagel. Dle pfilozeného navodu byl dodrzen postup
pro izolaci DNA z bukalnich stérti. Kazda takto izolovana DNA nasledné prosla kvantitativnim
a kvalitativnim ohodnocenim. Koncentrace vzorku byla zjisténa spektrofotometrem
NanoPhotometer (Implen). Vysokomolekularita byla ovéfena pomoci elektroforézy v 1,5%
agardzovém gelu.

4.2 Pouzité primery
Primery vyuzité pii feSeni diplomové prace jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Piehled pouzitych primera

nazev sekvence (5°- 3°) gen zdroj
MC1R-E GGAGGGTGCAGTGGGTTCT j L
MC1R -R AGTCACATGGGTATCAATCACCA pMcig  navrzeny priresent
MCIR _B-R AGGTGCCATTGAGAGAGCC diplomoveé prace
ASIP_SINE-F GGACAGTTTCACCGAATATAGGA ASIP navrzeny pfi feseni
ASIP_SINE-R TCAGGAAGATGGTCAGGAAGA diplomové prace
ASIP ex4-F GATGTCTGGTCTGGAGCCTC

ASIP_ex4-R TCAGCATCTGGGACTGAGAACGC ASIP Berryere et al. 2005
CBD103_ex2-F TCTTTGCAGGAAATGGGGGA

CBD103_ex2-R TACAACGCTCCCATCCCATT CBD103 navrzeny pfi reseni
CBD103_ex2del-F CTTTGCAGGAAATGGGATTAT diplomové prace
CBD103_ex2del-R CAGGAGGCATTTTCACACTT
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Primery MC1R, MC1R _B, ASIP_SINE, CBD103_ex2 a CBD103_ex2del byly navrzeny
v programu Primer3 Input v4.1.0 (Untergasser et al. 2012), ktery je dostupny na adrese
http://primer3.ut.ee. Kvalita a specifita vSech dvojic primera byla ovéfena pomoci softwari
OligoEvaluator dostupné na strankach Sigma-Aldrich (http://www.oligoevaluator.com) a
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Zhang et al. 2000).

4.3 Analyza genu pro melanokortinovy receptor 1 (MC1R)

Gen MCIR je typicky vyskytem vétsiho po¢tu mutaci, proto bylo k jejich detekci zvoleno
sekvenovani pomoci Sangerovy dideoxytermina¢ni metody. K tomu byla uzptisobena i samotna
amplifikace.

4.3.1 Amplifikace genu MC1R

Pro navrzeni vhodnych primeri Kk hodnoceni variability genu MC1R byly analyzovany
sekvence NC _006587.3 a NM _001014282.2 z databaze NCBI (National Center for
Biotechnology Information) dostupné na adrese https://www.ncbi.nlm.nih.gov. Pozice primera
a znamych mutaci ve vybrané sekvenci jsou uvedeny v Pfiloze 5.

Reakéni smés 0 celkovém objemu 10 pl obsahovala 10 ng izolované DNA, 0,2 uM
MC1R-F primer, 0,2 uM MCI1R-R primer a 1x Multiplex PCR Master Mix Plus (Qiagen).
Kazdy vzorek byl amplifikovan ve dvou kopiich v termocykleru C-1000 Touch (Bio-Rad) nebo
T-gradient (Biometra). Teplotni profil amplifikace uvadi Tabulka 2.

Tabulka 2: Program PCR pro amplifikaci

faze PCR teplota (°C) ¢as (min) pocet cykli
predenaturace 95 10 1
denaturace 95 0,5

anelace 60 1,5 35
elongace 72 1

postelongace 72 10 1

4.3.2 Sekvenace genu MC1R

Pro sekvenovani byly pouzity fragmenty separované Vv 1% agardézovém gelu o
predpokladané délce 1500 bp, jejichz velikost byla odhadnuta pomoci s hmotnostniho
standardu GeneRuler 100 bp (Thermo Fisher Scientific). Tyto fragmenty byly nasledné z gelu
izolovany pomoci kitu Gene Jet Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific) dle manuélu vyrobce
a kvantifikovany pomoci UV spektrometrie. Vysledna koncentrace DNA byla upravena dle
pozadavkl poskytovatele sekvenacnich sluzeb (Eurofins Genomics Germany GmbH). Soucasti
sekvenac¢ni reakéni smési byl vzdy jeden z primera MC1R-F, MC1R-R nebo MC1R_B-R 02,5
uM koncentraci.

Analyza sekvenci byla provedena v softwarech BioEdit v7.2.5 (Hall 1999), MUSCLE
(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) (Edgar 2004) dostupného na adrese
https://www.ebi.ac.uk, Sequencing Analysis Software v5.2 (Thermo Fisher Scientific) a
Variant Reporter v1.1 (Thermo Fisher Scientific).
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4.4 Identifikace mutaci genu pro agouti signalni protein (ASIP)

Jelikoz byly u plemene holandsky ovcak pozorovany pouze barvy zluta, cerné zihana a
zihané paleni, byly k detekci zvoleny alely a¥, a"¥ a a'. Alela zpisobujici recesivni ¢ernou barvu
srsti po celém téle psa (a) nebyla detekovana, protoze se u holandského ovcaka toto zbarveni
nevyskytuje. Jelikoz je alela a¥ povazovana za pivodni, tj. bez mutaci, alela a! vznikla inzerci
SINE vintronu 1 a alela @¥ je charakteristickda dvéma mutacemi v exonu 4, byly k analyze
vybrany prave oblasti intronu 1 a exonu 4 genu ASIP.

441 Analyza vyskytu SINE inzerce

Jelikoz ma SINE inzerce v intronu 1 velikost pfiblizné 239 bp, byla k detekci jejiho
vyskytu pouzita agar6zova elektroforéza, pomoci niz lze spolehlivé rozliSit amplifikované
fragmenty dle jejich velikosti. Tomu byla uzptisobena i amplifikace vybrané oblasti.

4.4.1.1 Amplifikace oblasti intronu 1

Pomoci sekvence publikované v databazi NCBI pod ¢islem NC_006606.3 dle Dreger &
Schmutz (2011) a Ciampolini et al. (2012), byla zjisténa sekvence SINE inzerce a detekovana
oblast, ve které se nachazi. Primery byly navrzeny, aby dané misto ohrani¢ovaly (Ptiloha 6).

Slozeni reakéni smési 0 celkovém objemu 10 ul bylo nasledujici: 5 ng DNA, 0,2 uM
ASIP_SINE-F primer, 0,2 uM ASIP_SINE-R primer a 1x Multiplex PCR Master Mix Plus
(Qiagen). Vzorky byly amplifikovany v termocykleru C-1000 (Bio-Rad) nebo T-gradient
(Biometra). Podminky amplifikace jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Program PCR pro amplifikaci

faze PCR teplota (°C) ¢as (min) pocet cykll
predenaturace 95 10 1
denaturace 95 0,5

anelace 60 1,5 35
elongace 72 1

postelongace 72 10 1

Specifita a kvalita amplifikace byla u nékolika vybranych jedincti ovéfena Sangerovou
dideoxyterminaéni metodou dle postupu uvedené¢ho v podkapitole 4.3.2. a ziskané sekvence
byly porovnany s referenéni sekvenci NC_006606.3 pomoci softwaru MUSCLE (Edgar 2004).

4.4.1.2 Detekce vyskytu SINE inzerce

Elektroforeticka separace amplifikovanych framenti probihala 40 minut v 1,5%
agar6zovém gelu. Nasledné byla pozice fragmenti porovnana s hmotnostnim standardem
GeneRuler 100 bp (Thermo Fisher Scientific). U jedinci s alelou a' vznikal diky SINE inzerci
amplikon dlouhy 478 bp. Bez SINE inzerce (alely a¥ a @) byl amplifikovan fragment o velikosti
cca 239 bp.
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4.4.2 Analyza vyskytu mutace c.248G>A

4.4.2.1 Amplifikace oblasti exonu 4

Analyzou sekvence ¢islo NC_006606.3 z databaze NCBI a pomoci programu Primer3
Input 4.1.0 (Untergasser et al. 2012) bylo ovéteno, ze primery ASIP_ex4-F a ASIP_ex4-R
ohranicuji ¢ast exonu 4 se znamymi mutacemi. Jejich pozice je oznacena v Priloze 7.

V reakéni smési o celkovém objemu 10 pl se nachazely nasledujici komponenty: 5 ng
DNA, 0,2 uM ASIP_ex4-F primer, 0,2 pM ASIP_ex4-R primer a 1x Multiplex PCR Master
Mix Plus (Qiagen). Amplifikace probihala v termocykleru C-1000 (Bio-Rad) nebo T-gradient
(Biometra) a jeji podminky uvedené v Tabulce 4 byly optimalizovany pro specificnost primera
a zaroven vysokou vytéznost reakce.

Tabulka 4: Program PCR pro amplifikaci

faze PCR teplota (°C) ¢as (min) poéet cyklt
predenaturace 95 10 1
denaturace 95 0,5

anelace 64 1,5 35
elongace 72 1

postelongace 72 10 1

Amplifikaci byl tvofen fragment o délce 285 bp, ktery byl u nékolika vybranych jedincii
osekvenovan a porovnan s referencni sekvenci NC_006606.3 pomoci softwaru MUSCLE
(Edgar 2004).

4.4.2.2 Detekce vyskytu mutace ¢.248G>A

Analyzou sekvence amplikonu pomoci softwaru NEBcutter v2.0 (Vincze et al. 2003)
dostupného na adrese http://nc2.neb.com bylo detekovano restrik¢ni misto pro enzym BtsCl,
ktery rozpoznava sekvenci v pozici mutace G248A (alela @), pobliz kterého §té€pi obé vlakna
DNA. Rozpoznavaci sekvence tohoto enzymu je oznacena Vv Ptiloze 8.

Restrikéni $tépeni probihalo v termocykleru T-gradient (Biometra) v celkovém objemu
10 pl se slozenim: 5 pl amplifikovaného produktu, 1 pul NEBuffer CutSmart (New England
Biolabs) a 2 U enzymu BtsC1 (New England Biolabs). Podminky reakce jsou v Tabulce 5.

Tabulka 5: Program pro restrikéni $tépeni

faze reakce teplota (°C) ¢as (min)
Stépeni 60 15
denaturace 80 20

Fragmenty byly po stépeni elektroforeticky separovany 40 minut v 2% agar6zovém gelu
a jejich velikost urc¢ena pomoci hmotnostniho standardu GeneRuler 100 bp (Thermo Fisher
Scientific). Vyskyt mutace zptsobuje tvorbu restrik¢niho mista a $tépenim vznikaji fragmenty
o délkach 150 a 135 bp. Nemutovana alela naopak restrik¢ni misto neobsahuje, a proto fragment
zustava 285 bp dlouhy.
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4.5 Identifikace mutaci genu pro betadefensin 103 (CBD103)

U plemene holandsky ovcak se vyskytuje ¢erné€ pruhované zbarveni, které je zpisobeno
alelou k. Tato alela je dle Candille et al. (2009) charakteristickd vyskytem jedné kopie alely
KB a jedné kopie alely kY na jednom chromozému zaroven. JelikoZ se od sebe tyto dvé alely 1isi
deleci tii nukleotidii v exonu 2, byla jako metoda jejich detekce zvolena amplifikace pomoci
dvou para primera, které ji spolehlivé odlisi. Ktomu byla pouzita sekvence
ENSCAFG00000032247 z databaze Ensembl dostupné na adrese http://www.ensembl.org/.

45.1 Analyza oblasti exonu 2

4.5.1.1 Amplifikace odlisnych sekvenci alel KB a kY

Prvni dvojice primert CBD103_ex2 byla navrzena tak, aby F-primer nasedal na sekvenci
bez delece, ktera obsahuje trojici nukleotidi GGA. F-primer z druhé dvojice primert
CBD103_ex2 mél naopak sekvenci komplementarni k té, kterd je typickd deleci zminénych
nukleotidd. VSechny ¢tyfi primery byly navrzeny v programu Primer3 Input 4.1.0 (Untergasser
et al. 2012). Pozice primerua CBD103_ex2 je uvedena v Piiloze 9 a primert CBD103_ex2del
v Ptiloze 10.

Oba typy sekvenci exonu 2 genu CBD103 byly amplifikovany se shodnym postupem.
Slozeni reakéni smési o celkovém objemu 10 pl bylo nasledujici: 5 ng DNA, 0,2 uM F primer,
0,2 uM R primer a 1x Multiplex PCR Master Mix Plus (Qiagen). Amplifikace probihala
v termocykleru C-1000 (Bio-Rad) nebo T-gradient (Biometra) a jeji podminky jsou uvedené v
Tabulce 6.

Tabulka 6: Program PCR pro amplifikaci

faze PCR teplota (°C) cas (min) pocet cyklt
predenaturace 95 10 1
denaturace 95 0,5

anelace 60 1,5 35
elongace 72 1

postelongace 72 10 1

Specifita dvojic navrzenych primerti byla ovéfena sekvenaci obou amplifikovanych
fragmentl u né¢kolika vybranych jedinct.

4.5.1.2 Detekce vyskytu alel KB a kY

Jelikoz mély vyse zminéné amplifikace probihat pouze u jedinct s alelou k¥ (amplifikace
s primery CBD103_ex2) nebo u jedinct s alelou KB (amplifikace s primery CBD103_ex2del),
byla k jejich detekci zvolena elektroforeticka separace v 1,5% agar6zovém gelu. Separované
fragmenty byly nasledné porovnany s hmotnostnim standardem GeneRuler 100 bp (Thermo
Fisher Scientific). Pti pouziti primerd CBD103_ex2 vznikal amplikon o velikosti 186 bp. Pokud
byly v reakéni smési primery CBD103_ex2del, tvotily se fragmenty dlouhé 202 bp.
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4.6 Statistické vyhodnoceni vysledkii

4.6.1 Hodnoceni variability alel sledovanych geni v populaci

Variabilita populace byla vyhodnocena v programu Cervus v3.0.3 (Kalinowski et al.
2007). Sjeho pomoci byly vypocitany frekvence alel a vyslednych genotypi. Dale byla
stanovena hodnota ocekavané (He) a pozorované (Ho) heterozygotnosti. Ocekavana
heterozygotnost je teoretickou frekvenci heterozygott, ktera v populaci nastane pii dosaZzeni
rovnovazného stavu dle Hardy-Weinbergerova zakona.

