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Studie Y chromozomu psovitych Selem

Souhm

Analyzou genomu psa domaciho (Canis lupus familiaris) Ize nabyt velkého mnozstvi
informaci tykajicich se nejenom piimo tohoto druhu, ale ziskané vysledky lze aplikovat i u
daBich zvocichii véetné¢ Cloveéka. Za Ucelem zkoumani genomu bylo sestaveno mnoho
genetickych map a vyznamnym meznikem bylo jeho kompletni osekvenovani. Osekvenovany
genom byl vyuzit pfi sestavovani fylogenetického stromu psovitych Selem, poskytuje dilezité
voditko pii vyzkumu domestikace psa, umoziuje Studovat dédicna onemocnéni spolecna pstim
i lidem ¢i lze zjistit genetickou podstatu fenotypovych projevii U pst. V této praci se zabyvam
strukturou a organizaci pstho genomu se zvlaStnim zaméfenim na Y chromozom.

Nejmensi psi chromozom, chromozom Y, je jedine¢ny svou strukturou a organizaci,
které jsou vysledkem mnohalet¢é evoluce pohlavnich chromozomti. S chromozomem X
rekombinuje pouze v malém useku nazyvaném pseudoautozomalni oblast; jeho zbylou Cast
tvoii tzv. oblast specifickd pro samce. Ta sestdvd jednak ze sekvenci heterochromatickych,
tvofenych riznymi typy repetic, a dale ze sekvenci euchromatickych, které se d€li do tii typt
podle zpisobu vzniku. Pocet gend, které se na chromozomu Y vyskytuji, neni pfili§ vysoky a
jsou to geny uplatiujici se pfi vyvoji varlat a spermatogenezi.

Vyzkum chromozomu Y pomoci molekuldrné genetickych metod a nasledna aplikace
ziskanych poznatki ziskava stale vétsi uplatnéni v celé fadé studii. K vyzkumu lze vyuzit mimo
jiné sekvenovani, které je vSak komplkovano zna¢nym mnozstvim repetitivnich sekvenci,
PCR, dale AFLP a RFLP metody. S pomoci téchto metod lze vytvofit Y specifické markery
hrajici nezastupitelnou roli pfi vyzkumu.

Jako Y specifické markery oznacujeme znamé sekvence nachdzejici se na Y
chromozomu. Jelikoz predstavuji zcela srovnatelnou alternativu k mtDNA, roste jejich vyuziti
V popula¢nich a evoluénich studiich psovitych Selem, vcetné otdzek tykajicich se domestikace
psa. Nabizi novy thel pohledu z hlediska paternalni linie, které se tak dostava stale vice

pozornosti.

Kli¢ova slova: Y chromozom, Canidae, struktura a organizace psiho genomu, haplotyp



Genetic study of Y chromosome of Canidae family

Summary

The analysis of the genome of the domestic dog (Canis lupus familiaris) provide a large
amount of information regarding this species but the results can be applied also to other animals,
including humans. There is a number of genetics maps assembled for the purpose of researching
the genome and complete genome sequence represents a significant milestone. The whole -
genome sequence can be used for construction of the phylogenetic tree of the Canids, it provides
important guidance in the domestication research, it enables studying hereditary diseases
common to dogs and humans or it there is a possibility for detection the genetic bases of
phenotypic manifestation in dogs. In this study, | have dealt with the structure and organization
of the canine genome, with a particular focus on the Y chromosome.

The smallest dog chromosome, chromosome Y, is unique to its structure and
organization which is the result of years of evolution of the sex chromosomes. There is a small
region, called pseudoautosomal, in which is possibility of recombination with the chromosome
X; the remaining part consists of the male specific-region. This region comprises
heterochromatic sequences, consisting of different types of repetitions, and further euchromatic
sequences which are divided into three types according to their origins. The number of genes
on the Y chromosome is not large and the genes are applicable in the progress of testes and
spermatogenesis.

The research of the Y chromosome using molecular genetic methods and the subsequent
application of acquires knowledge is gaining increasingly application in awide range of studies.
There are many methods which can be used for research such as sequencing, PCR, AFLP and
RFLP methods. By using these methods, there can be created Y-specific markers playing an
irreplaceable role in research.

There are well known sequences on the Y chromosome which are also called Y -specific
markers. They represent quite comparable alternative to mtDNA so their use in population and
evolutionary studies of canids, including issues relating to the domestication, is rising. Their
using offers a new point of view from the paternal line which resulted in attracting attention to
it.

Keywords: Y chromosome, Canidae, structure and organization of the dog genome, haplotype
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1 Uvod

Pes snami od dob domestikace usel uz velky kus cesty a dnes je na celém svété¢ chovano
ptes 300 riznorodych plemen. Pravé diky této fenotypové rozmanitosti, a v neposledni fad¢ i
kvali vysokému vyskytu dédicnych onemocnéni, se pes stal velice vyhledavanym modelem
genetickych studii a analyz. Genom psa je proto v soucasné dobé intenzivné studovan a to
zejména od doby jeho osekvenovani. V této préci je hlavni diraz kladen konkrétné na Y
chromozom, ktery byl a do dnesni doby je, co se ty¢e vyzkumu, ponékud opomijen.

Chromozom Y je oproti svému prot&jsku, X chromozomu, mnohem mensi a nese pouze
maly pocet gent, které se uplatiuji predevSim pii vyvoji varlat a ve spermatogenezi. Tato
rozdilnost je zpiisobena potlacenim rekombinace mezi obéma chromozomy nasledované
samotnou degeneraci Y chromozomu, zatimco chromozom X je svou stavbou a poftem gent
nadale podobny autozomiim.

K samotnému studiu Y chromozomu lze pouzit Sirokou Skalu molekularné genetick ych
metod, z nichz je v této praci zminéno sekvenovani, PCR, AFLP a RFLP metody, s jejichz
pomoci je mozno vytvoreni Y specifickych markert.

Y specifické markery, jimz je vénovana zavérecnd Cast této prace, predstavuyji znadmé
sekvence DNA na Y chromozomu, které Ize snadno identifikovat. Daji se uplatnit pii vyzkumu
evoluce, fylogeneze a studia jednotlivych populaci psovitych Selem. Poskytyji informace o
paternalni linii, kterou doposud nebylo mozné sledovat, protoze vétSina téchto studii vyuzivala
predev§im mitochondrialni DNA dédici se po matce. Aplikace Y specifickych markert tak

V sob¢ skryva dosud nevyuzity potencial.



2 Cil prace

Cilem této prace je vytvoreni literarni reSerSe aktudlnich poznatki 0 genomu psa,
zabyvajici se pfedevSsim Y chromozomem. Prace je zaméfena na strukturu a organizaci Y
chromozomu, molekularné genetick¢é metody pouzivané pii vyzkumu Y chromozomu a vyuziti

Y specifickych markerii K evolu¢nim, populaénim a forenznim studiim psovitych Selem.



3 Literarni reSerse
3.1 Taxonomické zatazenipsa, jeho domestikace a obecna charakteristika

3.1.1 Taxonomické zarazeni psa

Pes domaci (Canis lupus familiaris) se fadi do podfadu psotvarnych Selem (Caniformia)
a Celedi psovitych (Canidae), jejiz vanik lze datovat do doby pied piblizné¢ 50 miliony lety
(Ostrander a Wayne, 2005). Tato skupina se pted 7 - 10 miliony lety rozdélila na 34 sou¢asnych
druhti psovitych, a proto jsou si vSechny tyto druhy geneticky velmi podobné (Wayne et al.,
1997). Wilson a Reeder (2005) uvadéji, ze do rodu Canis nalezi celkem Sest druhi: vik (C.
lupus), vicek etiopsky (C. simensis), kojot (C. latrans) a sakal (C. aureus, C. mesomelus, C.
adustus). Vsichni pfislusnici tohoto rodu se mezi sebou mohou kizit za vzniku plodnych
potomki, coz potvrzuji studie genomit nekterych volné zjicich populaci (Gottelli et al., 1994;
Roy etal., 1996; Wilson et al., 2000; Adams et al., 2003).

Wayne et al. (1997) ve svém vyzkumu zjistili, Ze v ramci Celedi psovitych jsou tfi
odlisnd fylogeneticka uskupeni: liskovité formy, vlkovité formy a jihoamerické¢ formy. Kromé
toho uvadgji také nékolik psovitych, ktefi nemaji zZjici blizké piibuzné, napt. nekteré lisky (rod
Urocyon), pes usaty (Otocyon megalotis) a pskk myvalovity (Nyctereutes procyonoides). Pti
sekvenovani psiho genomu byl vytvoten fylogeneticky strom psovitych, ve kterém je vSak pes
usaty a psik myvalovity zafazen mez liSkovit¢ formy (Lindblad-Toh et al., 2005). Vyzkumy
také ukazuji, Ze vlkovit¢ formy si jsou fylogeneticky daleko blizSi s jthoamerickymi nez
S liskovitymi formami, z ¢ehoz vyplyva, ze lisky se od psi oddélily pravdépodobné jiz na
pocatku moderniho vétveni fylogenetického stromu (Lindblad-Toh et al., 2005; Ostrander a
Wayne, 2005).