4.6.2 Statisticka analyza vlivu mutaci genu MC1R na zménu fenotypu

Pro hodnoceni vztahu mezi distribuci detekovanych mutaci a nestandardnim zbarvenim
bez zihani byla zvolena metoda logistické regrese. Byly vytvofeny dva modely. Prvni z nich
zohlednil vliv genotypu jedincli na vysledné zbarveni. U druhého pak byly vzaty v tvahu jejich
haplotypy. Vyhoda téchto modelii spo¢ivd v moznosti exponencialni tranformace regresnich
koeficienti na poméry Sanci. V tomto ptipadé¢ byl tedy stanoven pomér Sance vzniku
nestandardniho zbarveni v souvislosti s genotypem nebo haplotypem, podle toho, ktery model
byl pouzit. Oba modely byly vytvofeny a vyhodnoceny v programu R v3.6.2 (R Core Team
2019). Regresni rovnice méla tvar:

logit (Y) = o + B1X1 1)
kde a je intercept (vychozi hodnota), oproti kterému jsou haplotypy/genotypy porovnavany a f3

je regresni koeficient. Logit (YY) je pfirozeny logaritmus Sance, ze ma dany genotyp nebo
haplotyp vliv na vysledny fenotyp. Jeho exponencialni transformaci 1ze ziskat tuto rovnici:

Sance (Y = 1) = exp[logit(Y)] = exp(a + B1X1) 2)

kde Sance (Y = 1) je Sance, ze ma dany genotyp/haplotyp vliv na vysledny fenotyp.
Pravdépodobnost 1ze spocitat jako pomér Sanci:

P(Y=1)=8ance (Y =1)/[1 +8ance (Y =1)] = 3)
exp(o + B1X1) /[1 + exp(a + B1X1)]

kde P(Y = 1) je pravdépodobnost, ze ma dany genotyp/haplotyp vliv na vysledny fenotyp.
Vysledky byly tedy formulovany pomoci Sanci a vysledna hodnota udévala, kolikrat vétsi

Sanci ma jedinec s danym genotypem/haplotypem, Ze se u né€j v prubéhu Zivota bude vytracet
zihani.
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5 Vysledky
5.1 lzolace DNA

Po izolaci byla pomoci UV spektrofotometru NanoPhotometer (Implen) urcena
koncentrace DNA, jejiz primérna hodnota byla 95 ng/ul. Spektrofotometr zobrazil i pomér
absorbanci A2eo/A2g0, jenz se pohyboval mezi hodnotami 1,8 az 2,1, coz je typické pro ¢istou
DNA. Vysokomolekularita izolované DNA byla ovéfena pomoci elektroforézy v 1,5%
agardzovém gelu.

5.2 Analyza genu pro melanokortinovy receptor 1 (MC1R)

K analyze genu MCI1R byla kromé& celé kodujici oblasti vybrana i ¢ast sekvence
odpovidajici promotoru, jelikoz se v ném vyskytuje mutace (e?), kterd u australskych
honackych psi zpusobuje krémové zbarveni (Diirig et al. 2018). Protoze se u plemene
holandsky ov¢ak casto vyskytuje eumelanisticka maska, byla do analyzované sekvence
zahrnuta i pozice jeji pfi¢inné mutace. Aby mohlo byt nasledné¢ provedeno zarovnani

osekvenovanych usekl (alignment), byly primery navrzeny tak, ze m¢l vysledny amplikon
délku 1500 bp.

5.2.1 Detekce vyskytu mutaci v genu MC1R

Vyskyt mutaci byl detekovan sekvenovanim pomoci Sangerovy dideoxyterminacéni
metody a diky specifité¢ navrzenych primer byly ziskany sekvence, které se z 99-100 %
shodovaly s referen¢ni sekvenci (Obrazek 14).

MC1R
Sequence ID: Query_61421 Length: 1426 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 1426

Score Expect Identities Gaps Strand
2634 bits(1426) 0.0 1426/1426(100%) 0/1426(0%) Plus/Plus

Query 37 CGGGTGCACGCCCATCACGTGGCCACCTCAGGAGGAGGGGCTCCGGAGCCTTTAAAGATG 96

LCLELEERLELELLEELEELE L L L L L L L L LI LTI ]

Sbjct 1 CGGGTGCACGCCCATCACGTGGCCACCTCAGGAGGAGGGGCTCCGGAGCCTTTAAAGATG 60

Query 97 TGGAGAAAGGCTTCATTCTTTCTGGAGTGGGACCTCAGCCCCCTCCAGGCCTGGGAAAGC 156

LCLELLLLELDEE LR EEEEE L EEE L L L LI LT ]

Sbjct 61 TGGAGAAAGGCTTCATTCTTTCTGGAGTGGGACCTCAGCCCCCTCCAGGCCTGGGAAAGC 120

Query 157 GGGAGCCCTGAGCCGCCATGAGGCAGCAAGAAGATAGAAACGTACGTCTGAACCTGAGCA 216

LLLUELLEELLELEEEE LR DL L ELEEE UL LL LT ]

Sbjct 121 GGGAGCCCTGAGCCGCCATGAGGCAGCAAGAAGATAGAAACGTACGTCTGAACCTGAGCA 180

Obrazek 14: Ukazka porovnani casti sekvence jedince ¢. 1 s referen¢ni sekvenci v programu
BLAST. Sekvence analyzovaného jedince ¢. 1 zac¢inad az na pozici 37. nukleotidu referencni
sekvence, protoze nebylo kvuli délce amplikonu 1500 bp mozné osekvenovat jeho zacatek a
konec. Priklad alignmentu celého amplikonu je v Ptiloze 11.
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5.2.1.1 Detekce mutaci v sekvenci promotoru

Béhem prvotni analyzy sekvenci nékolika vybranych pst byly u dvou jedinct bez zihani
nalezeny dvé SNP mutace v sekvenci promotoru. Jedna se o deleci guaninu vzdalené 146
nukleotidli od start kodonu (c.-146G>del) a zaménu adeninu za guanin nachazejici se 45
nukleotidi pfed start kodonem (C.-45A>G). U dlouhosrstych jedinct byla nalezena dalsi
bodova mutace ve formé substituce thyminu za cytosin ve vzdalenosti 329 nukleotidl pred start
kodonem (c.-329C>T). Pozice téchto mutaci jSou znazornény na Obrazku 15.

1 ggagggtgcagtgggttctctccgatgcatgecatccecgggtgecacgcccatcacgtggee
SEEEEEEEEEEEEEER>
61 acctcaggaggaggggctccggagcctttaaagatgtggagaaaggcttcattctttetg

121 gagtgggacctcagcccccteoccaggectgggaaagegggagceccecctgagecgeccatgagge
CEms20E=
181 agcaagaagatagaaacgtacgtctgaacctgagcaactgcccoctccatggaagaggtgg

241 ggaggtgggctgagggtcgaggggtccaaagagactagagggttggggtecgggetggga

301 agcgactgctctgtcaggaagctggactctoctctggetgggtcattgetgagectgacact
c.-146G>del
36l tgtacagaccgggagagggcaaatgtgagggcggccctggaggacagacaggccctgetg

421 gtggcaccatgagctgagcaagacacctgagagcgaggaccctgectctgetcectgetgg
c.—45A>G
481 gaccATGTCTGGGCAGGGCCCCCAGAGAAGGCTGCTGGGCTCTCTCAATGGCACCTCCCC
LKL
541 AGCCACCCCTCACTTCGAGCTGGCTGCCAACCAGACCGGGCCCCGGTGCCTGGAGGTGTC

Obrazek 15: Pozice nové objevenych mutaci v oblasti promotoru genu MC1R (modie). Pozice
primerti jsou oznaceny zelenou barvou. Symbol > a < ukazuje smér sekvenace. Kodujici
sekvence je oznacena Sedou barvou, pficemZ start kodon je zvyraznén cervené. Sekvence
5> UTR a promotorové oblasti jsou odliSeny malymi pismeny.

Pro potvrzeni vyskytu mutaci c.-146G>del a c.-45A>G byly sekvence jedincu ¢. 5 a 127

W

s nestandardnim zbarvenim porovnéany se sekvenci ziskané od ¢erné Zihaného jedince €. 1
(Obrazek 16).

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
BRI I R IR IR IR IR IR £ [RITIC TSI IFISI IR [P I IR IR (IR IR IS I |
MC1lR-refseq AGCGACTGCTCTGTCAGGAAGCTGGACTCTCTCTGGC TCATTGCTGAGCTGACACTTGTACAGACCGGGAGAGGGCAAATGTGAGGGCGGCCCTGG
METR=00L. e seiad osimsialob e shorosbies dlatos e g s s (s e srern] o fon s aniiie soiie s s koo i wiale:ail WA A Srereileriese BsHOTas, @ e e o e seras e onh BADETNS
MCIR=005 4 snonninasivne sidioeiinss siieds sovis svil=bnaamme s s s bR e dsive si s s s oea P Aaimes s Sems e 3% dawss
MCIRSI2T i s oo miaranoib e oimeras 4eie] e o ioab ol @ 816 ome mitas e ] = o /08108 0074 610 1 00 0 RSO A 8 81700 8 e T M8 6 e e R AT SR 6% e e

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

el e | el sl car & sl s s e Ml {eanml ssalllssnlimcmlbrrss Tl mes l amnslams e v
MClR-refseq AGGACAGACAGGCCCTGCTGGTGGCACCATGAGCTGAGJARGACACCTGAGAGCGAGGACCCTGCTCTGCTCCCTGCTGGGACCATGTCTGGGCAGGGCC
MCTREO0T: . coe. roupmstmssssiiamiilste o ciiainio S noreissaasnelsmsgss
METR-GDE o s e S o s S i s s s
METHETRT ook 00 S e s i s i A S BT S S 58

Obrazek 16: Porovnani sekvenci jedince s ¢ernym zihanim (€. 1), dvou jedinct bez zihani (€. 5
a 127) s referen¢ni sekvenci. Kompletni alignment genu MC1R je v Priloze 12.
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Vyskyt tieti noveé pozorované mutace c.-329C>T byl u dlouhosrstych jedinct (¢. 32,33 a
68) ovéfen srovnanim sekvenci téchto jedincu, kratkosrstého holandského ovcaka (€. 1) a
referen¢ni sekvence (Obrazek 17).

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

s | sesvas [smmilosms b asoss | ssmslDvews [mass]masscdmsawil s olss Lsmse sl saea] semsi] s P amsers: Lavesan]

MC1R-EM-refseq GAAAGGCTTCATTCTTTCTGGAGTGGGACCTCAGCCCCCTCCAGGCCTGGGAAAGCEGGAGCCCTGAGCCGCCATGAGGCAGCAAGAAGATAGAAACGTA

MCIR-BEM=-001: s ies s e i s e s o e e i s s o s g e ol o o v o B M o B B A 5 S e 5 8 B AR R
MCIR=-EM-082 oo sisiomsiesisisisiaiuionsion s s eiion sisieis/siereis e oees sieiosiom o siomiod
MCIR-EM=-033 e v sdannias iesikee s s s aiis Lo s s sre e sainies e
MCIR=EM-068 isissiievsiomsisisioraiemcesiaioisersismiaisiaiestonshs e s e easroie-sio sisid

Obrazek 17: Porovnani sekvenci kratkosrstého jedince (€. 1), tfi dlouhosrstych jedinct (€. 32,
33 a68) s referen¢ni. Kompletni alignment genu MC1R je v Piiloze 12.

5.2.1.2 Detekce mutaci v exonu

Jelikoz se u plemene holandsky ov¢ak vyskytuje pouze ¢erné Zihani na svétlém zakladnim
zbarveni a u mnoha jedinct 1ze pozorovat eumelanistickou masku, piedpokladalo se, ze se u
vSech pst bude ze znamych alel vyskytovat pouze pivodni alela E, ktera je zodpovédna za
funkéni melanokortinovy receptor 1, a alela EM, kterd zplisobuje vznik vySe zminéné masky.
Tento ptedpoklad potvrdila analyza sekvenci vSech jedincti, ve kterych se zadna z pric¢innych
mutaci znamych alel EC, EM, e!, € a €3 nevyskytla.

Mutace ¢.790A>G, typicka pro alelu EM, byla detekovana ve dvou kopiich u vSech
kratkosrstych a hrubosrstych jedinct. VSichni tito jedinci tedy maji tmavou masku na ¢enichu.
Oproti tomu dva dlouhosrsti jedinci méli v pozici 790 pouze adenin (Obrazek 18), tudiz
eumelanistickou masku nemaji. Tteti dlouhosrsty ovéak byl heterozygot (Obrazek 18) a jelikoz
je alela EM dominantni vii&i pivodni alele E, ma tento jedinec eumelanistickou masku.

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

wwiws Lon v Donwn Losaalowe bosw s laase Lovas Lavan Lieas Lawas Lossa Lo sas Lova s Loo o caan [T [ [T e |

MC1R-EM-refseq CGCTGCCACACTCACTATCCTGCTGGGCATTTTCTTTCTCTGCTGGGGCCCCTTCTTCTTGCACCTCTCACTJGIGGTCCTCTGCCCTCAACACCCCATC

MCTR-EM=-00T: aocisms oo umion sniaBaess i aures s e e g e s s e s e v sy arus ca i ms samovsessy s o sssvmeswnnbpees s seis
MCIRCEM=082!  crcstssiom oo o s s roi et i o 8 S S e S (oS om B DipE s o7 w78 KB A SRR o Ee v o, o110 ST A
MCIRZEMAO033) oo mose oy o s s aesie vt s e toy o o s o S e 50470 8 i o A - o M2 0 S e o B 1 T s o B
MCIR=EM=068B'  «adfcinsiomminas ot errsisRtdblnit e st nrce s S atisied v S s s oo e el o S e e S s

Obrazek 18: Porovnani amplifikovanych sekvenci s referencni sekvenci pii pouziti primeru
MC1R-R. Porovnani kompletnich sekvenci genu MC1R je v Ptiloze 12.

Genotypy zjisténé sekvenovanim vSech jedincu jsou spolu se ziskanymi informacemi o
kazdém jedinci (pohlavi, v€k, fenotyp) zpracovany do tabulky v Ptiloze 13.
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5.2.1.3 Populacni analyza frekvenci alel a heterozygotnosti lokusti genu MC1R

Pocet testovanych jedincl, vysledné frekvence alel a ocekavané a pozorované
heterozygotnosti jsou uvedeny v Tabulce 7 pro ¢tyfi detekované SNP.

Tabulka 7: Relativni frekvence alel a heterozygotnost v lokusu MC1R u testovanych jedinct
Ve sloupci lokus je uvedena pozice dané mutace. Hodnota n je pocet genotypovanych jedincu.
He je o¢ekavand a Ho pozorovana heterozygotnost.

lokus n alela frekvence He Ho
C 0,9792

MC1R -329 120 0,0410 0,0083
- T 0,0208

MC1R -146 119 G 0,5336 0,4998 0,5294
- - 0,4664

MC1R_-45 119 A 0,4622 0,4992 0,5546
- G 0,5378
A 0,0205

MC1R_ 790 122 0,0403 0,0082
G 0,9795

5.2.1.4 Statisticka analyza vlivu mutaci genu MC1R na vysledny fenotyp

Pro hodnoceni vztahu mezi detekovanymi alelami a ztratou Zihani s ptfibyvajicim vékem
psa byly vybrany mutace ¢.-146G>del a c.-45A>G. Mutace ¢.-329C>T se totiz vyskytuje pouze
u dlouhosrstych jedinci a mutace €.790A>G, ktera zpiisobuje tvorbu eumelanistické masky,
byla naopak pozorovana v homozygotni sestavé u vSech jedincti kromé dlouhosrstych. Jelikoz
se ztrata zihani projevuje v pozdéjSim veku, nebyla do hodnoceni zatfazena §ténata a dvouleti
jedinci, u kterych nelze zménu fenotypu jesté pozorovat.

V prvnim modelu (Tabulka 8) byli hodnoceni vSichni vybrani jedinci (celkem 67) a byla
posuzovana zavislost jejich fenotypu na genotypu v obou sledovanych mutacich. Protoze se
zkoumané mutace nachazi ve vzdalenosti 101 bp od sebe, zohlediioval druhy model (Tabulka
8) vliv haplotypi jedince na jeho vysledny fenotyp. V tomto modelu bylo pouzito 52 jedincd,
u kterych $lo pomoci sekvenace a jejich pfibuzenskych vazeb s ostatnimi testovanymi jedinci
spolehlivé urcit haplotypy na obou chromozomech.

Modely byly upraveny tak, aby neobsahovaly haplotypy nebo genotypy s malou ¢etnosti,
jez by mohly hodnoceni zkreslit. Data byla porovnavana vzdy vaci pivodnimu nemutovanému
haplotypu/genotypu.
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Tabulka 8: Vysledky analyzy vlivu mutaci genu MC1R na fenotyp jedince

Intercept je vychozi hodnota, viici které jsou ostatni haplotypy/genotypy porovnavany. V tomto
piipad¢ je to ptivodni genotyp GGAA nebo puvodni haplotyp GAGA, kdy jsou mutace G a A
vzdy spolecné€ na jednom chromozému. P je vysledna hodnota pravdépodobnosti, ze ma dany
genotyp/haplotyp statisticky signifikantni vliv na vysledny fenotyp na stanovené hladiné
vyznamnosti a = 0.05. Exponenciélni transformaci regresnich koeficienti bylo mozné vyjadrtit
kolikrat dany genotyp potazmo haplotyp zvySuje Sanci na ztratu zihani.

model n intercept kombince P exp
G-GA 0.99445 1,2536 x 1077
M1 67 0.00780 G-GA 0.59809 1,4933
(genotypy) ' ' ’
—GG 0.00407 14,2222
GGGA 0.99445 1,2536 x 1077
M2
52 0.00780 G-GA 0.33258 2,2222
(haplotypy)
-G-G 0.00407 14,2222

5.3 Identifikace mutaci genu pro agouti signalni protein (ASIP)

Holandsky ovc¢ak je typicky svym zbarvenim, ¢ernym zihanim na svétlém zakladu. Aby
mohl mit svétlou srst, potfebuje jednu z funk¢nich alel genu pro agouti signalni protein. Jejich
pricinné mutace byly detekovany zvlast, jelikoz se vyskytuji v riznych ¢astech genu ASIP.
Duvody, pro¢ byl detekovan pouze vyskyt SINE inzerce a mutace G248A, jsou uvedeny
v diskuzi.

5.3.1 Detekce vyskytu SINE inzerce

Amplifikaci oblasti, kde by se méla SINE inzerce vyskytovat, vznikaly rtizné dlouhé
fragmenty podle toho, zda jedinec tuto inzerci mél nebo ne. Pokud ji jedinec nemél, tvofil se
fragment o velikosti ptiblizné 239 bp. Pokud mé¢l jedinec naopak dvé kopie genu ASIP se SINE
inzerci, byl amplifikovan jeden fragment o velikosti cca 478 bp. Posledni moznosti pak byla
kombinace jedné kopie se SINE inzerci a jedna kopie bez ni. V tom ptipad¢ vznikaly dva
fragmenty o velikostech cca 239 a 478 bp. Vysledek elektroforetické separace vsech tii
moznych kombinaci 1ze pozorovat na Obrazku 19.

Obrazek 19: Elektroforeogram fragmentti vzniklych amplifikaci pomoci primerd ASIP_SINE.
Vyskyt SINE inzerce je ozna¢en symbolem +. Naopak jedinci s fragmenty nemutované DNA
maji v genotypu symbol —. Genotyp + — je tedy heterozygot s obéma fragmenty.
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5.3.2 Analyza sekvence intronu 1

Zkoumana SINE inzerce nema v intronu 1 pfesné urcenou pozici, pfi¢emz se mezi
riznymi jedinci Casto 1isi svou délkou a vyskytem bodovych mutaci v sekvenci. Prestoze jeji
délka ani mutace nemaji na vysledny fenotyp pst vliv, byla pro ovéteni schopnosti markeru
tuto inzerci detekovat provedena sekvenace amplifikované oblasti. K analyze sekvence byli
vybrani dva jedinci plemene holandsky ovcak. Jeden s Zihanym palenim pro detekci SINE
inzerce a jeden s ¢ernym zihanim pro analyzu sekvence, ktera SINE inzerci neobsahuje. Jelikoz
tato SINE patii do skupiny SINEC Cf, ktera je typicka vyskytem mnoha bodovych mutaci,
byla pro srovnani analyzovana také sekvence jednoho ¢erného némeckého ovcéaka, pro jejichz
zbarveni je tato SINE inzerce nezbytna. Porovnani sekvenci ziskanych od vsech vyse
zminénych jedinct je na Obrazku 20.

ASIPinl-refseq TTTGATTC
ASIPinl-107 = ........

ASIPinl-112 = ........ TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCATTTATTTATGATAGTCACACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGCAGAGACACAGGCAGAGGGAG
ASIPinl-NO = ........ ATTTTTTTTTTTAATTTTATTTTTTTGATTTTTATTTATGATAGTCACAC ACACACAGAAAGAGAGGCAGAGACGCAGGCAGAGGGAG
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

ASIPinl-refseq
ASIPinl-107

ASIPinl-112 AAGCAGGCTCCATGCACCGGGAGCCTGACGTGGGATTTGATCCCGGGTCTCCAGGATCGCGCCCTGGGCCARAGGAGGCGC TAAAACCGCTGCGCCACC
ASIPinl-NO AAGCAGGCTCCATGCACCAGGAGCCCGACGTGGGATTCGATCCCGGGTCTCCAGGATCGCGCCCTGGGCCAAAGGGCAGGCGCCAARACCGCTGCGCCACC
410 420 430 440
waw lsuss Dnralssaslesssbosas lassglsmna I3
ASIPinl-refseq CTAATGTGTTTCTTACCTGACCATCTTCCTGA
ASTPINT=T0T| omrmmmm—c—iGihis sasss s e S s e s s R
ASIPinl-112 CAGGGATCC
ASIPinl-NO CAGGGATCC

Obrazek 20: Porovnani amplifikovanych sekvenci s referencni sekvenci pfi pouziti primert
ASIP_SINE. Sekvence SINE inzerce zacina v pozici 209 a konc¢i v pozici 409. Sekvence
jedince 107 se shoduje s referen¢ni, ktera SINE inzerci neobsahuje. Oproti tomu sekvence
holandského ovéaka s palenym zihanim (112) a ¢erného némeckého oveéaka (NO) SINE inzerci
obsahuje. Ta se u téchto plemen li§i nejen bodovymi mutacemi v sekvenci, ale i délkou. Cerny
némecky ovcéak ma délku SINE inzerce 196 bp, kdezto u holandského ovcéaka s palenym
zihanim je tato inzerce 199 bp dlouha. Porovnani celé sekvence se SINE inzerci je v Ptiloze 14.

Ze vsech analyzovanych jedinci se SINE inzerce vyskytla pouze §ténat z jednoho vrhu a
jejich matky. Matka byla heterozygot, pfi¢emz jeji fenotyp je Eerné zihani. Stéiata vykazovala
variabilitu v genotypu i fenotypu. U péti z nich byla detekovana SINE inzerce v homozygotni
sestavé, coz vedlo ke zmén¢ fenotypu na Zihané paleni. Dalsi Ctyfi Sténata méla SINE inzerci
pouze V jedné kopii a spolu s poslednim §ténétem, u kterého nebyla inzerce detekovana, méla
klasické Cerné zihani. U téchto jedinct byl dale analyzovan vyskyt mutace G248 A pro urceni
vyslednych alel a genotyp?l.
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5.3.3 Detekce vyskytu mutace G248A

Mutace G248A vytvari v oblasti exonu 4 genu ASIP §tépné misto pro enzym BtsCl. U
homozygota s mutovanou alelou po stépeni amplifikovaného fragmentu o délce 285 bp vznikaji
dva fragmenty o velikostech 135 a 150 bp. Vzhledem k nizké rozliSovaci schopnosti agar6zové
elektroforézy se fragmenty 135 a 150 bp jevi jako jediny. Ten Ize spolehlivé odlisit od
ptuvodniho fragmentu, ktery u jedinc bez mutace neni $t€pen. U heterozygota s jednou kopii
s mutaci G248A a s jednou kopii bez ni jsou celkove viditelné pouze dva fragmenty dva, jeden
0 velikosti cca 135 — 150 bp a druhy 285 bp (Obrazek 21).

AA GA GA GG GA GG

S — e w285 bp

. 135 3 150 bp

Obrazek 21: Elektroforeogram fragmentt vzniklych §t€penim pomoci enzymu BtsCI

5.3.4 Analyza sekvence exonu 4

Sekvence amplifikovana pomoci primert ASIP_ex4 byla u dvou fenotypové odlisnych
jedincti porovnana s referen¢ni sekvenci (Obrazek 22).

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

ASTPEXA=001 = comssamuemavsmmbe e de il smmemiomis oieiorsimssie s o um e mmi S e e e s e, o e o s e e oo AT
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ASIPex4-refseq CCCTGCAGAAAAAGGCTTCGATGAAGAACGTETETJAICCCCGGCCCCCGCCACCCACCCCCTGCGTGGCCACTCGCAACAGCTGCAAGTCCCCGGCGCC
ASIPEXA-1T0 | aiveaiosiiemsae s semsms e Gl ot o i e 1 eV S e R S A 3 R e e e S @ S A Ao S a8

Obrazek 22: Porovnani amplifikovanych sekvenci s referencni sekvenci pfi pouziti primert
ASIP_ex4. Jedinec ¢. 1 ma ¢ern¢ pruhované zbarveni na svétlé zakladni srsti, kterd je uréena
mutacemi na pozicich 133 a 136, coz odpovida alele a¥. Oproti tomu sekvence jedince ¢. 110,
ktery ma pruhovana pouze svétla mista paleni, obsahuje v obou pozicich bazi guanin, coz je
typické pro ostatni alely A lokusu. Porovnani celé sekvence exonu 4 genu ASIP je v Priloze 15.

5.3.5 Vysledné alely a genotypy a jejich statistické hodnoceni

Detekované genotypy genu ASIP testovanych jedinci jsou uvedeny v Priloze 16. Jejich
statistické hodnoceni bylo provedeno pouze pro vyskyt SINE inzerce (Tabulka 9).

Tabulka 9: Relativni frekvence alel a heterozygotnost testovanych jedinct v lokusu ASIP SINE
Hodnota n je pocet genotypovanych jedinci. He je ocekdvand a Ho pozorovana
heterozygotnost.

Lokus n alela frekvence He Ho
+ 0,0640

ASIP_SINE 125 0,1203 0,0480
- 0,9360
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5.4 Identifikace mutaci genu pro betadefensin 103 (CBD103)

Plemeno holandsky ov¢ék je charakteristické svym Cerné zihanym zbarvenim. To je
zplsobeno alelou k™, ktera je dle Candille et al. (2009) sloZena z jedné kopie alely KB a jedné
kopie alely kY. Cilem analyzy genu CBD103 u holandskych ov¢aki bylo potvrdit tuto hypotézu.

5.4.1 Detekce vyskytu alel KB a kY

Po provedeni amplifikace se specifickymi primery CBD103 ex2, jez nasedaji pouze do
oblasti, ktera je charakteristickd pro alelu kY, byly vysledné fragmenty elektroforeticky
separovany. Z vysledku této analyzy vyplyva, ze vSichni jedinci maji tuto alelu (Obrazek 23a).

Pfi amplifikaci pomoci primerat CBD103_ex2del vznikaly pouze fragmenty bez trojice
nukleotidti (GGA), coZ je charakteristické pro alelu KB. Z elektroforeogramu na Obrazku 23b
vyplyva, ze tuto alelu maji rovnéz vSichni testovani jedinci.

—— — D e 20bp

Obrazek 23: Elektroforeogram amplikovna vzniklych pii pouziti primert a) CBD103_ex2 a
b) CBD103_ex2del

U v3ech jedinct byla detekovana alela KB i alela kY. ProtoZe je tedy populace z hlediska
alel KB a k¥ homogenni, nebylo provedeno jeji statistické hodnoceni.

5.4.2 Analyza sekvenci alel KB a kY

Jelikoz byly obé dvojice primeri navrzeny specialné pro tuto praci, byly produkty
amplifikaci u nékolika vybranych jedincti osekvenovany (Obrazek 24).