Obr. 1: Fylogeneze psovitych (Canidac) dle Lindblad-Toh et al. (2005). Fylogeneticky strom
byl vytvofen na zikladé sekvenace 15 kb exonli a mtrond. Jednotlivé barevné vétve ukazuji
rozdéleni psovitych na Ctyfi zakladni linie (clades): LiSkovit¢ formy (Cerveng), jihoamerické
formy (zelen€), vlkovité formy (modie) a ostrovni lisky zastoupeny dvéma piislusniky rodu
Urocyon (oranzov¢). Horni indexy vyjadiuji bootstrapové hodnoty a dolni indexy bayesovské
hodnoty posteriorni pravdépodobnosti; pomlcky oznacuji bootstrapové hodnoty mensi nez 50
% a bayesovské hodnoty posteriorni pravdépodobnosti mensi nez 95 %. Cerné body naznaduji
pfitomnost tzv. indels (souhrnné oznaceni pro inzerce Ci delece), Cislo v zavorce znaci jejich

pocet, je-li vétsi nez jedna. Ilustrace se vztahuji k podtrhanym nazviim druht.
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3.1.2 Pivod a domestikace psa
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Dnes je jasné, Ze vik (Canis lupus) je jedinym piedkem psa domaciho (Wayne, 1993).

Ditve se ovSem védci, mezi nimi i Charles Darwin ¢i Konrad Lorenz, domnivali, Ze mezi ptedky

psa mohl patiit napt. Sakal obecny (Canis aureus), kojot (Canis latrans) nebo dokonce dingo



(Canis lupus dingo). Byla vyi¢ena i domnénka, ze rizna plemena mohou mit rizné predky
(Morey, 2010).

Otazky ohledné toho, kde a kdy piesné¢ byl pes domestikovan, nejsou stale uspokojiveé
zodpovézeny. Pred aplikovanim genetickych metod se podle archeologickych naleza
predpokladalo, ze domestikace psa probihala piblizné pred 12 — 14 000 lety. Z této doby
pochazi kostra, objevena v némecké lokalit¢ Bonn-Oberkassel, ktera nese prokazateiné znaky
psa (Nobis, 1979). Kosterni pozistatky ps, jejichz stafi bylo odhadnuto na 11 500 - 12 000 let,
byly nalezeny v lzraeli (Davis a Valla, 1978). Dalsi fosilie byly nalezeny znovu v lzraeli
(Tchernov, 1997), v Rusku (Sablin a Khlopachev, 2002) a ve Spandlsku (Vigne, 2005). Byla
nalezena jest¢ fada starSich koster psovitych Selem, jelikoz vSak nemaji vSechny typické znaky
psa, neni jisté, zda se jedna jiz skute¢né o psa, ¢i jen ochoceného vlka (Benecke, 1987). Boyko
(2011) rovnéz udava, Ze nejsou Zadné zndmé kosterni ndlezy ¢i malby psa, jejichZ stafi by bylo
vétsi nez 16 000 let.

V ur¢itém rozporu s archeologickymi nalezy je vSak naprosta vétSina genetickych studii.
Podle prvnich analyz kontrolnich sekvenci mtDNA (mitochondridlni DNA) se predpokladalo,
7e k domestikaci doslo pfed vice nez 100 000 lety (Vila et al, 1997). Savolainen et al. (2002)
ve své studii MDNA tento odhad uptesnili na cca 15 000 let. Uvedh také, Ze nejvetsi genova
rozmanitost se nachazi u pst ve vychodni Asii, Z ¢ehoZ se domnivaji, ze domestikace psa zacala
pravé v této lokalité. Podobna genova diverzita vSak byla podle analyz polymorfismi mtDNA
prokazana i v Africe; hypotéza o domestikaci psa ve vychodni Asii je tak zpochybnéna (Boyko
et al., 2009).

Dalsi teorie situuje domestikaéni centrum psa do jihovychodni Asie, konkrétné do
lokality nachazejici se jiné od feky Yangtze (ASY - Asia south of Yangtze River) (Pang etal.,
2009). Vysledky analyz mitochondrialnich genomd psi po celém svét¢ ukazuji, ze psi
vSeobecn¢ sdileji spolecny homogenni genofond, ktery obsahuje deset rozdilnych haplotypi.
Pritomnost vSech téchto haplotypi byla prokazana pravé v regionu ASY; dale se jejich Cetnost
snizuje pres sedm haplotypti ve stfedni a pét v jimi Ciné a jihozapadni Asii aZ po pouze étyfi
haplotypy v Evropé. Tyto vysledky tedy naznacuji, Ze pes vznikl v regionu ASY pred piiblizné
5400 — 16 300 lety (Pang et al., 2009). Teorii, Ze pes byl domestikovan pravé v jhovychodni
Asii, také podporuji analyzy chromozomu Y (Ding etal., 2012; Sacks et al., 2013).

Opét jiné vysledky vSak piinesla studie jednonukleotidovych polymorfismu (,single
nucleotide polymorphism®, SNP), ktera ur¢ila nejvétsi genetickou diverzitu v jihozapadni Asii,
¢imz se shoduje s archeologickymi nalezy z této lokality (vonHoldt et al, 2010). Evropské

archeologické nalezy ale nyni podporuje nejnovéj$i srovnavaci studie mitochondridlnich
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genomi prehistorickych psovitych a soucasné zjicich psi, vkt a kojoti (Thalmann et al.,
2013). Byla vyicena i hypotéza o nezavislé domestikaci psa v Novém svété, genetické studie
puvodnich americkych plemen ji vSak vyvratily (Leonard et al, 2002).

Nesrovnalosti mezi archeologickymi nalezy a genetickymi studiemi by mohla vysvétlit
studie zabyvajici se analjzou mtDNA neolitickych pst v Evropé (Deguilloux et al, 2008).
U fosilnich nalezii byly totiz nalezeny haplotypy, z nichz jeden se u dneSnich evropskych psu
nevyskytuje vibec a druhy pouze u 5 % populace, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze dalsi domestikaéni
centrum mohlo bytiv Evropé a ptivodni populace psibyla nahrazena psy pochazejicimi z Asie.
Tato studie tedy podporuje dnesni nejrozsitenéj$i nazor o teorii tzv. nezavislé domestikace, totiz
7e k domestikaci psa doslo v riznych regionech V riznych casovych udobich (Deguilloux et
al., 2008).

3.1.3 Obecna charakteristika psovitych

Jednim z typickych morfologickych znakii Celedi psovitych je uspofadani chrupu —
vétSinou obsahuje 42 zubl, velké SpiCaky a mohutné vyvinuty trhdkovy komplex (posledni
premolar v horni Celisti a prvni molar v dolni). Pes je prstochodec s pétiprstymi pfednimi a
Ctyfprstymi zadnimi konCetinami s nezatazitelnymi tupymi drapy. Charakteristickd je také obla
¢i kulatd zornice. Oproti stejné velkému vlku ma pes az o 30 % menSi hmotnost mozku, coZ je
jednim z disledki domestikace. Diky mohutné vyvinutym c¢elnim lalokim ma pes mimotadné
cithvy ¢&ich, ktery vyuzivda ptredevS§im pii lovu ve smeckach, které maji piisnou hierarchii.
Jednou vyjimku v tomto ohledu piedstavyji lisky, které, az na obdobi pafeni, vétSmou ziji
samostatné¢ (MacDonald a Sillero-Zubiri, 2004; Cisatovsky, 2008).

3.2 Struktura a organizace psiho genomu

Pes je se svymi vice nez 300 plemeny (FCI, 2015) velice atraktivnim modelem pro
genetické studie a analyzy. Pravé kvili své velké fenotypové variabilité, vysokému vyskytu
dédicnych onemocnéni S podobnymi projevy piiznaki jako u ldi, casto vysoké urovni
veterinarni péce a zivotu v prostiedi stejném jako lidé je vhodny k doplnéni genetickych analyz
u lidi a mysi (Neff et al, 1999; Lindblad-Toh et al., 2005). K tomu je vSak zapotiebi znat, jak
je cely genom organizovany a strukturovany, k cemuz se vyuzivaji kvalitni genetické mapy, at’
uz vazbové, radiacni hybridni (RH) ¢i fyzické a v neposledni fad¢ také precteni celého psiho

genomu (Lindblad-Toh et al., 2005).
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3.2.1 Historie mapovani psiho genomu

Mezi prvni studie pstho genomu patii vazbova mapa obsahujici 150 mikrosatelitnich
markerii aplikovanych na 163 jedincti tvoficich 17 tfigenera¢nich rodokmenti (Mellersh et al.,
1997). Tato mapa byla vychozim zdrojem pro dalsi mapovani a slouzla jako ziklad pro
vytvafeni kompletni genetické mapy pstho genomu. Jako dalsi byla vypracovana RH mapa
obsahujici 400 markerd zahrnujicich 218 gent a 182 mikrosateliti (Priat et al, 1998). Tvurci
mapy pfedpokladali, Ze tato mapa by mohla byt kli¢em k lokalizaci a identifikaci gent, které
maji za nasledek fenotypové vlastnosti a dédicné choroby.

O rok pozdé€ji Vignaux et al. (1999) sestavili radiacni hybridni panel celého psiho
genomu, S jehoz pomoci miZzeme urcit umisténi jednotlivych genid v genomu prostfednictvim
RH mapy. Dalsi vazbova mapa zvysila pocet zmapovanych markerti ze 150 na 276 (Neff et al.
1999). Patnact z nich zastupovalo geny se znamou funkci, majicich vyznam ve srovnavacim
mapovani u psu.