SRR et e B oL A N A A e 1o A
CBD103€X2-005  ..........oi...] u ................................................................................
CBD103ex2deL~005 —utwamie e e aaess n]mm s 8 e e o S e R R B a8 o T S s R T SRR S SRS e R e SR A e e e T
Obrazek 24: Porovnani amplifikovanych sekvenci s referencni sekvenci pfi pouziti primert
CBD103_ex2 versus CBD103_ex2del. Sekvence amplikonu CBD103ex2 jedince ¢. 5 byla
shodna s referencni sekvenci CBD103ex2-refseq, kterd byla pouzitd k navrzeni primerd.
V databazi Ensembl je tedy pod ID ENSCAFGO00000032247 ulozena sekvence alely kY.
Naopak sekvence amplikonu CBD103ex2del jedince ¢. 5 obsahuje deleci, ktera je typicka pro
alelu KB. Kompletni srovnani t&chto sekvenci je v Ptiloze 17.
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6 Diskuze
6.1 Hodnocena populace

Pro spravnost hodnoceni genetické variability u jakéhokoliv organismu je dilezité ziskat
co nejvetsi pocet vzorki. Pro ucely této prace bylo celkem odebrano 125 vzorki DNA od
Cistokrevnych jedincl plemene holandsky ovcak, z nichz 17 jedinct mélo fenotyp oznaceny
jako ,,bez zihani* a 5 jedincl s fenotypem ,,palené zihani“. K vétsimu poc¢tu vzorki pomohl
samotny typ odbéru, ktery probehl neinvazivni metodou bukalniho stéru. Ten je snadny, mize
ho tedy provést sam chovatel a psa nijak nestresuje.

V porovnani s ostatnimi studiemi zabyvajicimi se geny pro zbarveni srsti u pst neni 125
jedinci mnoho, ale s ptihlédnutim k tomu, Ze jsou vSichni jednoho plemene, je to dostacujici
pocet ke statistickému hodnoceni. Mnozstvi sledovanych jedincti Ize porovnat napiiklad se
studii Diirig et al. (2018) zabyvajici se variabilitou v genu MC1R. V této studii bylo mimo jiné
hodnoceno 334 jedinct australského honackého psa z nichz 10 bylo nestandardné krémové
zbarvenych. Piestoze bylo jedinct s nestandardnim fenotypem jen 10, byla nalezena asociace
mezi timto zbarvenim a vyskytem mutace ¢.-430G>C.

V ramci této prace nebyli analyzovani pouze jedinci plemene holandsky ovéak, ale pro
optimalizaci nékterych postuptt byly vzorky doplnény i jinymi plemeny, jako napiiklad
ceskoslovensky vicak nebo némecky ovcéak.

6.2 Geneticka variabilita populace v genech MC1R, ASIP a CBD103

Na variabilitu ve zbarveni srsti je u kazdého plemena psa pohliZzeno jinak. U nékterych je
zadouci zachovat co nejvice barev a vzoril a u jinych, jako je tomu u holandského ovcéka, je
jedno zbarveni zékladni charakteristikou plemene. U holandského ov¢aka je ve standardu
stanoveno, ze musi mit zietelné Cerné Zihani na zakladni barvé, ktera je stfibrné nebo zlata,
pri¢emz zlatd mize byt v ostinech od svétlé piskové az po kaStanovou (FCI 2009).

Jiz z fenotypu holandského ovéaka lze predpokladat, jak bude pfiblizné¢ vypadat jeho
genotyp pro hlavni geny determinujici zbarveni srsti u psi. Gen MC1R urcuje, zda a v jaké mife
bude melanokortinovy receptor 1 aktivni. Tento receptor je potieba k tvorbé eumelaninu, proto
je pro &erné zihani srsti nezbytné, aby byl funkéni. Jedinec ma tedy jednu z alel E nebo EM.
Dalsim genem kontrolujicim tvorbu pigmentu v srsti je gen pro agouti signalni protein (ASIP).
Agouti signalni protein zajist'uje svou vazbou na melanokortinovy receptor 1 produkci svétlého
barviva feomelaninu. Mezi alely genu ASIP, diky kterym vznika tento funkéni protein, patii a¥,
a% a a'. Alela a¥ zodpovédna za vlkoSedé zbarveni srsti se u holandského ovéaka nevyskytuje,
proto mohou byt v genotypu jedince pouze alely a¥ nebo a'. Treti gen, ktery u psa na rozdil od
ostatnich savcli urcuje, zda se bude tvofit eumelanin nebo feomelanin, je CBD103, pti¢emz pro
7ihani srsti je nezbytna minimalné jedna kopie alely k.

Z vyse popsanych skutecnosti vyplyva, ze by variabilitav genech MC1R, ASIP a CBD103
u plemene holandsky ovcdk neméla byt vysoka. I pfesto se ale v plemeni vyskytuji jedinci
s nestandardnimi fenotypy, ktefi byli do vyzkumu zatazeni, CoZ miru variability n¢kterych
studovanych genii v této hodnocené populaci zna¢né zménilo.
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6.2.1 Variabilita genu MC1R

Diky navrzeni specifickych primert se u vétSiny jedinct podatilo spésné amplifikovat a
osekvenovat ¢ast promotoru a cely exon genu MC1R a byly identifikovany tii nové mutace
v sekvenci promotoru. Tyto mutace oznacené podle jejich pozice od start kodonu kodujici
sekvence jsou €.-329C>T, c.-146G>del a c.-45A>G. U n¢kterych jedinci se sekvenace
opakované nezdafrila nebo byla pfedcasné ukoncena a nebyl tudiz ziskédn dostatecné dlouhy
usek pro porovnani s referencni sekvenci. Tito jedinci nebyli do nésledného genotypovani
zafazeni a misto genotypu maji v Pfiloze 13 oznaceni NA.

Mutace c.-329C>T se vyskytovala pouze u dlouhosrstych jedincl, a proto byla jeji
frekvence v populaci rovna hodnoté 0,0208. Pravdépodobné kvuli této nizké frekvenci
oc¢ekavana heterozygtnost (He=0,0410) neodpovidala pozorované (Ho=0,0083). Kvili své malé
cetnosti nebyla tato mutace déle analyzovana.

Dalsi mutaci, ktera se vyskytovala naopak jen u kratkosrstych a hrubosrstych psi, byla
mutace c.-146G>del, tedy delece guaninu v sekvenci promotoru 145 nukleotidd pfed start
kodonem. V procesu sekvenovani vsech jedinct bylo ziskano 63 sekvenci, které od této pozice
vykazovaly zdvojené piky (Pfiloha 18). Aby byla potvrzena uvaha, Ze se jedna o sekvence
jedinct, ktefi maji jednu kopii DNA s deleci a druhou bez delece, byl navrzen sekvenaéni
primer MC1R_EB-R (Ptiloha xx), ktery na amplifikovanou DNA nasedal v po¢ate¢ni sekvenci
exonu. Pomoci néj byl spolehlivé osekvenovan region promotoru az do mista delece, od kterého
méla sekvence znovu zdvojené piky (Pfiloha 18). Po uréeni genotypu 119 jedincd byla
vypocitana frekvence mutace rovna 0,4664. Hodnota pozorované heterozygotnosti
(Ho=0,5294) se velmi blizila ocekavané heterozygotnosti (He=0,4992), coz odpovidalo
rozlozeni alel v populaci, ktera je v Hardy-Weinbergov¢ rovnovaze.

Tteti nové detekovand mutace c.-45A>G se vyskytovala u vSech variet holandského
ovcaka (kratkosrsti, hrubosrsti a dlouhosrsti) a z nové objevenych mutaci vykazovala nejvyssi
frekvenci 0,5378 v populaci. Ocekavana heterozygotnost (0,4992) korespondovala
s pozorovanou (Ho=0,5546), coz odpovidalo rovnovaznému rozlozeni v populaci stejné jako u
mutace c.-146G>del.

Posledni detekovanou mutaci genu MCI1R tentokrat v sekvenci exonu byla mutace
¢.790A>G, jez je typicka pro alelu EM a je ptic¢inou vzniku eumelanistické masky u pst. Tato
alela byla v populaci o¢ekavana ve vysoké frekvenci, jelikoz je u plemene holandsky ov¢ak
zadana a u mnoha testovanych jedincti byla pfi odbéru na Zihané srsti dobfe viditelna. Jelikoz
tuto mutaci méli kromé tfi dlouhosrstych jedinct vSichni ve dvou kopiich, byla jeji frekvence
vysoka (0,9795), coz se odrazilo na nizké pozorované heterozygotnosti (Ho=0,0082) oproti
ocekavané (He=0,0403). Z dlouhosrstych jedinct mél alelu EM pouze jeden jedinec v jedné
kopii. U dalsich dvou dlouhosrstych jedincti se alela EM nevyskytovala vibec, a proto
eumelanistickou masku neméli. Maska je ve standardu holandského ovcaka preferovana, ale ne
vyzadovana a jelikoz je dlouhosrsta varieta malopocetna, je frekvence jedincti bez masky u
dlouhosrstych ovEakia vétsi nez u dalSich dvou variet (kratkosrsta a hrubosrsta).
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6.2.2 Variabilita genu ASIP

Pro plemeno holandsky ovcék je typické Cerné zihané zbarveni srsti na celém téle, které
je podminéno alelou & genu pro agouti signalni protein, diky niz ma holandsky ov¢ak v zakladu
svétlou srst. V populaci se obcas objevi jedinci, ktefi maji fenotyp zvany zihané paleni, za néz
je zodpovédna alela a' v kombinaci s alelou k" genu CBD103. Zihani jen na nékterych mistech
téla, jako je tomu u zihaného paleni, je nestandardni a takto zbarveni jedinci by neméli byt
v chovu pouziti.

V roce 2019 se u péti Sténat v jediném vrhu vyskytl fenotyp zihaného péleni, a proto byla
u vSech vzorki testovana alela al. SINE inzerce, ktera je pro tuto alelu typicka, se vyskytovala
pouze mezi Sténaty ze zminéného vrhu a u jejich matky. Frekvence této mutace ve sledované
populaci byla rovna hodnot¢ 0,0640 a pozorovana heterozygotnost (Ho=0,0480) neodpovidala
oc¢ekavané (He=0,1203). SINE inzerce byla sekvenovéana u jednoho holandského a jednoho
némeckého ovéaka pro potvrzeni jeji meziplemenné variability, co se tyce délky a pfitomnosti
bodovych mutaci, jak uvadéji Dreger & Schmutz (2011).

Jelikoz méla $ténata se Zihanym palenim rozdilnou miru ¢ernych oblasti (Pfiloha 19), byla
analyzovana také alela aY, aby byl u $ténat a jejich matky potvrzen jeji vyskyt. Tato alela je
charakteristicka dvéma mutacemi ¢.244G>T a ¢.248G>A, pri¢emz pro jeji identifikaci staci
detekovat pouze jednu z nich. V této praci byl detekovan vyskyt mutace ¢.248G>A pomoci
restrikéniho $tépeni.

Pti kombinaci vysledkil z analyzy vyskytu SINE inzerce a mutace ¢.248G>A byl ve vrhu
Sténat zjistén nasledujici genotypovy S$té€pny pomér: 1 (a¥aY) : 4 (a¥a) : 5 (a'a'). Oba rodice byli
¢erné zihani po celém téle, tudiz méli kazdy minimaln¢ jednu alelu @Y. U matky byl zjistén
genotyp a¥a! a aby se ji mohla narodit §téfiata s genotypem a'a', musel byt i otec, jehoz vzorek
DNA nebyl mezi testovanymi, heterozygot a¥a'.

Pocet sledovanych jedincii v této praci byl oproti celosvétové populaci holandskych
ov¢akia maly, takZe se mezi nimi mize alela at vyskytovat v hojné&j$im poctu. Aby se tato alela
V populaci nesifila a nerodila se Sténata se zithanym palenim, mize chovatel nechat budouci
rodi¢e na vyskyt této alely otestovat. Pokud budou oba mit genotyp a¥a!, mél by se chovatel
rozhodnout pro jiné spojeni.

6.2.3 Variabilita genu CBD103

Pro standardni zbarveni holandského ovc¢éka je diilezity i gen CBD103, jez ve formée alely
KPr zajistuje pravidelné stiidani svétlych a tmavych pruhl v srsti. Toto stiidani oblasti, ve
kterych se produkuje vyhradn& eumelanin nebo feomelanin, je dano strukturou alely k', ktera
je pravdépodobné slozena z alelickych variant KB a kY. Tuto teorii potvrdily vysledky analyzy
vyskytu dvou vyse zminénych alel, kdy vSichni zihani holansti ov¢aci méli minimalné jednu
kopii od kazdé alely. JelikoZ je struktura alely k™ sloZit4 a z{istidva u vétSiny plemen nepopsana,
nebyl déle gen pro betadefensin 103 analyzovan.
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6.3 Asocia¢ni analyza

Na zakladé¢ vysledkl polymorfismil studovanych genti byla podrobnéji zkouméana mozna
asociace mezi dvéma nove objevenymi mutacemi c.-146G>del a c.-45A>G a postupnou ztratou
zihani srsti. K vlastnimu testovani byl vybran zobecnény linearni model v podobé logistické
regrese, jelikoz responsni proménna vykazuje binarni charakter. Pro vlastni hodnoceni byly
vytvoieny dva modely, pficemz prvni bral v potaz genotypovou sestavu alel (M1), kdezto druhy
model (M2) odpovidal sestavam haplotypt, které byly odvozeny pomoci sekvenovani a
rodokmenové analyzy, a zohlednoval tak cis nebo trans konfiguraci studovanych mutaci
(Obrazek 25).

G A G G
S S —— S )
o S — e )
- G - A
CIS TRANS

Obrazek 25: Mozné konfigurace cis a trans mutaci c.-146G>del a ¢.-45A>G

U modelu M1 vysel statisticky vyznamny regresni koeficient pro genotyp — — GG (P =
0.00407) oproti vychozi Grovni reprezentované plivodnim genotypem GGAA. Pro snazsi
interpretaci vysledku byl model exponencidlné transformovéan (exp), diky ¢emuz miiZou byt
hodnoty regresnich koeficientll interpretovany jako pomeéry Sanci dle formulované hypotézy.
V nasem piipad¢ bylo zjisténo, ze je u jedince s genotypem — — GG 14,2 x vétsi Sance ztraty
zihani srsti.