Vazbova mapa z roku 1997 (Mellersh et al., 1997) a RH mapa vypracovana o rok
pozdéji (Priat et al., 1998) se staly nepostradatelnymi vychozimi body pro sjednocenou
vazbovo-radiaéni mapu, kterou se podafilo sestavit z RH mapy, sestavajici z 600 markerd, a
vazbové mapy s 341 markery (Mellersh et al., 2000). Vysledna mapa se svymi 724 markery ve
své dobé& poskytovala nejkomplexné€j§i pokryti vétSiny pstho genomu.

Dale byly vypracovany podrobné fyzické a RH mapy casti jednotlivych psich
chromozomtl, konkrétn¢ chromozomu 12 (Li etal., 2001)a chromozomu X (Everts et al., 2002),
které mohou vyznamné pomoci pii studiu lidskych nemoci majicich plvod v mutacich prave
vV téchto zmapovanych usecich chromozomt. Dalsi integrovanou vazbovo-radia¢ni mapu,
vypracovanou s pomoci 1 800 markerd a pokryvajici pies 90 % pstho genomu, sestavili Breen
et al. (2001). Tato mapa, spole¢né s dalsimi pozdéji sestavenymi RH mapami (Guyon et al.,
2003b; Breen et al., 2004; Hitte et al., 2005), umoziuje védcim ziskat velké mnozstvi informaci
pfi srovnavacich analyzach genomil jednotlivych organismil, mezi néz patii napt. Clovek ¢i mys
(Guyon etal., 2003a; Frith a Noé, 2014).

Velkym meznikem historie mapovani psiho genomu je osekvenovani celého genomu.
Jako prvni se o to pokusili Kirkness et al. (2003). Hloubka pokryti sekvenovani byla vSak pouze
1,5X. Srovnanim ,piectenych® sekvenci genomu pudla s genomem c¢loveéka bylo identifiko vano
18 473 ptedpokladanych orthologhi k lidskym genim a 29 673 transkriptd (Kirkness et al.,
2003). V témze roce zapocalo na Broad Institute of Harvard and MIT ve Spojenych statech
americkych druhé sekvenovani genomu (Lindblad-Toh et al, 2005). Zde vz byla hloubka

pokryti sekvenovani vy$si — 7,5X. K sekvenovani byla vybrana fena boxera jménem Tasha.
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Boxer byl vybran jako vysoce proslechténé plemeno, u né&jz byl pfedpoklad vysoké genetické
homogenity, a genom Tashy se navic jevil jako takika univerzalni i pro ostatni plemena psu
(Lindblad-Toh et al., 2005). Béhem vyzkumu védci urCili poradi 2,411 miliardy part bazi,
predstavujicich 99 % genomu psa. S jiz sestavenymi mapami vykazovalo vynikajici shodu 97
% sekvenci (Breen etal.,, 2001; Breen et al., 2004; Hitte et al., 2005). Zbyvajici 3 % reprezentuji
z velké Casti vysoce repetitivni sekvence. Pii Cteni pstho genomu byla také sestavena mapa
SNPs pomoci porovnani pravé precteného genomu Tashy, diive zkoumaného genomu pudla
(Kirkness et al., 2003) a ¢asti genomii dalsSich deviti plemen pst, ¢tyf vlka a jednoho kojota.
Mapa obsahuje vice nez 2,5 milionu SNPS, takze praimémé se v genomu vyskytuje jeden SNP
na tisic bazi. Tato mapa umozni dalsi studie zabyvajici se identifikaci genii zodpovédnych za
nemoci, coz bude hrat dilezitou roli ve zdravi lidi i zvifat. Na zadkladé osekvenovani psiho
genomu byl také sestaven fylogeneticky strom celedi Canidae (Obr. 1) (Lindblad-Toh et al.,
2005).

S vyuzitim poznatkli z pfecteného psiho genomu byla nejnovéji vytvofena vazbova
mapa obsahujici 3 000 mikrosatelitnich markert, od které si védci slbuji, ze bude vyuzita pti
dasich studiich genetickych nemoci jak psa, tak i ¢lovéka (Wong et al., 2010).

3.2.2 Organizace psiho genomu

3.2.2.1 Chromozomalni organizace

Karyotyp psa sestaiva z 38 pard akrocentrickych autozomil, velkého sub-
metacentrického X chromozomu a malého metacentrického Y chromozomu (Breen, 2008).
Mezi nejvétsi chromozomy patfi chromozom 1 a chromozom X, jejichz délka je ptiblizné 125
Mb, respektive 126 Mb, zatimco nejmensi je chromozom Y sestavajici pouze z 27 Mb (Obr. 2)
(Langford et al., 1996; Breen etal., 1999). Podobné velikosti ostatnich chromozomi bez pouziti
barvicich metod neumoziiuji spolehlivé rozpozndni homolognich pérd (Breen, 2008). Riizné
metody barveni a pruhovani (GTG, R, DAPI) psiho karyotypu byly zvefejnény v pribéhu
poslednich ctyficeti let (Selden et al., 1975; Fujinaga et al., 1989; Langford et al, 1996; Yang
etal, 1999) akvili zajisténi standardizace popisu Karyotypu byl na pocatku 90. let minulého
stoleti zalozen Vybor pro standardizaci karyotypu psa domactho (,,Committee for the
Standardization of the Karyotype of the Domestic Dog”) pod zastitou DogMap Workshopu
(Breen, 2001). Pomoci cytogenetickych metod se jim podafila standardizace identifikace

chromozomti 1 — 21. Po spoleéném tsili mnoha védct (Switonski et al., 1996; Breen et al.,
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1998, 1999) byla v roce 2000 mezinarodné schvalena standardizace popisu zbyvajicich

chromozomu.

Obr. 2: Porovnani velikosti chromozomt dle Langford et al. (1996) a Lindblad-Toh et al.
(2005). Prevzato z Breen (2008).

Chromozom Piiblizna velikost Chromozom PribliZzna velikost
Piiblizna velikost v Mb odvozena ze Priblizna velikost v Mb odvozena ze
v Mb odvozena z sekvenace genomu v Mb odvozena z sekvenace genomu
prutokové cytometrie prutokové cytometrie

CFAOL 135 125 CFA22 72 64

CFAQ2 100 88 CFA23 63 55

CFAQ3 104 04 CFA24 55 50

CFA04 102 01 CFA25 60 54

CFAO3 00 01 CFA26 48 42

CFA06 88 80 CFA27 57 48

CFAQ7 03 83 CFA28 55 44

CFAOS 87 77 CFA29 51 +4

CFAQ9 79 64 CFA30 47 43

CFAlLD 81 72 CFA31 50 42

CFAll 87 77 CFA32 51 41

CFAlL2 86 75 CFA33 41 34

CFAl3 76 66 CFA34 50 43

CFAl4 73 63 CFA35 38 29

CFAlLS 76 67 CFA36 41 33

CFAIlG 74 62 CFA37 40 33

CFAL7 81 67 CFA38 38 26

CFA1LS 67 38 CFAX 137 126

CFA19 67 56 CFAY 27 =

CFA20 68 61 TOTAL 2782~ 2424

el o 2 “Velikost samigiho haploidniho genomu.

3.2.2.2 Subchromozomalni struktura

Velikost haploidniho genomu psa domaciho byla ziSténa piijeho sekvenaci a ¢ini 2,411
miliardy part bazi (Lindblad-Toh et al., 2005), pfi¢emz repetitivni useky tvoii 34 % genomu
(Lindblad-Toh et al., 2005), z nichz jsou 4 % rodové specificka (Galibert a André, 2008).
V psim genomu byly objeveny Ctyfi zakladni typy repetitivnich sekvenci: SINEs, LINEs, ELA -
SINEs a satelitni DNA (Bentolila et al., 1999).

SINEs (,short interspersed nuclear elements® — kratké rozptylené jaderné elementy)

jsou jednou ze skupin retrotranspozond, které se fadi mezi rozptylené repetice. Byvaji velké 80-
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500 bp a jsou transkribovany RNA polymerazou III (Gelaleti et al., 2014). U psa se nachazeji
tzv. tRNA-SINEs, které jsou patrné odvozeny z tRNA (transferova RNA) genti (Minnick et al.,
1992), na rozdil od c¢loveka, kde jsou SINEs odvozeny od jiného genu, konkrétné¢ 7SL RNA
(Brookfield, 1994).

LINEs (,long interspersed nuclear elements® — dlouhé rozptylené jaderné elementy)
patii stejn¢ jako SINEs mezi retrotranspozony. Narozdil od SINEs jsou LINEs autonomni, tzn.,
ze si samy koduji proteiny potiebné k transpozici VétSinou jsou pies 5 kB velké a jsou
transkribovany RNA polymerazou II (Bentolila et al., 1999).

ELA-SINEs (,essentially LINE-associated SINEs®) jsou nové objevenym typem SINEs
V psim genomu. Nejsou odvozeny od genu 7SL RNA ani od tRNA gend, ale vykazuji urcité
podobnosti s ,pravymi‘ SINEs. Svijj nazev dostaly vzhledem k tomu, Ze vétSina (12 ze 17) je
pridruzena k LINEs (Bentolila et al., 1999).

Jako posledni repetitivni sekvence se v psim genomu vyskytuyje satelitni DNA, patiici
na rozdil od vSech pfedchozich mezi tandemové repetice, které jsou tvofeny za sebou jdoucimi
(t¢méf) identickymi sekvencemi. Podle velikosti je mizeme délit na satelity, které jsou slozeny
z pom¢mné dlouhych jednotek, minisatelity, majici rozsah v poctu kilobaz, a nejmensi
mikrosatelity, tvofené obvykle opakovanim 1-5 baz (Richard et al., 2008; Lim et al., 2013).