Nésledné byl vytvoten model M2, v némz vySel statisticky vyznamny regresni koeficient
pro haplotyp — G — G (Pr = 0,00407) vici pavodnimu haplotypu GAGA. Po exponencialni
transformaci bylo zjisténo, ze ma jedinec s haplotypem — G — G 14,2 x vétsi Sanci, Ze se mu
bude s ptibyvajicim vékem vytracet zihani srsti.

Z vysledkli asociacni analyzy je tedy patrné, Ze na ztratu Zihdni srsti u holandského
ovCaka ma vliv vyskyt obou mutaci na obou chromozémech. Molekularni mechanismus takové
zmény by mohl vypadat nasledovné. Mutace na dvou mistech v sekvenci promotoru vzdalené
od sebe pouhych 101 bp mohou mit za nasledek lepSi vazbu transkripénich faktorti nebo
zvysenou stabilitu RNA vzniklé transkripci mutované DNA. Obé tyto moznosti by mohly mit
za nasledek intenzivnéjsi produkci melanokortinového receptoru 1, coz by zvySilo pocet
receptorl, & proto by jiz agouti signalni protein nebyl produkovan v dostatecném mnozstvi.
Volna vazebna mista by spise obsadily molekuly aMSH nebo betadefensinu 103, které se pii
mensim poctu receptorii nemély kam navézat. Pro snazsi pochopeni této tivahy bylo vytvofeno
zjednodusSené schéma (Obrazek 26).
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Obrazek 26: Mozny vliv mutaci c.-146G>del a c.-45A>G na proces melanogeneze.
Schéma znézorfiuje a) snizené mnozstvi melanokortinovych receptori a b) zvySeny pocet
melanokortinovych receptort.

U holandského ov¢aka se vyskytuje mimo alely kY i alela KB, ktera zptisobuje nadmérnou
produkci a zvySenou afinitu betadefensinu 103. Tento protein by mohl spolu s aMSH postupem
Casu prevazit nad agouti signalnim proteinem, coz by mohlo vést k tmavnuti srsti.

Ve studii z roku 2012 (Leonard et al.) detekovali u jedincti plemene labradorsky retrivr
rizny pocet kopii alely KB, ktery se pohyboval od 2 do 4 kopii na jedince. Pokud se tato
variabilita vyskytuje i u holandského ov¢aka, mohla by byt vysvétlenim toho, pro¢ se u
né&kterych jedincti s genotypem — — GG ihani vytraci a u jinych ne. Cim vice by mél jedinec
kopii alely KB, tim vice betadefensinu 103 s vétsi afinitou by tvoiil, tudiZ by se zihani vytracelo
rychleji nez u jedince s jedinou kopii této alely.

Tyto poznatky by mohly chovatellim pomoci s vybérem chovnych jedincti, aby se mutace
zpusobujici ztratu Zihani srsti v populaci nesifily a nevznikali tak dalsi jedinci, ktefi budou mit
nestandardni zbarveni.
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[ Zavér

V ramci diplomové prace bylo dosazeno vSech stanovenych cili. Splnéni dil¢ich cila Ize
shrnout do nasledujicich bodii:

e lzolace DNA z bukalnich stérti pomoci kitu NucleoSpin Tissue XS od firmy
Macherey-Nagel byla dostacujici pro veSkeré analyzy od amplifikace, ptes
restrik¢ni Sté€peni az po sekvenaci. Vyizolovana DNA byla tedy vyhovujici po
kvalitativni 1 kvantitativni strance.

e Navrzené primery MCIR byly specifické a pomoci nich byla uskute¢néna
amplifikace 1 nasledka sekvenace. Dodate¢né navrzeny primer MC1R_EB-R
vyborné poslouzil k sekvenaci ¢asti promotoru a pomoci né¢j byl potvrzen genotyp
u 63 jedincu.

e Pro identifikaci alely a' genu ASIP byly navrZeny primery, pomoci nichz byla
uspésné amplifikovana ¢ast intronu 1. Také alela a¥ v exonu 4 genu ASIP byla
detekovana diky specifické amplifikaci a restrikénimu Stepéni.

e Dvojice navrzenych PCR markert CBD103_ex2 a CBD103_ex2del byla pouzita
k jednoznacné detekci alel KB a kY genu CBD103.

Splnéni vySe popsanych dil¢ich cilli bylo nezbytné pro provedeni asociacni analyzy a
hodnoceni genetické variability sledované populace holandskych ov¢aku. Tato variabilita byla
u vSech studovanych genii vyjadiena frekvenci jednotlivych alel (mutaci) a porovnanim
heterozygotnosti (ofekavané a pozorované). V sekvenci promotoru genu MCIR byly
identifikovany tii nové mutace ¢.-329C>T, c¢.-146G>del a ¢.-45A>G a u vétSiny jedinct byla
detekovana alela EM, ktera vede ke vzniku eumelanistické masky. Bylo dokéazéano, ze ¢erné
7ihané zbarveni holandského ovéidka je zpiisobeno alelou kY, jejiz struktura je sloZena
minimalné z jedné kopie alely KB a jedné kopie alely kY. Ve sledované populaci holanskych
ov¢aki byla detekovana alela a', ktera je zodpovédna za nestandardni fenotyp palené Zihani.
Dale byla prokazana statisticky vyznamna souvislost mutaci c.-146G>del a c.-45A>G
v promotoru genu MC1R se zménou fenotypu holandskych ov¢aki, kdy se v pribéhu zivota
jedince ztraci zihani srsti. Z téchto zjisténi také vyplvyvaji i doporuceni pro budouci chov
holandskych ovcaki a zachovani jejich ¢erné Zihaného zbarveni.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

aMSH
ASIP
ATP
BLAST
bp
cAMP
CBD103
CFA
CNV
ddNTP
DNA
dNTP
DOPA
DQ
FCI

He

Ho
ICK

kb

Mbp
MC1R
MHC
MITF
MLPH
MRNA
mtDNA
MUSCLE
NCBI
PCR
POMC
PSMB7
RALY
RFLP
RNA
SINE
SNP
TE
TAE
TBE
TYRP1
TYRP2

melanocyty stimulujici hormon

gen pro agouti signalni protein
adenosintrifosfat

Basic Local Alignment Search Tool

base pair, komplementarni par bazi

cyklicky adenosinmonofosfat

gen pro betadefensin 103

autosomalni chromozém psa

polymorfizmy poctu kopii segmentit DNA
dideoxynukleosidtrifosfaty
deoxyribonukleotidova kyselina
deoxynukleosidtrifostaty
3,4-dihydroxyfenilalanin

dopachinon

mezinarodni kynologicka organizace
ocekavana heterozygotnost

pozorovand heterozygotnost

inhibitor cystinového uzlu

kilo base pairs, kilobaze

megabaze

gen pro melanokortinovy receptor 1

hlavni histokompatibilni komplex

gen pro transkripcni faktor spojeny s mikroftalmii
gen pro melanofilin

messenger RNA

mitochondrialni DNA

Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation
National Center for Biotechnology Information
polymerdzova fetézova reakce

gen pro proopiomelanokortin

gen pro proteazomalni podjednotka beta 7

gen pro jaderny heterogenni ribonukleoprotein
délkovy polymorfismus restrikénich fragmentt
ribonukleova kyselina

kratké rozptylené jaderné elementy
jednonukleotidovy polymorfismus

tris-EDTA pufr

tris-acetat-EDTA pufr

tris-borat-EDTA pufr

gen pro tyrosinaze piibuzny protein 1

gen pro dopachrom tautomeraza, nékdy také DCT
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10 Samostatné prilohy

Piiloha 1: Standard plemene holandsky ovéak

FEDERATION CYNOLOGIQUE INTERNATIONALE

Secretariat General: 13, Place Albert I-B 6530 THUIN (Belgie)
FCI-Standard ¢. 223 / 21.10.2009
Preklad: Ing. H. Petrusova

HOLANDSKY OVCAK
(Hollandse Herdershond)

ZEME PUVODU: Nizozemi

DATUM PUBLIKACE PLATNEHO STANDARDU: 28.07. 2009

POUZITI: Spole¢ensky a ovéacky pes.

KLASIFIKACE FCI: Skupina 1 Ovcacti a pastevecti psi.
Sekce 1 Ovcici.
Bez zkousky z vykonu.

KRATKY HISTORICKY PREHLED: Piivodné byl holandsky ovéak predeviim venkovsky
ovc¢acky pes. Holand’ané méli odedavna ornou ptdu, kterou — kromé jiného — udrzovala stada
ovci. Psi méli drzet ovce stranou od urody, coz dé€lali tak, ze hlidali hranici mezi silnici a polem.
Doprovazeli stado pii cesté¢ na louky, trhy a do pfistavii. Na farmach drzeli slepice dal od
zeleninové zahrady, shanéli kravy k dojeni, a tahali mlékarské kéary. Také upozornovali farmare,
pokud n¢kdo cizi pfisel na dvir. Kolem roku 1990 zmizela stdda ovcei z vetsi ¢asti Nizozemi.
Vsestranné schopnosti ucinily holandského ov¢aka vhodnym k vycviku, ktery zacal byt v té
dobé popularnim. Tak zacala jeho nova kariéra jako policejniho psa, jako stopare a patraciho
psa a jako vodiciho psa pro nevidomé. Samoziejmé je dodnes schopny se starat o stddo ovci.
Prvni standard plemene pochazi z 12.6.1898.

CELKOVY VZHLED: Stfedni velikosti, stfedné t&ky, dobfe osvaleny pes silné a harmonické
stavby téla. Pes s velkou vytrvalosti, zivym temperamentem a inteligentnim vyrazem. Podle
typu srsti je plemeno rozdéleno do tii variet: kratko, dlouho a hrubosrsté.

DULEZITE PROPORCE: Délka téla (od ramenniho kloubu k sedacim hrboléim) piesahuje
vysku v kohoutku, pfiblizny pomér 10:9, coz vyhovuje pohybu v klusu. Pomér délky mozkovny
K tlamé je 1:1.

POVAHA/TEMPERAMENT: Velmi vérny a spolehlivy, vzdy ostrazity, pozorny, cily,
samostatny, vytrvaly, inteligentni, posluSny a nadany s temperamentem typického ovcaka.
Holandsky ov¢ak ochotné€ pracuje se svym panem a samostatné se zabyva jakymkoli kolem,
ktery mu byl ptidé€len. Pfi praci s vétSim stddem musi byt schopny pracovat spolecné s nékolika
dal§imi psy.




HLAVA: Propor¢ni k télu, pii pohledu shora a ze strany klinovita. Spise podlouhld, bez vrasek;
sucha, lice ploché bez vyraznych licnich kosti. Diky osrsténi se hlava hrubosrsté variety zda byt
vice Ctyfuhelnikova, ale jde pouze o opticky klam.

MOZKOVNA:
Lebka: Plocha.
Stop: Mirny, presto jasné patrny.

OBLICEJOVA CAST:

Tlama: Mirn¢ delsi nez ploché ¢elo. Nosni hibet rovny a rovnobézny s horni linii lebky.
Nosni houba: Cerna.

Pysky: Ptilehlé a dobie pigmentované.

Celisti/Zuby: Ntizkovy skus, silny, pravidelny a kompletni.

Oci: Tmavg, stiedni velikosti. Mandlového tvaru, mirn€ Sikmé. Oc¢i by nemély byt posazené
ptili§ daleko od sebe a ne vystupujici.

Usi: Stiedni velikosti. Pfi vzruseni vysoko nesené a vztycené.

KRK: Ne piilis kratky, suchy, bez volné kiize, pozvolna ptechazejici do trupu.

TRUP: Pevny, ale ne tézky.

Horni linie: Hladky pozvolny pfechod Sije do horni linie téla, hlava a krk pfirozené€ nesené.
Hibet: Rovny a pevny.

Bedra: Pevna, ne dlouhd ¢i uzka.

Zad’: Mirné $ikma, ne kratka.

Spodni linie a biicho: Lehce vtaZena.

Hrudnik: Hluboky a dostate¢né dlouhy, ne uzky, zebra mirné klenuta.

Ptedhrudi: Dobfe vyvinuté.

OCAS: V klidu svéSeny rovné dolii, nebo lehce prohnuty. Dosahuje ke hleznim. V pohybu
elegantné neseny vzhtiru, nikdy sto¢eny nebo neseny do strany.

KONCETINY:

HRUDNI KONCETINY: Silné, dobré délky, dobie osvalené. Kosti pevné, ale ne t&zké.
V zésad¢ rovné, ale s dostate¢né pruznymi nadprstimi.

Lopatky: Dobfe ptiléhajici k télu a dostate¢né Sikmé.

Nadlokti: Ptiblizné€ stejné dlouha jako lopatky a dobie zauhlena s ptiléhajicimi kostmi.

Lokty: Dobie ptilozené k télu.

Piedni tlapky: Ovélné. Seviené, prsty klenuté. Cerné drapy a pruzné ¢erné polstarky.

PANEVNI KONCETINY: Panevni kondetiny jsou silné a dobie osvalené. Kosti pevné, ale
nikdy ne té¢Zké. Ne piehnané zatihlené.

Stehna a bérce: Ptiblizné stejné délky.

Hlezna: Kolmo pod sedacimi hrboly.

Pasparky: Nejsou. 5
Zadni tlapky: Ovalné. Seviené, prsty klenuté. Cerné drapy a pruzné Cerné polstaiky.

CHODY / POHYB: Holandsky ovéak je klusak s volnym, plynulym a pruznym pohybem,
bez pfehnané vyrazného nakroceni ¢i délky chodu.




OSRSTENI:

SRST:

Kratka: Po celém tele pomérné tvrda, pevné ptilehld, ne ptilis kratka srst s bohatou podsadou.
Limec, kalhotky a delsi srst na ocase jsou jasné patrné.

Dlouhé: Po celém téle dlouha, rovna, pfiléhava, na omak hruba srst bez kudrn a vin s bohatou
podsadou. Zietelny limec a kalhotky. Ocas bohat¢ osrstény.

Hlava, usi, tlapky a panevni koncetiny pod hlezny jsou kryté kratkou hustou srsti. Zadni strana
hrudnich koncetin je siln¢ osrsténa tzv. praporci, které se smérem k tlapkam zkracuji. USi bez
trasni.