Sekvenace mitochondridlniho genomu psa urcila potfadi 16 728 bp, nicméné tato délka
neni absolutni, jelkoZ sekvenovani znesnadnovalo velké mnoZstvi repetitivni sekvence 5°-
GTACACGT(A/G)C-3°. Vedle regulacni oblasti 13 ORFs bylo zaznamenano 22 gend pro
tRNA a2 geny pro RNA (Kim et al., 1998).

Lindblad-Toh et al. (2005) po piecteni pstho genomu odhadovali pocet gendi na 19 300,
pficemz V souCasné dobé¢ je znamo 19 856 genl, 3 774 tzv. small non coding genes, které jsou
obwykle mensi nez 200 bp a které mohou byt transkribovany, ale nikoli translatovany, dale 950
pseudogent a 29 884 moznych genovych transkriptd (Cunningham etal., 2015).

Parker et al (2004) ve své studii zistili hodnotu primémé nukleotidové
heterozygotnosti, ktera odpovida hodnoté 8 x 10*a v podstaté je stejna jako v lidské populaci.
Béhem historie byla genetickda diverzita pst dvakrat snizena tzv. efektem hrdla lahve
(,pottleneck effect) (Obr. 3), zpisobenym poprvé samotnou domestikaci a podruhé pocatkem
Slechténi modernich plemen (Lindblad-Toh et al, 2005). Pravé vznik soucasnych plemen
Vv poslednich dvou staletich podle Ostrandera a Wayna (2005) piedstavuje moznd jeden

Z nejveétSich genetickych experimentd.
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Obr. 3: Efekty hrdla ldhve v pribéhu historie psa. Oba ovlivnily strukturu haplotypti a

vazbovou nerovnovahu v psi populaci. Upraveno dle Wang et al., 2013.

Bottleneck v pribéhu
domestikace
\_
Divoci Domestikovana
piibuzni zvirata
Bottleneck v pribéhu
vzniku plemen

NS

3.2.3 Komparativni analyza s genomy jinych savci

Modemi plemena

Studium psiho genomu je dilezité i pro srovnavaci analyzy s genomy jinych zvocichu.
Ty jsou nyni mozné v souvislosti s prectenim psiho genomu, a tedy pfesnym zafazenim psa ve
fylogenetickém stromu savct (Lindblad-Toh et al., 2005). Do této doby jsou podrobné
prozkoumany genomy témet tiiceti druhit saveid véetné cClovéka (Lander et al, 2001,
Sachidanandam et al., 2001; Venter et al, 2001), Simpanze (Chimpanzee Sequencing and
Analysis Consortium, 2005), mysi (Waterston et al., 2002), krysy (Gibbs et al., 2004) a kon¢
(Wade et al., 2009).

V soucasnosti je znamo 20 389 lidskych gend, 22 592 mySich a 19 856 psich
(Cunningham et al., 2015). Lindblad-Toh et al. (2005) odhadovali pocet genti na 19 300, z nichz
vétSina je homologni ke zndmym lidskym genlim. Pes je proto vhodnym modelem pro vyzkum
velkého poctu lidskych dédicnych nemoci, zejména rakoviny, srdecnich a neurogenerativnich
onemocnéni (Marschall a Distl, 2010). Existuje tedy velké mmnozstvi komparativnich map
clovek — pes, které jsou stale zptesiiovany.

Deschénes et al. (1994) vyuzili jako prvni zskané poznatky z mapovani a objevili

mutaci genu zpisobujici kombinovanou imunodeficienci psi. Pfi porovnani chromozomi X
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obou druhli navic odhalili vysokou evoluéni konzervovanost proximilnich ¢asti jejich q ramen.
Everts et al. (2002) dale uvadéji, ze chromozomy X ¢lovéka a psa jsou si, s vyjimkou primatd,
vzijemné nejpodobnéjsi ze vSech savcil.

Pomémé casté je mapovani riznych psich chromozomi, piipadné jejich Casti, kde se
predpoklada vyskyt napt. kandidatnich genti pro rizné dédicné nemoci Mezi n€ patii
chromozomy 5 (Thomas et al, 2001; Comstock et al, 2004), 9 (Sidjanin et al., 2002), 12 (Li et
al., 2001) a X (Everts et al., 2002).

Komparativni mapy genomu psa se kromé Clovéka konstruuji samoziejmé 1 s jinymi
zivocichy. Pro piiklad je mozmo uvést komparativni mapu s kockou domaci (Pontius et al.,
2007), prasetem (Biltueva et al, 2004), lifkou (Graphodatsky et al, 2000) a psikem
myvalovitym (Nie et al, 2003).

3.3 Struktura a organizace Y chromozomu

Zatimco chromozom X je u vSech placentalnich savctu (Placentalia, Eutheria) viceméné
identicky, u chromozomu Y mizeme mez jednotlivymi druhy pozorovat zna¢né morfologické
a genetické rozdily. Oproti chromozomu X byva mensi a nese pouze nizky pocet genll, coz je

zpusobeno jeho degeneraci v pribéhu vzniku pohlavnich chromozomd.

3.3.1 Pivod a evoluce pohlavnich chromozomi

Chromozomalni determinaci pohlavi miizeme pozorovat u Sirokého spektra zvifecich
taxond. Tento rozsfieny, ale ne vSudypiitomny, zplsob urCovani pohlavi napovida, Ze pohlavni
chromozomy vznikly nékolikrat nezavisle na sob& (Rice, 1996; Marin a Baker, 1998;
Charlesworth, 2004; Liu et al., 2004; Livernois et al., 2012). O mechanismu vzniku se vedly
debaty po cela desetileti poté, co H.J. Muller (1914) vyslovil teorii, Ze vznikly z paru autozomd.
V soucasné dob¢ nejpouzivanéjsi model popisuji ve své studii Fridolfsson et al. (1998).
Uvadéji, Ze pohlavni chromozomy plaz, ptakd a savct vzhledem k nedostatku homologie
pochazeji z riznych autozomi jednoho spolecného predka. U savci a ptaku byla tato teorie
potvrzena genetickym mapovanim pohlavnich chromozomu (Nanda et al., 1999).

Sav¢i pohlavni chromozomy vznikly z obycejného péaru autozomit pied zhruba 300
miliony lety (Graves a Shetty, 2001). Predpoklada se, ze tento proces zapocal ve chvili, kdy
jeden z homologli zskal urCity faktor determinujici pohlavi U savci je timto faktorem gen
SRY, ktery determinuje saméi pohlavi (Graves a Shetty, 2001; Garzon et al., 2012). Rice (1987)
popisuje, ze v blizkosti takovéhoto pohlavniho lokusu se hromadi alely vyhodné ¢i pfimo

potiebné pro samCi pohlavi (napf. geny pro spermatogenezi). Na druhém pohlavnim
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chromozomu se podobné mohou akumulovat alely vyhodné pro sami¢i pohlavi. Rekombinace
pomoci crossing-overu probihajici po celé délce chromozomti by vSak tyto geny vyhodné pro
jedno pohlavi mohla pfesunout na druhy chromozom. U znacné Casti neparového pohlavniho
chromozomu (alozomu) Y proto byla potlacena rekombmace (Graves, 2006). Jednou
z moznosti potlaceni rekombinace je postupna regulace crossing-overtu (Charlesworth et al.,
2005) nebo vyskyt mutaci, jako jsou inverze a delece (Graves, 2006). Potlaceni rekombinace
mezi obéma chromozomy vyustilo v diferenciaci a naslednou degeneraci, a tak je chromozom
Y dnes jen malym a na geny chudym zbytkem proto-Y chromozomu, zatimco chromozom X
je, co se velikosti a celkového vzhledu tyce, stile podobny autozomiim (Obr. 4) (Vicoso a
Charlesworth, 2006).

Degenerace chromozomu Y byla vyvolana pravé potlatenim rekombinaci, protoze
zmutované geny nemohou byt opraveny svym homolognim protéjskem. Prvnim krokem
samotné degenerace je pravdépodobné hromadéni transpozibilnich elementd (zejména
retrotranspozonti), coz vede k preméné euchromatinu na heterochromatin (Steinemann a
Steinemann, 1998; 2005). Pro dalsi postup degenerace existuje nékolik teorii: Mullerova
rohatka, selekce na pozadi, genetické svezeni se a ruby in the rubbish (Charlesworth a
Charlesworth, 2000; Bachtrog, 2008).

Hromadéni negativnich mutaci v mist¢ snizené rekombinace se nazyva Mullerovou
rohatkou (,,Muller’s ratchet™) (Felsenstein, 1974). V nepiitomnosti rekombinace je mmnohem
Vetsi pravdépodobnost vzniku negativnich mutaci nez zpétné mutace, kterd by mohla opravit
puvodni funkci poSkozeného genu. Vznikaji tak alely s rliznym poctem Skodlivych mutaci.
Genetickym posunem (driffem) miize v konecné velkych populacich alela s nejniz§im poctem
Skodlivych mutaci opakované zcela vymizet, coZvede k hromadéni mutovanych alel v populaci
(Charlesworth a Charlesworth, 2000; Gordo a Charlesworth, 2000).