Hrubé: Po celém téle kromé hlavy hustd, tvrdd, rozcuchana srst s mékkou hustou podsadou.
Srst by méla byt ptilehla. Horni a dolni pysk dobte kryté srsti, kniry a bradkou; nad o¢ima dobie
vyvinuté hrubé oboci, které je vyrazné, ale ne prehnané. Na lebce a licich srst ponékud kratsi.
Pti pohledu ze strany se hlava zda byt kvadratickd. Ocas cely kryty srsti. Silné vyvinuté
kalhotky jsou zadouci.

Zihané zbarveni miize byt diky rozcuchané srsti méné vyrazné.

Hruba srst by mohla byt v priméru dvakrét roéné€ trimovana.

BARVA:

Zihana. Zakladni barva je zlata nebo stifbrna. Zlata od svétlé piskové aZ po kastanovou. Zihani
je jasné zfetelné po celém téle, na limci, kalhotkach a ocasu. Pfili§ mnoho ¢erné neni Zadouci.
Cerné masce je davana prednost.

Bil¢ znaky na hrudi a tlapkach nejsou zZadouci.

VYSKA A HMOTNOST:
Vvska v kohoutku: Psi: 57 -62cm
Feny: 55-60cm

VADY': Jakékoliv odchylka od vySe uvedenych znakli by méla byt povazovana za vadu a
vaznost, s niz je vada posuzovana, by méla byt v pfimém pomeéru k jejimu stupni a jejimu vlivu
na funkéni zdravi a pohodu psa.

VYLUCUJICi VADY:
e Agresivita nebo pfehnana bazlivost.
e KaZzdy jedinec jasné¢ vykazujici fyzické nebo psychické abnormality musi byt
diskvalifikovan.
e Nedostatek plemenného typu.

e Psi (samci) museji mit dvé zjevné normaln¢ vyvinuta varlata, plné sestoupla v Sourku.
e Pouze funk¢né a klinicky zdravi jedinci se znaky typickymi pro plemeno mohou byt
pouziti k chovu.
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Priloha 2: Fotografie holandskych ovéaki pied a po ztraté Zihani

S riznou intenzitou.

Fena B'Onze Liefde Hollandse Ster ve véku 7 mésict (vlevo) a 8 let (vpravo). Autor: Nikola
Kratochvilova (prvni fotografie), Jana Hofferova (druha fotografie)

RS N

Krej cova
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Pes Al Pacino Hollandse Ster ve véku 4 roky (vlevo) a 10 let (vpravo). Autor: Monika Erbenova

‘ Vo : sl S ~'§ﬂ{ % = SR S
Fena Ally Axiss of Jenny's smile ve véku 1 rok (vlevo) a 6 let (uprostied a vpravo). Autor:
Kamila Kudrnové (prvni fotografie), Jana Hofferova (dalsi dvé fotografie)

S = —— <

Pes Bennua Garr Hollan

S

dse ster v \)ékii 2 'roky (vlé\;b) ablet (vprao). Autor: Monika Erbenova



Piiloha 3: Dvoudimenzionalni struktura proteinu MCI1R se zndzornénymi mutacemi.
V obrazku jsou pouzity mezinarodni jednopismenné zkratky aminokyselin (upraveno podle
Schmutz (2018)).
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Priloha 4: Navod k odbéru DNA bukalnim stérem.

Postupujte prosim podle nize uvedenych pokyni:

1. Pied odbérem vzorku se ujistéte, ze pes nejedl nic
po dobu alespoii 30 minut. V opaéném piipadé
muze byt vzorek kontaminovan &asticemi potravy.

2. Vyjméte kartaéek z obalu a umistite ho mezi tvar
a dasné psa a po dobu 30 sekund mirmym tlakem na
shzmei tvare kartackem otacejte.

3. Vlozte kartacek do obalky a zalepte j1. Je
dilezité, aby kartacek nebyl vloZen zpét do
puvodniho obalu; vlhkost zachycena v plastovém
obalu by mohla vést k ristu bakterii. Tento
bakterialni rist miize DNA degradovat.

Please follow the instructions below:

1. Prior to sample collection, please make sure that
the dog has not eaten anything for at least 30
minutes. Otherwise, the sample can be
contaminated with food particles.

2. Begin by removing the brush from the wrapper
and placing 1t i the cheek of the dog and twist the
brush between the dog's cheek and gums for about
30 seconds.

3. Place brush in the envelope and seal it. Do not
place the brush back in its wrapper; moisture
trapped within the plastic wrapper could lead to
bacterial growth. This can disintegrate the DNA.

VI




Piiloha 5: Pozice primerii pouZitych k analyze sekvence genu MC1R a jeho mutaci
Pozice primerd jsou oznaceny zelenou barvou. Symbol > nebo < ukazuje smér amplifikace.
Koédujici sekvence je oznafena Sedou barvou, piiemz start a stop kodon jsou zvyraznény
¢ervené. Sekvence 5° UTR a promotorové oblasti je odlisena malymi pismeny. Mutace jsou
zvyraznéné modrou barvou. Ze sekvence vyplyva, Ze se jedna o jedince genotypu EMEM
(upraveno podle Diirig et al. (2018)).

1 ggagggtgcagtgggttctctccgatgcatgcatcecccgggtgcacgecccatcacgtggec
SOSSSS55555555555>> e?

61 acctcaggaggaggggctccggagcctttaaagatgtggagaaaggcttcattctttcectg
121 gagtgggacctcagccccctccaggectgggaaagcgggagceccctgagecgeccatgagge
181 agcaagaagatagaaacgtacgtctgaacctgagcaactgcccctccatggaagaggtgg
241 ggaggtgggctgagggtcgaggggtccaaagagactagagggttggggtecgggetggga
301 agcgactgctctgtcaggaagctggactctctctggctgggtcattgectgagectgacact
361 tgtacagaccgggagagggcaaatgtgagggcggccctggaggacagacaggccctgcetg
421 gtggcaccatgagctgagcaagacacctgagagcgaggaccctgctctgectceccecctgetygg
481 gaccATGTCTGGGCAGGGCCCCCAGAGAAGGCTGCTGGGCTCTCTCAATGGCACCTCCCC

<LLLLLLLLLLLLLLLLLKL
541 AGCCACCCCTCACTTCGAGCTGGCTGCCAACCAGACCGGGCCCCGGTGCCTGGAGGTGTC
601 CATTCCCGACGGGCTGTTCCTCAGCCTGGGGCTGGTGAGCGTTGTGGAAAATGTGCTGGT
661 GGTGGCCGCCATTGCCAAGAACCGCAACCTGCACTCGCCCATGTATTACTTCATCGGTTG
G
721 CCTGGCTGTGTCCGACCTGCTGGTGAGCGTGAGCAATGTGCTGGAGACGGCCGTCA?GCT
H
781 GCTGGTGGCGGCAEGCGCCTTGGCTGCTCAGGCTGCTGTGGTGCAGCAGCTGGACGACAT
841 CATTGACGTGCTCATCTGTGGTTCCATGGTATCCAGCCTCTGCTTCCTGGGCGCCATTGC
901 CGTGGACCGCTACCTCTCCATCTTCTACGCGCTGCGATACCACAGCATCGTCACACTCCC
961 GCGGGCGTGGCGGGCCATCTCCGCTATCTGGGTGGCTAGCGTCCTCTCCAGCACGCTCTT
1021 CATTGCCTACTACAATCACACGGCCGTCCTGCTTTGTCTTGTCAGCTTCTTTGTAGCCAT
1081 GCTGGTGCTCATGGCAGTGCTGTACGTCCACATGCTTGCCCGCGCCTGCCAGCACGCCCG
1141 AGGTATTGCCCGGCTCCATAAGAGGCAGCACTTCATCCCCCAGGGCTTTGGCCTCAAGGG
1201 CGCTGCCACACTCACTATCCTGCTGGGCATTTTCTTTCTCTGCTGGGGCCCCTTCTTCTT
1261 GCACCTCTCACTCGTGGTCCTCTGCCCTCAACACCCCATCTGTGGCTGCGTCTTTCAGAA
M 3
1321 CTTCAACCTCTTCgTCACCCTCATCATCTGCAACTCCATEATTGACCCCTTCATCTACGC
1381 CTTCCGCAGCCAGGAGCTCCGAAAGACTCTCCAAGAGGTAGTGCTATGTTCCTGGTGAGG
g

1441 CTGCAGGCTTGAGGCCAGGGTGCTGGGCAGAGGGGGGTGGTGATTGATACCCATGTGACT
<L LL L L L L L L L L L L L Lk

Vil



Piiloha 6: Pozice primeri pouzitych k analyze SINE inzerce v intronu 1 genu ASIP
Pozice primeri jsou oznaceny zelenou barvou. Symbol > nebo < ukazuje smér amplifikace.
Modfe je zvyraznéna sekvence SINE inzerce (Ciampolini et al. 2012), ktera se vyskytuje u
jedinct s alelou a' nebo a, kdezto u jedincti s alelami a% a a¥ tato inzerce chybi.

1 ATCTATGGAGGAATGTCTTTATTTTTACTTTTGAAGGACAGTTTCACCGAATATAGGATT
SESSS5555555555555555>>
61 CTCAGCTGATAGTTTTTTTCTTTTAGTACCTCAAATATATCTGCCTACTGTCTTCTGGCC

121 TTTAAAGTTTGCGATGAAAAATATGCTAATCATCTTGTTGAGGATCCCTTGTATGTGATT
181 AGTAGCTTCTCTCTTGCTAATTTCAAGAATCTACATTTGTCTTATCTTTTGCAAATTTGA
241 TTCATTTTTTTTTTTAATTTTATTTTTTTGATTTTTATTTATGATAGTCACACACACACA
301 GAAAGAGAGGCAGAGACGCAGGCAGAGGGAGAAGCAGGCTCCATGCACCAGGAGCCCGAC
361 GTGGGATTCGATCCCGGGTCTCCAGGATCGCGCCCTGGGCCAAAGGGCAGGCGCCAAACC

421 GCTGCGCCACCCAGGGATCCCTAATGTGTTTCTTACCTGACCATCTTCCTGAAATTCTCT
<L L L L L L L L L L L L L Ll

Piiloha 7: Pozice primeri pouZitych k analyze analyze mutaci v exonu 4 genu ASIP
Pozice primerQ jsou ozna¢eny zelenou barvou. Symbol > nebo < ukazuje smér amplifikace.
Kodujici sekvence je oznacena Sedou barvou. Mutace jsou zvyraznéné modrou barvou. Jelikoz
se v sekvenci vyskytuji mutace €.244G>T a ¢.248G>A , m4 jedinec genotyp a¥ay.

1 GGGTGGGGATGTCTGGTCTGGGGCCTCCATGGACAGCCCAAGGAGTTCCGAGACAGACGT
SOSSE555555555555>>>
61 GAGGACAGGTGGGGTGGACGTGGCCGGCTTGGGCAGCCCTGGCGTTTCCCTGCAGAAAAA

121 GGCTTCGATGAAGAACGTGTCTCATCCCCGGCCCCCGCCACCCACCCCCTGCGTGGCCAC
> a¥y <
181 TCGCAACAGCTGCAAGTCCCCGGCGCCCGCCTGCTGTGACCCCTGCGCCTCCTGCCAGTG
a
241 CCGCTTCTTCCGCAGCGCCTGCACCTGCCGCGTTCTCAGTCCCAGATGCTGAGCGCGCCC
<L L L L L L L L L L L L L Lk

Piiloha 8: Analyza $tépeni enzymem BtsCI v exonu 4 genu ASIP

Na vystupu analyzy Stépeni ze softwaru NEBcutter v2.0 (Vincze et al. 2003) je Cervené
podtrzena rozpoznavana sekvence enzymem BtsCI a zelenymi Sipkami jsou oznacena mista, ve
kterych tento enzym $té€pi amplifikovany usek exonu 4 genu ASIP. Ze sekvence vyplyva, ze
Sté€peni probiha pouze u jedince s alelou av.

BtsCI

5 ... TGCAGAAAAAGGCTTCGATGAAGAACGTGTCTCATCCCCGGCCCCCGCCACCCACCCCCT ... 37
I F110 | F120 | F130 | F140 [ F150 I k160
3 ... ACGTCTTTTTCCGAAGCTACTTCTTGCACAGAGTAGGGGCCGGGGGCGGTGGGTGGGGG6GA ... 57

BtsCI

Vil



Piiloha 9: Pozice primeri CBD103_ex2 pouZitych k analyze alely kY genu CBD103
Pozice primera jsou oznaceny zelenou barvou. Symbol > nebo < ukazuje smér amplifikace.
Kodujici sekvence je oznacena Sedou barvou. Trojice nukleotid, ktera je typicka pro alelu kY,
je zvyraznéna modrou barvou.
1 AGCTTTCCGGCACGTTCTGTTTTTTTCTTTGCAGGAAATGGGGGAATTATAAATACCCTG
61 CAGAGGTATTATTGCAGAATAAGGAGCGGTCGGTGCGCCTTGCTGAGCTGCCTGCCAAAG

121 GAGGAGCAGATAGGCCGCTGTTCTTCCACTGGCCGAAAATGCTGCCGAAGAAAGAAATAA

181 AAAAATCCAGAAATGGGATGGGAGCGTTGTAAAGTGTGAAAATGCCTCCTGGAAGTTTAT

Priloha 10: Pozice primerit CBD103_ex2del pouZitych k analyze alely KB genu CBD103
Pozice primerti jsou oznaceny zelenou barvou. Symbol > nebo < ukazuje smér amplifikace.
Kodujici sekvence je oznacena Sedou barvou. Pozice delece tii nukleotidli, diky niz vznikla
alela KB, je oznacena lomitkem a zvyraznéna modrou barvou.
1 AGCTTTCCGGCACGTTCTGTTTTTTTCTTTGCAGGAAATGGG/ATTATAAATACCCTGCA
61 GAGGTATTATTGCAGAATAAGGAGCGGTCGGTGCGCCTTGCTGAGCTGCCTGCCAAAGGA

121 GGAGCAGATAGGCCGCTGTTCTTCCACTGGCCGAAAATGCTGCCGAAGAAAGAAATAAAA

181 AAATCCAGAAATGGGATGGGAGCGTTGTAAAGTGTGAAAATGCCTCCTGGAAGTTTATAG

Piiloha 11: Porovnani sekvence jedince €. 1 s referen¢ni sekvenci pro gen MC1R
Vystup z programu BLAST ukazuje 100% shodu sekvenci a tedy vysokou kvalitu amplifikace.