Degenerace chromozomu Y pomoci selekce na pozadi (,background selection) je tizce
spjata s Mullerovou rohatkou. Neutralni ¢i slabé $kodlivé mutace maji Sanci se v populaci
udrzet a postupem Casu se fixovat, pokud se nenachazeji ve vazbé s mutacemi siln¢ Skodlivymi,
které jsou z populace odstranovany. Vysledkem je hromadéni slabé skodlivych mutaci majicich
nizsi soucet negativnich UCinkad na fitness jedinci ndhodnym genetickym driftem v disledku
snizené velikosti populace (Charlesworth a Charlesworth, 2000; Bachtrog, 2008).

Proces genetického svezeni se (,genetic hitchhiking™) popisuje zvySeni frekvence
Skodlivé alely pomoci jeji vazby na alelu silné vyhodnou (Charlesworth a Charlesworth, 2000).
To je ovSem podminéno skuteCnosti, ze uCinek siln¢ prospeésné alely musi ptevazovat nad

ucinkem alely s mutaci Skodlivou. Pokud tomu tak neni, dochazi k procesu zvanému ruby in
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the rubbish, spocivajicim v odstranéni jak Skodlivych, tak i prospésnych alel, které jsou se
Skodlivymi ve vazb¢é (Bachtrog, 2013).

Navzdory celému degeneratnimu procesu se vSak pohlavni chromozomy béhem
evoluce mohly dokonce i zvétsit pfidanim nékterych autozomalnich regionti nebo repeticemi

ur¢itych sekvenci (Graves, 2000).

Obr. 4: Vmik pohlavnich chromozomt dle Graves (2006). Pohlavni chromozomy vznikly
Z paru autozomu rekombinujicich po celé své délce (naznateno symboly x) poté, co jeden z nich
ziskal lokus urCujici pohlavi (,testis determining factor”, TDF). Nasledné hromadéni alel
specifickych pro sam¢i pohlavi vede k postupnému potlaceni (supresi) rekombinace v této
oblasti, a vznika tak oblast specifickd pro X a oblast specifickda pro samce na chromozomu Y
(,ymale specific-region on the Y, MSY). Suprese rekombinace nasledné¢ vede k degeneraci

alozomu a ten ztraci vétSinu gent s vyjimkou genii vyhodnych pro samce.

X Y
><
autozomy ><
\J >< \J
l ziskani lokusu determinujiho
pohlavi
Al >< K
><<
proto-X a proto-Y
> == TDF
chromozom
Y §><U
L akumulace gent vyhodnych
pro samce
>< |
oblast specificka >< ¢
pro X MSY
g >< |
l suprese rekombinace
PAR ] > é
delece a mutace gend
l na Y chromozomu
‘VX %

3.3.2 Obecny popis Y chromozomu psa
Y chromozom se svou velikosti 27 Mb pfedstavuje nejmensi psi chromozom (Langford

et al, 1996; Breen et al, 1999). Navzdory jeho velikosti probihala sekvenace tohoto
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chromozomu pouze po malych c&astech. I pfes rapidni rychlost sekvenovani genomid je
V souCasnosti pocet osekvenovanych chromozomi Y velmi maly (Skaletsky et al, 2003;
Hughes et al., 2005; 2010; 2012; Kuroki et al., 2006; Koerich etal., 2008; Carvalho et al., 2009).
To mize byt zpisobeno predev§im predpokladanym nizkym poctem genli a velkym mnoZstvim
repetitivni DNA uspofddané do dlouhych usekl s témet totoznymi sekvencemi, které se
standardnimi metodami sekvenuji obtizn¢ (Li et al., 2013).

TéméF polovina metacentrického Y chromozomu se skladda z nukleolarniho
organizatoru jadérka (,hucleolar organizer region, NOR), ktery pokryva kratké rameno
chromozomu (p rameno, Yp). Vétsinu dlouhého ramene chromozomu (q rameno, Yq) tvoii 6,6
Mb velka pseudoautozomalni oblast ana zbylé ¢asti Yq se nachazi piiblizné 2,5 Mb velka MSY
(Li etal., 2013).

3.3.2.1 Pseudoautozomdlni oblast

Pseudoautozomalni  oblasti (,pseudoautosomal regions“, PARs) jsou specifické
segmenty nachdzejici se na obou pohlavnich chromozomech, charakteristické svymi
homolognimi sekvencemi (Das et al., 2009). Nachazeji se na koncich chromozomii a miZzeme
je wymezit tzv. pseudoautozomalni hranici (,pseudoautosomal boundary”, PAB) — od této
hranice jiz nepokracuje homologni sekvence typicka pro pseudoautozomalni oblast a objevuji
se zde sekvence jiz typické pro jednotlivé pohlavni chromozomy (Galtier, 2004). Pii meidze
pseudoautozomalni oblasti zastavaji dllezitou tlohu v parovani morfologicky jinak zcela
odlisnych chromozomi X a Y (Raudsepp a Chowdhary, 2008). Lokusy nachazejici se v PAR
tedy vykazuji podobné vlastnosti jako lokusy autozomalni: jsou diploidni, dochazi zde
k rekombinaci ageny ulozené v PAR chromozomu X nejsou inaktivovany lyonizaci. Pravé tyto
autozomim podobné Viastnosti vedly Kk pojmenovani této oblasti ,pseudoautozomalni‘
(Burgoyne, 1982).

Tato oblast byla zatim prozkoumana jen u n€kolka malo druhti (Graves et al., 1998;
Raudsepp a Chowdhary, 2008; Das et al, 2009; 2013; Raudsepp et al., 2012), a tak je
podrobnych informaci stile nedostatek. Raudsepp et al (2012) uvadéji, ze ve wetSing
osekvenovanych genomu tento region chybi bud’ uplné, nebo je vymezen jen z Casti. To je
zptisobeno hlavné tim, Ze pfi sekvenovani zvifecich genoml byva pouzita pfedevS§im DNA
jedinci sami¢tho pohlavi. Jsou tedy dostupnd data z chromozomu X, ale je zde zaroven
nedostatek informaci z Y chromozomu, coz vyrazné omezuje moznosti spravného vymezeni
této oblasti. I pfesto je jiz vSak znamo, ze pseudoautozomalni oblasti se napfi¢ jednotlivymi

druhy 1i8i jak ve velikosti, tak v obsahu gent (Das et al., 2009).
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Psi PAR je piblizné 6,6 Mb velka, je tedy vice nez dvakrat vétsi nez lidskd PARI, a
obsahuje piinejmensim 34 gent (Young et al., 2008).

3.3.22 MSY

MSY zastava dilezitou ulohu v diferenciaci pohlavi, U psa se nachdz v proximalni ¢asti
Yq a je piiblizné 2,5 Mb velka (Li et al., 2013). V soucasnosti je nejpodrobnéji popsana ve
studii Ganga Li a jeho tymu (2013), ktefi zZkombinovali vysledky analyz MSY psa domaciho
(Canis lupus familiaris) a kocky domaci (Felis silvestris catus) spole¢né s diivéjsimi studiemi
MSY cloveka, Simpanze, makaka amysi (Mazeyrat et al., 1998; Skaletsky et al., 2003; Hughes
etal., 2005; 2010; 2012; Kuroki et al., 2006). Vysledkem vsech téchto studii je rozdéleni MSY
taxonu Eutheria do ¢ty odlisnych tiid — sekvenci heterochromatickych a tii typt sekvenci

euchromatick ych.

3.3.2.2.1 Heterochromatické sekvence

Heterochromatické sekvence se vyznacuji soustfedénim repetitivnich sekvenci. U psa
se vyskytuji Ctyfi zakladni typy repetitivnich sekvenci: SINEs, LINEs, ELA-SINEs a satelitni
DNA (Bentolila etal., 1999) (viz. kap. 3.2.2).

3.3.2.2.2 Euchromatické sekvence

Euchromatické sekvence se rozdéluji do tii typd (Skaletsky et al, 2003). Prvni typ
euchromatickych sekvenci, degenerované sekvence z chromozomu X (,,X-degenerated),
obsahuje pfedevSim geny s homolognim protéjSkem na X chromozomu. To vSak na prvni
pohled nemusi byt patrné, nebot’ mnoho ptvodnich genti zaniklo pii degeneraci Y chromozomu
nebo ztratilo své funkce pii mutacich (Skaletsky et al., 2003; Li et al., 2013).

Dalsi tiidou jsou sekvence presunuté z X chromozomu (,X-transposed). Jedna se o
oblast v délce 120 Kb obsahujici nejmensi pocet genii z euchromatinovych sekvenci MSY a
velké mnozstvi rozptylenych repetic (Skaletsky et al., 2003).

Poslednim typem euchromatickych sekvenci jsou tzv. amplikony skladajici se
z ivertovanych palindromii a tandemovych repetitivnich sekvenci. Obsahuji jak proteiny
kodujici genové rodiny, jeZ jsou V naprosté vétSiné exprimovany ve varlatech a hraji dilezitou
roli ve spermatogenezi, tak i genové rodiny pro nekodujici RNA v mnoha téméf identick ych
kopiich. Amplikony pfedstavuji unikétni sekvence chromozomu Y a vykazuji nejmenSi pocet
rozptylenych repetic (Skaletsky et al., 2003; Hughes et al., 2012; Li et al., 2013).
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3.3.3 GenynaY chromozomu psa

Z dtvodu diferenciace a nasledné degenerace obsahuje Y chromozom daleko mensi
pocet genli neZ jeho protéjSek X; vesmeés jsou to geny potiebné pro vyvoj varlat (Graves, 2010).
Nekteré z genil jsou stale pin€ aktivni, jiné pouze Castecné aktivni, vétSina se ale postupem casu
stala nefunk¢ni a byla postupné odstranéna. Geny s funkcemi specifickymi pro saméi pohlavi
se mohou vyskytovat v mnoha kopiich, z nichz nékteré se mohou stat inaktivnimi a degradovat.

Dalsi geny se na Y chromozom mohly dostat pfemisténim z autozomi (Obr. 5) (Graves, 2006).

Obr. 5: Osud genti na Y chromozomu dle Graves (2006). Pln¢ aktivni geny (tmavé fialova),
jné jsou Castecne aktivni (svétle fialova), vétSina je nefunkcni (bild) a je postupné odstranéna.
Geny s funkcemi specifickymi pro sam¢i pohlavi (tmavé modra) mohou byt v mnoha kopiich
(naznaceno Sipkami), nékteré z nich mohou pfestat byt funkéni a degraduji. Dalsi geny jsou

pfemistény z autozomi (oranzova).

Proto-Y chromozom Y chromozom

Aktivni PAR

| Aktivni gen
Caste&né aktivni gen
Pseudogen
Ztraceny gen

MSY

}Ampliﬁkované geny

Neaktivni kopie

-+— Gen premistény z autozomu

Po objeveni prvnich genti na Y chromozomu, mezi nimiz byl gen ZFY (Page et al., 1987)
agen SRY (Sinclair etal, 1990), bylo na zikladé¢ jejich rozdilnych vlastnosti navrzeno rozdéleni
genll do dvou tiid — na geny exprimujici v mnoha organech, které maji své homology na
chromozomu X, a geny, jejichz exprese se projevuje piedevsim ve varlatech, majicich mnoho
kopii, ale bez homologi na chromozomu X (Lahn a Page, 1997). Nicméné ne vSechny dale
objevené geny tomuto rozdéleni odpovidaly (Delbridge et al, 1999; 2004; Pask et al., 2000).
Pozdé&ji bylo proto vytvofeno nové rozdéleni (Lahn et al., 2001), ovS§em ani to po néjaké dobé
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nebylo uspokojujici. Zda se totiz, ze vétSina genti na Y chromozomu piedstavuje rtizné stupné
degradace a divergence puvodnich geni. Mnoho geni se stalo neaktivnimi a bylo rychle
ztraceno Ci se stalo pseudogeny v riznych fazich degradace. Nékteré z genti mély nebo ziskaly
specifické funkce, které zajistily jejich zachovani. Proto se jako nejlepsi zda rozdéleni genu
podle oblasti, ve kterych se vyskytuji, 1 kdyz ani to neni stoprocentné ptesné (Murphy et al.,
2006):
e geny Vv pseudoautozomalni oblasti které rekombinuji s homology na
chromozomu X
e degenerované z X (,,X-degenerate*), které jsou piedstavovany pozménénymi
kopiemi gend z chromozomu X
e premisttné z X (, X-transposed®), které byly nedavné dobé presunuty
z chromozomu X
e Y-specifické amplikonické geny vyskytujici se v mnoha téméf identickych
kopiich, exprimujici vyhradné ve varlatech.
JelikoZ u psa neni chromozom Y dosud podrobné prozkouman, je zndm pouze maly
pocet gent, které se na ném vyskytuji. VéEtSina z nich jsou analogy K jiz objevenym genim na

Y chromozomu u jinych savci (Obr. 6).

3.3.3.1 Gen SRY

Gen SRY (,sex-determining region of the Y chromosome*, pohlavi determinujici region
Y chromozomu) byl objeven pifi zkoumani 35 Kb velkého useku p ramene lidského
chromozomu Y (Sinclair et al., 1990). Jiz tehdy byl povazovan za mozny faktor zodpovédny za
vyvoj varlat z nediferencovanych gonad (TDF). U savcu byl gen SRY jednozna¢né urcen jako
TDF po analyzach zvrat pohlavi u Clovéka a mysi a studiich provedenych u dalsSich savca a
také vacnatci (Sinclair et al, 1990; Foster a Graves, 1994; Wilhelm a Koopman, 2006).

SRY koduje transkripéni faktor, ktery je velmi podobny tzv. HMB proteinim (,,High
Mobility Group®), které patii mezi chromozomové proteiny kyselé povahy (Goodwin et al.,
1973). Je exprimovan nejenom v burkkach nediferencovanych gonad, ale také v mozku v oblasti
zvané substantia nigra, kde ovlivituje tvorbu tyrosin hydrolazy potiebné pro syntézu dopaminu
(Lahr etal., 1995; Mayer etal., 1998).

U psa se gen SRY nachdzi v proximdlni ¢asti q ramene, a diky svému rozsiteni do sedmi

kopii v ramci 700 Kb tandemové repetice se fadi mezi amplikonické geny (Li et al., 2013).
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3.3.3.2 Gen ZFY

Gen ZFY (,zinc finger protein, Y-linked*) byl objeven jako jeden z prvnich genii na Y
chromozomu (Page et al., 1987). Piedstavoval jednoho z kandidatd na TDF u savci, Palmer et
al. (1989) vsak prokazali, Ze jim neni. Pomoci PCR byla Palmerem et al. (1990) dokazana uzka
podobnost genu ZFY s genem ZFX lezicim na chromozomu X. Dale prokazali expresi obou
genl v celé fade lidskych tkani, at’ uz udospelych ¢inenarozenych jedincti. Sekvence obdobné
genim ZFY a ZFX byly nalezeny 1 u vacnatcli (Sinclair et al, 1988), nikoli ale na pohlavnich
chromozomech, nybrz na autozomech, coz vedlo k zavéru, ze ZFY u vacnatcii neni TDF.

Tento gen je transkribovan u jedinci samctho pohlavi, apravdépodobné se tedy ucastni

déjt, jako je dozravani spermii (Donnelly et al, 1996).

3.3.3.3 Gen UTY

Poprvé byl gen UTY (,ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene on Y
chromosome*) popsan u mysi, kde je exprimovan v mnoha tkanich a koduje tzv. TPR protein,
jehoz aminokyselinové sekvence byvaji soucasti mnoha dalSich proteintl, a predpoklada se, ze
zprostfedkovavaji mterakce protein-protein (Greenfield et al., 1996). U ¢loveka je tento gen jiz
kompletné osekvenovany a své uplatnéni ma pravdépodobné ve spermatogenezi (Shen et al.,
2000).

3.3.3.4 Gen KDM5D

Tento gen, Gplnym ndzvem lysine-specific demethylase 5D byl poprvé popsan u mysi,
kdy byl pojmenovan také jako SMCY (,selected mouse cDNA on Y*) (Agulnik et al., 1994a).
Na X chromozomu byl nalezen také jeho homolog SMCX (Agulnik et al., 1994b). U lidi a koni
byly zistény homology, které vykazuji vice jak 93 % shodu (Agulnik et al., 1994a). Exprese
SMCY byla detekovana ve vSech saméich tkanich a exprese SMCX ve vSech samcich i
samiCich testovanych tkanich (Agulnik et al., 1994b). Stejn¢ jako napt. SRY je zachovan na Y
chromozomu jiz od doby oddéleni va¢natci od podtiidy Theria pied asi 120 miliony lety
(Agulnik etal., 1994b).

Pii zkoumani tohoto genu u mysi bylo také prokdzino, ze koduje histokompatibilni
antigen H-2, ktery je tvofen peptidem TENSGKDI, zatimco u SMCX zadny podobny produkt
nebyl prokazan (Scott et al, 1995). Tim je pravdépodobné vytvoien geneticky ziklad pro
antigenni rozdil mezi sam¢im a sami¢im pohlavim, ktery mize pfispivat k odmitnuti
transplantované tkadn¢ (Scott et al, 1995). Kent-First et al. (1996) provedli kompletni

osekvenovani tohoto genu u cloveka a potvrdili, Ze podobné jako u mysi, koduje
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histokompatibilni antigen, ktery je soucasti komplexu HLA-B7 (,Human Leucocyte Antigen®)
histokompatibilniho systému cloveka.

3.4 Molekularné genetické metody vyuzivané pro studium Y chromozomu

Molekularné¢ genetické metody piedstavuji v oblasti zoologie vyznamny pokrok.
Mozost piecteni nukleotidovych a proteinovych sekvenci, namnoZzeni pozadovanych
fragmentd DNA a automatizace téchto procestt umoznily rozvoj molekularné genetickych
metod v masovém meiitku. V souCasné dobé se molekularné genetické metody vyuzivaji
v mnoha odvétvich biologie véetné populacni a evolu¢ni biologie, etologie, systematiky a v

celé radé dalich.

3.4.1 Sekvenovani DNA

Do dnes$ni doby je znamo mnoho zplsobii sekvenovani DNA ISicich se zdkladnimi
principy a také ¢asovou a cenovou narocnosti (Grada a Weinbrecht, 2013). Od tradi¢nich metod
vyvinutych béhem sedmdesatych let 20. stoleti po metody tzv. druhé generace (,,second
generation sequencing“, SGS ¢i ,next generation sequencing“, NGS), pfi¢emz v blizké
budoucnosti miizeme ocekavat nastup jiz treti generace sekvenatori, od kterych lze oCekavat
nejenom zlevnéni, ale také podstatné urychleni celého procesu sekvenovani (Grada a

Weinbrecht, 2013).