MCI1R

Range 1: 1 to 1426

Score ldentities Gaps Strand

2634 bits(1426) 1426/1426 (100%) 0/1426 (0%6) Plus/Plus

Query 37 CGGGTGCACGCCCATCACGTGGCCACCTCAGGAGGAGGGGCTCCGGAGCCTTTARAGATG 96
FErrrrrrrrrrrerrrerrr e et ettt et et e e

Sbjct 1 CGGGTGCACGCCCATCACGTGGCCACCTCAGGAGGAGGGGCTCCGGAGCCTTTAAAGATG 60

Query 97 TGGAGAAAGGCTTCATTCTTTCTGGAGTGGGACCTCAGCCCCCTCCAGGCCTGGGARAGC 156
FErrrrrrrrrrrerrrerrr e et e ettt ettt e e

Sbjct 61 TGGAGAAAGGCTTCATTCTTTCTGGAGTGGGACCTCAGCCCCCTCCAGGCCTGGGARAGC 120

Query 157 GGGAGCCCTGAGCCGCCATGAGGCAGCAAGAAGATAGAAACGTACGTCTGAACCTGAGCA 216

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e et e e
Sbjct 121 GGGAGCCCTGAGCCGCCATGAGGCAGCAAGAAGATAGAAACGTACGTCTGAACCTGAGCA 180

Query 217 ACTGCCCCTCCATGGAAGAGGTGGGGAGGTGGGCTGAGGGTCGAGGGGTCCARAGAGACT 276

Lrererrrrrrrrrereerrrrrrrrrrerrrr e e e e e e
Sbjct 181 ACTGCCCCTCCATGGAAGAGGTGGGGAGGTGGGCTGAGGGTCGAGGGGTCCAAAGAGACT 240

Query 277 AGAGGGTTGGGGTCCGGGCTGGGAAGCGACTGCTCTGTCAGGAAGCTGGACTCTCTCTGG 336

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e et e e
Sbjct 241 AGAGGGTTGGGGTCCGGGCTGGGAAGCGACTGCTCTGTCAGGAAGCTGGACTCTCTCTGG 300

Query 337 CTGGGTCATTGCTGAGCTGACACTTGTACAGACCGGGAGAGGGCAAATGTGAGGGCGGCC 396

Lrrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrerrrrr e e e e
Sbjct 301 CTGGGTCATTGCTGAGCTGACACTTGTACAGACCGGGAGAGGGCAAATGTGAGGGCGGCC 360

IX



Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query

Sbjct

397

361

457

637

601

697

661

757

841

937

901

997

961

1057

1021

1117

1081

1177

1141

1237

1201

1297

1261

1357

1321

1417

1381

CTGGAGGACAGACAGGCCCTGCTGGTGGCACCATGAGCTGAGCAAGACACCTGAGAGCGA

FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e b e e e
CTGGAGGACAGACAGGCCCTGCTGGTGGCACCATGAGCTGAGCAAGACACCTGAGAGCGA

GGACCCTGCTCTGCTCCCTGCTGGGACCATGTCTGGGCAGGGCCCCCAGAGAAGGCTGCT

Cerrerrrrrrrrrerrerrrrr e rrrr e e e
GGACCCTGCTCTGCTCCCTGCTGGGACCATGTCTGGGCAGGGCCCCCAGAGAAGGCTGCT

GGGCTCTCTCAATGGCACCTCCCCAGCCACCCCTCACTTCGAGCTGGCTGCCAACCAGAC

FEEEErrrr et e r e e e e e e e e e e e e e e e e
GGGCTCTCTCAATGGCACCTCCCCAGCCACCCCTCACTTCGAGCTGGCTGCCAACCAGAC

GAGCGTTGTGGAAAATGTGCTGGTGGTGGCCGCCATTGCCAAGAACCGCAACCTGCACTC

CEEEEEEEE e e e e e e e e b bbb e e e e b e e e
GAGCGTTGTGGAARATGTGCTGGTGGTGGCCGCCATTGCCAAGAACCGCAACCTGCACTC

GCCCATGTATTACTTCATCGGTTGCCTGGCTGTGTCCGACCTGCTGGTGAGCGTGAGCAA

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e rrrrr e e e e
GCCCATGTATTACTTCATCGGTTGCCTGGCTGTGTCCGACCTGCTGGTGAGCGTGAGCAA

TGTGCTGGAGACGGCCGTCATGCTGCTGGTGGCGGCAGGCGCCTTGGCTGCTCAGGCTGC

AR R R R R RN R R R R N R R R R R AR AR RN
TGTGCTGGAGACGGCCGTCATGCTGCTGGTGGCGGCAGGCGCCTTGGCTGCTCAGGCTGC

TGTGGTGCAGCAGCTGGACGACATCATTGACGTGCTCATCTGTGGTTCCATGGTATCCAG

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e rrrrr e e e
TGTGGTGCAGCAGCTGGACGACATCATTGACGTGCTCATCTGTGGTTCCATGGTATCCAG

CCTCTGCTTCCTGGGCGCCATTGCCGTGGACCGCTACCTCTCCATCTTCTACGCGCTGCG

FEETEEE R e et e e e e e e e b e e e e e e b e e e
CCTCTGCTTCCTGGGCGCCATTGCCGTGGACCGCTACCTCTCCATCTTCTACGCGCTGCG

ATACCACAGCATCGTCACACTCCCGCGGGCGTGGCGGGCCATCTCCGCTATCTGGGTGGC

Frrrerrrrrrrrrerrerrrrr e e rrr e
ATACCACAGCATCGTCACACTCCCGCGGGCGTGGCGGGCCATCTCCGCTATCTGGGTGGC

TAGCGTCCTCTCCAGCACGCTCTTCATTGCCTACTACAATCACACGGCCGTCCTGCTTTG

Lrerrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrerrrrrrr e e e
TAGCGTCCTCTCCAGCACGCTCTTCATTGCCTACTACAATCACACGGCCGTCCTGCTTTG

TCTTGTCAGCTTCTTTGTAGCCATGCTGGTGCTCATGGCAGTGCTGTACGTCCACATGCT

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e et e e
TCTTGTCAGCTTCTTTGTAGCCATGCTGGTGCTCATGGCAGTGCTGTACGTCCACATGCT

TGCCCGCGCCTGCCAGCACGCCCGAGGTATTGCCCGGCTCCATAAGAGGCAGCACTTCAT

Lrerrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrr e e e e
TGCCCGCGCCTGCCAGCACGCCCGAGGTATTGCCCGGCTCCATAAGAGGCAGCACTTCAT

CCCCCAGGGCTTTGGCCTCAAGGGCGCTGCCACACTCACTATCCTGCTGGGCATTTTCTT

Frrrrrrrrrrrrrrrrerrr e e e et e e
CCCCCAGGGCTTTGGCCTCAAGGGCGCTGCCACACTCACTATCCTGCTGGGCATTTTCTT

TCTCTGCTGGGGCCCCTTCTTCTTGCACCTCTCACTCGTGGTCCTCTGCCCTCAACACCC

Lrrrerrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrerrrrr e e e
TCTCTGCTGGGGCCCCTTCTTCTTGCACCTCTCACTCGTGGTCCTCTGCCCTCAACACCC

CATCTGTGGCTGCGTCTTTCAGAACTTCAACCTCTTCCTCACCCTCATCATCTGCAACTC

Crrrrrrrrrrrrrrrrerrr e e et e e
CATCTGTGGCTGCGTCTTTCAGAACTTCAACCTCTTCCTCACCCTCATCATCTGCAACTC

CATCATTGACCCCTTCATCTACGCCTTCCGCAGCCAGGAGCTCCGAAAGACTCTCCAAGA

Lrrrerrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrerrrrr e e e
CATCATTGACCCCTTCATCTACGCCTTCCGCAGCCAGGAGCTCCGAAAGACTCTCCAAGA

GGTAGTGCTATGTTCCTGGTGAGGCTGCAGGCTTGAGGCCAGGGTG 1462

FEEEEEErr e et r e e e e e e e e e e e
GGTAGTGCTATGTTCCTGGTGAGGCTGCAGGCTTGAGGCCAGGGTG 1426
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Piiloha 12: Porovnani sekvenci jedinci €. 1, 5, 32, 33, 68 a 127 a referen¢ni sekvence
genu MC1R

V pozici 156 se nachazi mutace ¢.-329C>T, v pozici 339 c.-146G>del, v pozici 440 c.-45A>G
a Vv pozici 1274 se nachazi mutace ¢.790A>G, ktera dava vzniknout alele EM. Konce sekvenci
nejsou identifikované, jelikoz ma amplikon délku 1500 bp a nebyl tak kvalitn¢ osekvenovan az

na konec fragmentu.
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MC1R-refseq
MC1R-001
MC1R-005
MC1R-127
MC1R-EM-032
MC1R-EM-033
MC1R-EM-068

110

s Fsmeslmmis
GGAGGGTGCAGTGGGTTCTCTCCGATGCATGCATCCCGGGTGCACGCCCATCACGTGGCCACCTCAGGAGGAGGGGCTCCGGAGCCTTTARAGATGTGGA

MClR-refseq
MC1R-001
MC1R-005
MC1R-127
MC1R-EM-032
MC1R-EM-033
MC1R-EM-068

MC1R-refseq
MC1R-001
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20

120

30

130

40 50 60 70 80 90 100
Leaisl sssmlessalia sesllessndlismes bansslanes lamas batns o] amasl

140
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MC1R-refseq CATT
MC1R-001
MC1R-005
MC1R-127
MC1R-EM-032
MC1R-EM-033
MC1R-EM-068

e
ATGTATTACTTCATCGGTTGCCTGGCTGTGTCCGACCTGCTGGTGAGCGTGAGCAATGTGCT

MClR-refseq
MC1R-001
MC1R-005
MC1R-127
MC1R-EM-032
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MC1R-EM-068

MC1R-refseq
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o
TGTACGTCCACATGCTTGCCCGCGCCTGCCAGCACGCCCGAGGTATTGCCCGGCTCCATAAGAGGCAGCACTTCATCCCCCAGGGCTTTGGCCTCAAGGG

MC1R-refseq
MC1R-001
MC1R-005
MC1R-127
MC1R-EM-032
MC1R-EM-033
MC1R-EM-068

=
CGCTGCCACACTCACTATCCTGCTGGGCATTTTCTTTCTCTGCTGGGGCCCCTTCTTCTTGCACCTCTCAC

MClR-refseq
MC1R-001
MC1R-005
MC1R-127
MC1R-EM-032
MC1R-EM-033
MC1R-EM-068

'CCCGACGGGCTGTTCCTCAGCCTGGGGCTGGTGAGCGTTGTGGAARAATGTGCTGGTGGTGGCCGCCATTGCCAAGAACCGCAACCTGCACTCGCCC
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MClR-refseq TGTGGCTGCGTCTTTCAGAACTTCAACCTCTTCCTCACCCTCATCATCTGCAACTCCATCATTGACCCCTTCATCTACGCCTTCCGCAGCCAGGAGCTCC
MCIR-001 idis os ssisoile@as SaRReuaies v Seanon@sksn o se@essan o meas niaipaes: aa o seieis siikes sa e 94 sesveieh
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MClR-refseq GAAAGACTCTCCAAGAGGTAGTGCTATGTTCCTGGTGAGGCTGCAGGCTTGAGGCCAGGGTGCTGGGCAGAGGGGGGTGGTGATTGATACCCATGTGACT
MEIRZ00L oo ave wioyisss ioioseiss aenabnd, o iminios 8w 50 e 0 aymuart@iie plach € sxeses e -anmimhors e ey ahieier s iasiys
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Ptiloha 13: Pi‘ehled genotypii v detekovanych mutacich genu MC1R
Celkem bylo hodnoceno 125 jedincti vSech tii variet holandského ov¢aka. VEk je uveden
Vv letech a je aktudlni k roku 2020. Ve sloupci fenotyp jsou dvé moznosti. Pes s zZihanym
fenotypem ma klasické ¢erné zihani, které 1ze dobie rozeznat. Jedinci s fenotypovou kategorii
,bez zihani“ jsou ti, u kterych je zihani s Casem mén¢ zietelné. Ve sloupcich s mutacemi je
vypsan vzdy genotyp jedince, naptiklad C C ve sloupci €.-329C>T znamend, Ze jedinec ma
Vv této pozici na obou chromozomech cytosin. Hodnota NA znamena, Ze u jedince nebyl genotyp
dané alely identifikovan. Symbol — odpovida deleci v pozici mutace c.-146G>del.