3.4.1.1 Tradicni sekvenacni metody

Mezi tradiéni sekvenacni metody, nékdy téZ nazgvané sekvenacni metody 1. generace,
patii dideoxytermina¢ni Sangerova metoda a chemicka Maxam-Gilbertova, vyvinuté nezavisle
na sob¢ v sedmdesatych letech minulého stoleti (Brown, 2007). Do soucasné doby je vyuzivana
Sangerova metoda, a to i navzdory jejim vy$§im nakladim, predev§sim diky své piesnosti
(Shendure a Ji, 2008). V roce 1980 obdrzeli Sanger a Gilbert za své objevy Nobelovu cenu.

3.4.1.1.1 Sangerova metoda

Tato metoda, znama také jako metoda ,plus a minus®, ,dideoxy”“ nebo ,primed
synthesis“ metoda (King et al., 2006) byla vyvinuta v roce 1975 anglickymi védci pod vedenim
F. Sangera (Sanger et al., 1977). U této metody se vywziva jednovlaknova DNA slouzici jako
vzor (templat) pro syntézu komplementarniho fetézce. V origindlni podobé bylo zapotiebi Ctyt
Zkumavek obsahujicich vzdy vhodny primer, ktery je radioaktivné oznacen, DNA polymerazu,
templat, deoxynukleotidy (dNTPs) a v kazdé zkumavce vzdy po jednom typu
dideoxynukleotidti (ddNTPs) — ddATP, ddTTP, ddCTP a ddGTP (Brown, 2007). ddNTPs se
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od dNTPs lisi tim, ze na 3° uhlku maji misto hydroxylové skupiny navazany vodik. Tyto
ddNTPs jsou ve smési pittomny pouze v malé koncentraci (vétSinou byva pomér 1 ddNTP :
100 dNTPs), zaroven jsou ve smési pittomny i radioaktivni nukleotidy potfebné pro kone¢nou
viznalizaci vysledkt (Brown, 2007). V ptipadé zafazeni ddNTP do sekvence dojde k ukonceni
prodluzovani komplementarniho fetézce z divodu znemoznéni vytvoieni fosfodiesterové
vazby s dakim nukleotidem. Vysledkem jsou rtzné dlouhé fragmenty DNA ISici se délkou o
jeden nukleotid, které vzdy kon¢i na pozici, kde by se v normalnim fetézci vyskytoval dany
dNTP (Brown, 2007). Ziskané fragmenty jsou denaturovany a nasledné roztfidény podle
velikosti pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu. K vizualizaci vysledkt se vyuziva
autoradiografie, kdy se gel po prodélané elektroforéze pfilozi k filmu citlivému na rentgenové
zateni a diky radioaktivnimu oznaCeni se na filmu zobrazi fragmenty, z nichz lze nasledné
odvodit poradi jednotlivych nukleotidti (Sanger et al., 1977).

V soucasné dob¢ se jiz pouzivaji dalsi, modernéjsi metody, které vSak stile vyuzivaji
stejn¢ho principu. Diky znaceni jednotlivych ddNTPs fluorofory miize sekvenace probihat
V jedné zkumavce a analyza se provadi pomoci kapilarni elektroforézy a laserové detekce
schopné zachytit rozdind zifeni fluorescenéné oznacenych ddNTPs. Vysledkem je
chromatograf, ze kterého je mozné uréit poradi jednotlivych nukleotida (Obr. 7) (Shendure a

Ji, 2008). Pomoci této metody byl osekvenovan cely genom psa (Lindblad-Toh et al., 2005).

Obr. 7: Chromatograf z kapilari elektroforézy sekvenace DNA. Kazdy peak predstavuje jeden
nukleotid fetézce DNA. Pievzato a upraveno dle Paegel et al. (2002).

1 10 20 30 40 50
GGCAGTGCAAGCTTGCATGCCTGCAGG T CGACTCTAGAGGATCCCCGG GTACCEA

34112 Maxam-Gilbertova metoda

Maxam-Gilbertova metoda, kterd byla vyvinuta pfi studiu nukleovych kyselin, je
zalozena na chemické modifikaci DNA (Maxam a Gilbert, 1977). Na rozdil od Sangerovy
metody lze timto zplsobem sekvenovat nejenom jednovlidknovou, ale i dvouvldknovou DNA

(Maxam a Gilbert, 1977). Zkoumané molekuly DNA jsou na jednom konci (nezaleZi, zda na
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3¢-konci ¢&i 5¢-konci) oznaceny radioaktivnim fosforem 22P. Déle jsou rozd&leny na fragmenty
avystaveny chemickému putsobeni enzymu, které $tépi DNA vzdy v misté daného dNTP. Takto
ziskané sekvence jsou podrobeny elektroforéze. Stejné¢ jako u Sangerovy metody se
k vizualizaci jednotlivych fragmenti po clektroforéze vyuziva autoradiografie (Maxam a
Gilbert, 1977).

3.4.1.2 Sekvena¢ni metody nové generace

Tradini metody sekvenace DNA se béhem let ukazaly jako nedostate¢né a to zejména
co se tyCe Casové narocnosti, ceny a tim padem i dostupnosti (Margulies et al, 2005; Grada a
Weinbrecht, 2013). Bylo tedy vyvinuto zna¢né mnozstvi NGS metod, které umozituji masivné
paralelni sekvenovani (,massively parallel sequencing®), pomoci kterého nyni mizeme
izolovat a amplifikovat obrovské mnozstvi (tisice az miliony) molekul DNA a ty nasledné
osekvenovat (Morrissy et al., 2009). V této praci je zminéna pyrosekvenace a technologie

oznacovana jako lllumina/Solexa.

3.4.1.2.1 Pyrosekvenace (metoda 454/Roche)

Metoda pyrosekvenace (,jpyrosequencing®) je odvozena od Sangerovy metody a
wuziva aktivitu DNA polymerdzy monitorovanou pomoci bioluminiscence, poprvé popsanou
jiz v osmdesatych letech minul¢ho stoleti (Nyrén, 1987).

Pomoci technologii firem 454 Life Sciences a Roche Diagnostics byla pyrosekvenace
vibec prvni komeréné dostupna metoda NGS, ktera byla zpfistupnéna v roce 2005 (Margulies
et al, 2005).

Prvnim krokem pyrosekvenace je vytvoteni DNA knihovny (souboru molekul DNA
uréenych k sekvenaci) st€épenim molekuly DNA na fragmenty, na jejichz konce jsou nasledné
navazany adaptéry duilezit¢ pro amplifikaci a sekvenaci (Shendure a Ji, 2008). Samotna
amplifikace molekul jednofetézcové DNA probiha pomoci emulzni PCR (emPCR). Jednotlivé
fragmenty jsou navazany po povrch mikrokulicek majicich 28 um v priméru (Obr. 8) a kazda
mikrokulicka je umisténa v kapce vody o objemu 100 pl. Kapky vody se nachdzeji v olejové
emulzi se vSemi slozkami potiebnymi pro amplifikaci (Huse et al., 2007). Dale se mikrokuli¢ky
S navazanymi naamplifikovanymi molekulami DNA ulozi do pikolitrovych jamek cipu
PicoTiterPlate™ a piidd se enzym luciferdza potiebny pro emisi svétla z uvoln&ného
pyrofosfatu (PPi) pii za¢lenéni nového nukleotidu. Mnozstvi uvolnéného PPi, které je odlisné
podle jednotlivych dNTPs, je detekovano snimaci CCD kamerou (,,the charge-coupled device®)

a nasledn¢ vyhodnoceno (Huse etal., 2007).
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3.4.1.2.2 Illlumina/Solexa

Pro technologii Illumina jsou stejné¢ jako u metody 454/Roche zapotiebi fragmenty
DNA, na jejichz koncich jsou navazany dva rozdiné adaptéry. Amplifikace fragmentti probiha
pomoci tzv. bridge PCR (,mistkova amplifikace*), jez dostala svij nazev diky ohnuti
fragmentt do ,mustku“ po pfidani enzyma (Obr.8) (Su et al., 2011). Vysledné kopie fragmentt
(amplikony) jsou umistény v tésnych shlucich — Klastrech (,clusters®), kdy v kazdém klastru je
cca 1 000 amplikont (Shendure a Ji, 2008). Nékolk miliont klastri je naamplifikovano na
desticce (,flow-cell) v osmi oddé€lenych pruzich, z nichz vSechny mohou byt paralelné
osekvenovany béhem jednoho sekvena¢niho béhu. Po generovani klastrii jsou na jednotliva
vlakna amplikoni od sebe oddélena denaturaci a na jejich konce jsou navazany primery
(Shendure a Ji, 2008). Nasleduje samotné sekvenovani, které probiha pomoci fluorescenéné
odlisné oznacenych baz, které hybridizuji s amplikony a pomoci laseru se vyhodnocuje potadi
jednotlivych bazi podle uréitého fluorescenéniho barviva (Shendure a Ji, 2008).