Vzorek Pohlavi Vék  Fetotyp €.-329C>T €.-146G>del c.-45A>G €.790A>G
1 fena 3 Zihany ccC GG AA GG
2 fena 3 Zihany ccC GG GA GG
3 pes 6 Zihany cC GG AA GG
4 pes 3 Zihany ccC —-= GG GG
5 fena 9 bez zihani ccC -— GG GG
6 fena 2 Zihany ccC G- GA GG
7 pes 6 Zihany ccC G- GA GG
8 fena 2 Zihany ccC —-= GG GG
9 fena 3 Zihany ccC G- GA GG
10 fena 8 Zihany ccC G- GA GG
11 fena 5 Zihany ccC G- GG GG
12 fena 6 Zihany ccC GG AA GG
13 fena 6 Zihany ccC G- GA GG
14 pes 14 Zihany NA NA NA NA
15 fena 3 Zihany ccC GG AA GG
16 pes 4 zihany ccC G- GA GG
17 fena 1 zihany cC G- GA GG
18 fena 3 Zihany ccC G- GA GG
19 fena 11 Zihany ccC G- GA GG
20 pes 12 Zihany ccC GG AA GG
21 fena 2 Zihany ccC -= GG GG
22 fena 3 Zihany ccC G- GA GG
23 fena 2 Zihany ccC G- GA GG
24 fena 3 zihany cCC GG AA GG
25 pes 14 bez zihani ccC —-= GG GG
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Vzorek Pohlavi Vék  Fetotyp €.-329C>T c.-146G>del c.-45A>G €.790A>G

26 pes 11 zihany ccC G- GA GG
27 fena 4 Zihany ccC G- GA GG
28 fena 12 zihany CccC GG AA GG
29 pes 5 zihany ccC -= GG GG
30 fena 11 bez zihani CccC G- GA GG
31 fena 5 zihany CccC G- GA GG
32 fena 14 zihany CT GG GA GA
33 pes 11 zihany TT GG GG AA
34 fena 11 zihany CccC G- GA GG
35 fena 5 zihany CccC G- GA GG
36 fena 8 zihany CccC G- GA GG
37 pes 12 zihany ccC G- GA GG
38 fena 9 zihany CccC G- GA GG
39 fena 6 Zihany CccC GG AA GG
40 fena 6 zihany CccC -= GG GG
41 pes 9 zihany CccC -= GG GG
42 fena 3 zihany CccC GG AA GG
43 pes 3 zihany ccC GG AA GG
44 fena 10 bez zihani CccC G- GA GG
45 fena 5 zihany CccC -= GG GG
46 pes 10 bez zihani ccC - = GG GG
47 fena 1 Zihany CccC -= GG GG
48 fena 1 zihany CccC G- GA GG
49 fena 1 zihany CccC -= GG GG
50 pes 1 Zihany ccC -= GG GG
51 fena 5 Zihany CccC -= GG GG
52 pes 2 Zihany ccC -= GG GG
53 fena 8 Zihany CccC G- GA GG
54 fena 3 zihany CccC G- GA GG
55 fena 10 zihany CccC GG AA GG
56 fena 7 Zihany CccC GG GA GG
57 pes 1 Zihany ccC GG GA GG
58 fena 1 Zihany CccC GG GA GG
59 pes 1 Zihany NA NA NA NA
60 fena 1 zihany CccC G- GA GG
61 pes 1 zihany ccC G- GA GG
62 pes 1 Zihany CccC GG GA GG
63 fena 6 Zihany CccC GG AA GG
64 pes 2 Zihany ccC GG AA GG
65 fena 8 Zihany ccC G- GA GG
66 fena 1 Zihany TT GG GG AA
67 fena 3 zihany CccC GG AA GG
68 pes 3 Zihany CccC GG AA GG
69 pes 6 Zihany CcC G- GA GG
70 pes 1 zihany ccC G- GA GG
71 pes 1 Zihany ccC G- GA GG
72 fena 1 Zihany ccC G- GA GG
73 fena 1 Zihany ccC G- GA GG
74 fena 1 zihany CcC G- GA GG
75 pes 1 zihany CcC G- GA GG
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Vzorek Pohlavi Vék  Fetotyp €.-329C>T c.-146G>del c.-45A>G €.790A>G
76 fena 1 zihany NA NA NA NA
77 pes 6 Zihany ccC G- GA GG
78 fena 10 bez zihani ccC -= GG GG
79 fena 9 bez zihani ccC G- GA GG
80 pes 10 Zihany ccC GG AA GG
81 pes 10 Zihany ccC G- GA GG
82 fena 6 bez zihani ccC G- GA GG
83 fena 8 bez zihani ccC NA NA GG
84 fena 7 Zihany ccC GG AA GG
85 fena 2 Zihany ccC NA NA GG
86 fena 1 Zihany ccC GG AA GG
87 pes 1 zihany ccC G- GA GG
88 pes 1 zihany ccC G- GA GG
89 pes 1 Zihany ccC GG AA GG
90 pes 1 Zihany ccC G- GA GG
91 fena 3 bez zihani ccC NA NA GG
92 fena 9 Zihany ccC G- GA GG
93 fena 6 bez zihani ccC GG AA GG
94 fena 13 bez zihani ccC GG AA GG
95 pes 7 zihany ccC G- GA GG
96 pes 1 zihany ccC G- GA GG
97 pes 1 Zihany ccC G- GA GG
98 pes 1 Zihany ccC -= GG GG
99 pes 1 Zihany ccC G- GA GG
100 fena 3 Zihany ccC G- GA GG
101 pes 1 zihany ccC -— GG GG
102 pes 1 Zihany ccC -= GG GG
103 pes 1 Zihany ccC - = GG GG
104 pes 1 zihany ccC G- GG GG
105 pes 1 zihany ccC G- GG GG
106 fena 1 Zihany ccC -= GG GG
107 pes 1 Zihany ccC - = GG GG
108 pes 1 Zihany ccC G- GG GG
109 pes 1 Zihany ccC GG GA GG
110 pes 1 Zihany ccC G- GG GG
111 fena 1 Zihany ccC GG GA GG
112 pes 1 zihany ccC - = GG GG
113 pes 1 zihany ccC G- GA GG
114 pes 1 Zihany ccC G- GA GG
115 pes 1 Zihany ccC G- GA GG
116 fena 1 zihany ccC G- GA GG
117 fena 1 zihany ccC G- GA GG
118 fena 1 Zihany ccC G- GA GG
119 pes 10 bez zihani ccC G- GA GG
120 pes 6 zihany ccC G- GA GG
121 fena 6 bez Zihani ccC G- GA GG
122 pes 7 bez zihani ccC G- GA GG
123 fena 2 Zihany ccC G- GA GG
124 pes 10 bez zihani ccC GG AA GG
125 pes 9 bez zihani ccC -— GG GG
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Piiloha 14: Porovnani amplifikovanych sekvenci s referencni sekvenci genu ASIP.
¢. 107 a 112 plemene holandsky ovcak,
¢ern¢ho némeckého ovcaka (NO) a referencni sekvence.

Obrazek znazornuje porovnani sekvenci jedinct

ASIPinl-refseq
ASIPinl-107
ASIPinl-112
ASIPinl-NO

ASIPinl-refseq
ASIPinl-107
ASIPinl-112
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SR NSRRI |NISWNIN |SRR (OO WOMISH SN O (SRR WEIOL (ISR OO |SSRRLL (RN SN | (YSS, [—— J— —— |
GGACAGTTTCACCGAATATAGGATTCTCAGCTGATAGTTTTTTTCTTTTAGTACCTCAAATATATCTGCCTACTGTCTTCTGGCCTTTAAAGTTTGCGAT
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sisiszedimommisilimismiad immmmssilioms el ssimlismsmol msemeil werenllivewe e sdlomee Boesws Fovamilioses buseeds sonlaesel seel
GAAAAATATGCTAATCATCTTGTTGAGGATCCCTTGTATGTGATTAGTAGCTTCTCTCTTGCTAATTTCAAGAATCTACATTTGTCTTATCTTTTGCAAA

ASTPIDIENG = adenvdtividie sl ASRt S vt i s et e Bl e mosiGh L Bl St o B et e ek B s
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
serndis ssslbssslssmaless sleneillsssdlveal sl adllasdlouilsssslismns Fasamlesss Iasands waslonnelassmsl
ASIPinl-refseq TTTGATTC
ASIPinl-107 = ........
ASTPINI =112 ausewses TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCATTTATTTATGATAGTCACACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGCAGAGACACAGGCAGAGGGAG
ASIPinl-NO = ........ ATTTTTTTTTTTAATTTTATTTTTTTGATTTTTATTTATGATAGTCACAC ACACACAGAAAGAGAGGCAGAGACGCAGGCAGAGGGAG
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
sival s eswlssselasmlseaslssmslassslsse sl assel stasdilosslvwsgl ve o lmsss Fasowlses s Lassad s soslsnmslansmsd

ASIPinl-refseq
ASIPinl-107

ASIPinl-112 AAGCAGGCTCCATGCACCGGGAGCCTGACGTGGGATTTGATCCCGGGTCTCCAGGATCGCGCCCTGGGCCARAGGAGGCGC TAAAACCGCTGCGCCACC
ASIPinl-NO AAGCAGGCTCCATGCACCAGGAGCCCGACGTGGGATTCGATCCCGGGTCTCCAGGATCGCGCCCTGGGCCARAGGGCAGGCGCCAAACCGCTGCGCCACC
410 420 430 440
svzlis sssulrane fewaslass vbssne besunlspsals
ASIPinl-refseq CTAATGTGTTTCTTACCTGACCATCTTCCTGA
ASTREDAZTOT = oo o s bisimeeerie e e e e Bl A e g e
ASIPinl-112 CAGGGATCC
ASIPinl-NO CAGGGATCC

Piiloha 15: Porovnani amplifikovanych sekvenci s referencni sekvenci genu ASIP.

Na obrazku jsou porovnany sekvence jedinct €. 1 a 110 s referenéni sekvenci, ktera ma v pozici
133 thymin a v pozici 136 adenin, coz je typické pro alelu aY. Stejné mutace obsahuje i sekvence
jedince €. 1 oproti jedinci ¢. 110, ktery ma na zminénych pozicich guanin. V dusledku
pozménéni sekvence primeru v jednom nukleotidu pro jeho lepsi specifitu je u obou
amplifikovanych vzorkt ¢. 1 a 110 v pozici 15 adenin a ne guanin, ktery se v jejich DNA ve
skute¢nosti nachazi.
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ASIPex4-refseq GATGTCTGGTCTGGGGCCTCCATGGACAGCCCAAGGAGTTCCGAGACAGACGTGAGGACAGGTGGGGTGGACGTGGCCGGCTTGGGCAGCCCTGGCGTTT
ASTPex4A-001 owmmime oo BB i 3 S 1 0 A0 A 03 S S il o S T 80 3 O S S DO
ASTPexd4-110 = cssepmaes sesimes B s B R S e S A R R B L S S S S SR S SR S SR ISR R s
110 120 140 150 160 170 180 190 200
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ASIPex4-refseq
ASIPex4-001
ASIPex4-110

I'CCCCGGCCCCCGCCACCCACCCCCTGCGTGGCCACTCGCAACAGCTGCAAGTCCCCGGCGCC

210 220 230 240 250 260 270 280
srssssilseslawns] v Dsaen lasnn | swasalvnss Lossnlmsss Vasan Lsswslzeeslssns] soas lwwsslsaes]
ASIPex4-refseq CGCCTGCTGTGACCCCTGCGCCTCCTGCCAGTGCCGCTTCTTCCGCAGCGCCTGCACCTGCCGCGTTCTCAGTCCCAGATGCTGA
ASIPex4-001

ASIPex4-110
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Piiloha 16: Prehled genotyptu v detekovanych mutaci a vyslednych alel genu ASIP

V tabulce jsou uvedeni pouze jedinci, ktefi byli testovani na vyskyt SINE inzerce a zaroven
mutace g.248G>A. Mezi n¢ patii Stéhata z vrhu, ve kterém se vyskytlo zbarveni zihané paleni
a jejich matka. U ostatnich jedinct byl analyzovan pouze vyskyt SINE inzerce. Divod je
vysvétlen v diskuzi. Kazdému jedinci je v tabulce pfifazeno Cislo, uvedeno jeho pohlavi, vék a
fenotyp. Fenotyp ma dvé moznosti vztazené k projevu genu ASIP, zihany a palené zihani. Déle
jsou v tabulce uvedeny genotypy jedinct pro jednotlivé sledované mutace vyjadiené pomoci
nukleotid, které se na dané pozici u daného jedince nachézi nebo pomoci symbolii + pro SINE
inzerci a —, pokud nebyla u jedince detekovana.

Vzorek Pohlavi Vék Fetotyp SINE inzerce c. 248G>A  vysledny genotyp
11 fena 5 Zihany + - GA a at
103 pes 1 palené zihani ++ GG atat
104 pes 1 palené zihani ++ GG atat
105 pes 1 zihany - = AA ayay
106 fena 1 palené Zihani ++ GG atal
107 pes 1 Zihany +— GA aat
108 pes 1 palené zihani ++ GG atat
109 pes 1 7ihany + - GA a at
110 pes 1 palené Zihani ++ GG atal
111 fena 1 Zihany + - GA ava'
112 pes 1 Zihany + - GA ava'

Piiloha 17: Porovnani amplifikovanych sekvenci s referencni sekvenci genu CBD103.

Na obrazku jsou porovnany sekvence jedince €. 5 ziskané pouZitim riiznych dvojic primerd.
Referen¢ni sekvence obsahuje v pozici 18 — 20 trojici nukleotidd, jejiz vyskyt je typicky pro
alelu kY. Oproti tomu alela KB je charakteristicka deleci t&chto tif nukleotidi.

10 20 30 40 50 60 70 80 920 100
|||,_|L||||1|||||||||||

CBD103ex2-refseq TCTTTGCAGGAAAT TTATAAATACCCTGCAGAGGTATTATTGCAGAATAAGGAGCGGTCGGTGCGCCTTGCTGAGCTGCCTGCCAAAGGAGGA
CBDI03ax2-005" oiwraiss sodiess @il oo o b aveve die ks orei e as e wrii Telin e ievh b o e s AR e e R R e e Ve & RIS R R e
CBDY03EX2AGL=005" =i S s slbmme bl = e s n el s s S S ate o B TRR s A A A T Ak SRR &5 SRS a3 S A ArBvaTess SR s o R ATt s

ST [ |Twmvpy | SOWRY NP RN WP SRS OR[N |G | SRR | SRRCRR SRS, (SRR, [, ST | SR ORI | NP |
CBD103ex2-refseq GCAGATAGGCCGCTGTTCTTCCACTGGCCGAAAATGCTGCCGAAGAAAGAAATAAAAAAATCCAGAAATGGGATGGGAGCGTTGTA
CEDTOTERIE005: meiumimeiorsbrssilbrs S sy s R R b s oo e s TS S e T e e s SR ro oo
CBD1038x2dal =005 iisi6Eaisss i el e A e R e SR A e G i SR B R A T I B B S R R R e s el AAGTGTGAAAATGC

CBD103ex2-refseq
CBD103ex2-005
CBD103ex2del-005 CTCCT
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Piiloha 18: Porovnani hrubych dat sekvenci heterozygota (G -) s referen¢ni sekvenci

V horni ¢asti je vysledek sekvenace heterozygota (G —) s primerem MC1R-F. Pti porovnani
s referen¢ni sekvenci (uprostied) 1ze vidét od pozice delece (oznacena Sipkou) zdojené piky. To
samé plati pro sekvenaci s primerem MC1R_EB-R, kdy ma vysledna sekvence (dole) od pozice
delece také zdvojené piky. Tato sekvence byla pro nazornost reversné¢ komplementarné
otocena, proto jsou zdvojené piky smérem doleva a ne doprava.

CTGTCAGGAAGCTGGACTCTICTCTIGGCTIGGTCCTTGGTGAACTTAAAACTGGACCCA

¢
! : \‘ w/ u\

CTIGTCAGGAAGCTGGACTCTCTCTIGGCTGGGTCATTGCTGAGCTGACACTTGTACAG

Zdroj: CHS Stripespeed
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