Obr. 8: Porovnani amplifikaci technologii 454/Roche (a) a Illumina (b) dle Shendure a Ji
(2008). Technologie 454/Roche k amplifikaci knihovny vyuziva emPCR. Fragmenty DNA s
adaptéry (znazornény tyrkysovou a Zlutou barvou) jsou navazany na povrch mikrokuli¢ek
vV olejové emulzi, kde nasledn€¢ dochdzi k paralelni amplifikaci jednotlivych molekul. U
technologie Illumina je k amplifikaci knihovny vyuzita bridge PCR. Fragmenty S navazanymi
adaptéry jsou na flow-cell desticce, ktera je pokryta oligonukleotidy komplementarnimi
k obéma typum adaptért. Hybridizaci adaptérti a oligonukleotidti se fragment ohne a vytvofi
,Snistek®. Ke kazdému fragmentu je dosyntetizovano vldkno, které je nasledné odde€leno
denaturaci. Opakovanim procesu vznikaji klastry s mnoha kopiemi ptivodnich fragmentu.
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3.4.2 Polymerazova retézova reakce
Polymerazova fetézova reakce (,polymerase chain reaction“, PCR) je biochemicka
reakce umoznujici amplifikaci (zmnoZeni) urcitého Useku DNA vymezeného primery
(Zvarova, 2012). Samotné kopirovani umoziiuje enzym DNA polymeraza. V piipadé PCR je
vSak nutnd pittomnost tzv. termostabilnich polymerdz, které na rozdil od ,normalnich*
polymeraz snaseji i vysoké teploty nutné pro denaturaci DNA nastdvajici na pocatku kazdého
cyklu PCR (Zvarova, 2012). Nejcastéji je pouZivana tzv. Tag-polymeraza, nazvana podle
bakterie Thermus aquaticus (Innis et al., 1990). Pro reakci je tedy nutna termostabilni
polymeraza, dale templat, ktery chceme namnozit, vhodné primery a dNTPs slouzici jako
stavebni material pro nové syntetizovanou DNA; to vSe ve vhodném pufiu a vhodnych
koncentracich (Zvarova, 2012). Reakce probiha ve tfech krocich, které jsou kontrolovany
zménami teplot (Innis et al., 1990):
a) denaturace — dvouvldknova DNA je denaturovana vystavenim teploté 94 °C
b) ochlazeni (,annealing®) — ochlazeni na Ta (annealing temperature) primerd umozni
jejich nasednuti na templat
c) elongace — aktivitu termostabilnich polymeraz umozni zahfati smési na 72 °C,
nasleduje syntéza nového fetézce podle templatu ve sméru 5° — 3°.
Vznikl¢ produkty jsou kopiemi templatu véetné vazebnych mist primerti a pti opakovani cyklu
(25 - 45x) slouzi samy jako templat pro dalsi syntézu produktl, jejichz mnozstvi tak roste

geometrickou fadou (Zvarova, 2012).

3.4.3 Délkovy polymorfismus restrikénich fragmenti

Délkkovy polymorfismus restrikénich fragmentd  (,restriction fragment length
polymorphism®, RFLP) je zpisoben riznou mirou variability v sekvencich cilovych mist
restrikénich endonukledz (Zvarova, 2012). Restrikéni endonukledzy jsou bakterialni enzymy,
které v fetézci DNA rozpoznavaji urcitou sekvenci baz (vétSinou jde o nékolik part bazi), casto
navic palindromatickou, a které dany tsek nasledné S$tépi (Attwood et al., 2006). Sekvence
DNA se u jednotliveh mize [Sit, a pokud je tato variabilita pravé v mist¢ rozpoznavaném
restrikéni  endonukleazou, ke St€peni nedojde. U rlznych jedinct tak mohou mit restrikEni
fragmenty DNA riznou délku, coz mizeme vidét po jejich rozd€leni na gelové elektroforéze,

pieneseni na membranu a detekci znacenou sondou (Zvarova, 2012).
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3.4.4 Délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmenti

Délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmentd (,amplified fragment length
polymorphism®, AFLP) jsou variace Vv sekvenci DNA zplsobené SNPS nebo indels, které
vytvaieji nebo rusi rozpoznavaci mista restriknich endonukledz. K Stépeni se pouzivd jedna
nebo dvé restrikéni endonukledzy, pfiCemz v druhém pifpadé jedna Stépi Castéji nez druhd.
K restrikénim fragmenttim jsou déle naligovany adaptéry (kratké dvouvlaknové useky DNA)
zabranujici obnové puvodniho restrikéniho mista (Vos et al, 1995). Nasleduji dvé PCR,
preselektivni a selektivni. Pfi preselektivni PCR se pomoci specifickych primerd amplifikuji
useky komplementarni k sekvencim adaptéri plus jedné nasledyjici baze. U selektivni PCR je
postup stejny, jen se amplifikyji useky komplementarni k sekvencim adaptérii plus dalSich tii
nasledyjicich bazi. Tim se snizi celkové mnozstvi amplifikovanych tsekl a zarovenl zvysi jejich
specificnosti.  Tyto  produkty PCR  jsou nakonec elektroforeticky  rozdéleny
Vv polyakrylamidovém gelu (Vos et al., 1995).

3.4.5 DNA microarray

DNA microarray neboli DNA Cip je technologie vyuzivajici hybridizace nezndmé DNA
na DNA sondy navazané na ¢ipu. Samotny Cip je tvofen sklenénou nebo silikonovou destickou,
na jejimz povrchu jsou kovalentnimi vazbami navdziny sondy — zndmé sekvence
jednovldknové DNA odpovidajici danym mistiim v genomu. Natyto sondy pozd¢ji hybridizuji
vzorky zkoumané komplementarni DNA (CDNA), které vznikaji reverzni transkripci z
izolované mRNA. Pfi reverzni transkripci soucasné probihd 1 oznaCovani vldken cDNA
vétSinou fluorescencnimi barvivy, jejichz mmnozstvi bude dale detekovano. Vzorky jsou
naamplifikovany pomoci PCR a smichany ve stejném poméru se daji na ¢ip. Dochaz k jiz vySe
zminéné hybridizaci sond a komplementarnich cDNA a poté se Cip omyje, ¢imz se odstrani
nenavazané sekvence. Prii nasledné excitaci laserem se zazmamena emitované zafeni, které
umozni dalsi analyzy — tedy Kk jakym sondam existovaly ve zkoumaném vzorku
komplementarni sekvence DNA a piipadné i1 v jakém mnozstvi (Nuwaysir et al., 1999).

DNA microarrays se nejCastéji vyuzivaji pifi porovnani exprese mnoha (az tisicil)
riznych geni najednou. Vyuzivd se tzv. dvoukandlového experimentu, kdy se vzijemné
porovnavaji dva vzorky oznacené rozdilnymi barvami Jako piiklad mohou slouzit dvé
populace bunék — jedna zdrava a druhd napadena virem. Rozdiné znaCeni snadno prokaze

rozdinou expresi genii mezi obéma vzorky (Vinciotti et al, 2005).
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3.5 Vyuziti Y specifickych markeri pro genetické studie

Pomoci metod molekularni biologie mizeme snadno vytvafet Y specifické markery, a
proto se staly oblibenym nastrojem vyzkumu. U psovitych Selem je mizeme vyuzit pfi studiu
evoluce a fylogeneze v jednotlivych populacich. Konkrétné u psa domactho byvaji vyuzity
k objasnéni otazek ohledné mista a Casu domestikace, pii posuzovani genetické rozmanitosti
plemen, uréeni paternity a V neposledni fadé i ve zdravotnictvi pii vyzkumu geneticky
podminénych onemocnéni. Stale vétsi uplatnéni maji DNA markery nyni i v kriminalistice.

Y markery se vyuzivaji hlavné pii zjiStovani genetické piibuznosti mez jedinci
(Salisbury et al., 2003), ale objevuji se i piipady, kdy je momé je (Casto S prispénim
dopliyjicich analyz napt. mtDNA) vywzit k identifikaci pohlavi (van Asch et al., 2010). Pii
studiu evoluéni historie jsou Y markery obdobou mtDNA s tim rozdilem, Ze lze sledovat
otcovskou linii (Barbaro et al., 2008).

Jako Y chromozomové markery se u cloveéka vywzivaji SNPs, mikrosatelity, Alu
elementy a minisatelity (Hammer, 1994; Jobling a Tyler-Smith, 2003); u psa se vyuzivaji
pfedev§im mikrosatelity a SNPs (Brown et al, 2011).

3.5.1 Pivod a domestikace psa

Shrnuti soucasnych nazorti ohledné domestikace psa je popsano v kapitole 3.1.2.
Naprosta vétSina studii byla provedena pomoci analyz mtDNA (Vila et al, 1997; Savolainen et
al., 2002; Pang et al., 2009; Thalmann et al., 2013), jejichz vysledky umoziuji sledovani pouze
matefské linie, coz mize vést k ponckud zkreslenému celkovému vysledku (Sundqvist et al.,
2001). Nicméné studie s vyuzitim Y markeri zatim tak pocetné nejsou, i kdyz zcela jisté
poskytuji vhodnou alternativu k analyzam mtDNA (Jobling a Tyler-Smith, 2003). Vyjimku
tvoii Brown et al. (2011), ktefi analyzy mtDNA sekvenci dophili o0 SNPs a mikrosatelity na Y
chromozomu. Markery pouze z Y chromozomu ve své studii pouzli Ding et al. (2012), ktefi
identifikovali 28 rozdilnych haplotypit Y chromozomu, pomoci nichz se snazli zjistit miSto
domestikace psa. Dalim piikladem je zjistovani pivodu dinga a to s pomoci 85 haplotypi Y
chromozomu (Sacks et al., 2013). Pocatky vzniku samotnych plemen psu za pomoci
autozomalnich, mitochondridlnich a Y chromozomovych markerti popisuji Sundqvist et al.
(2006).

Vzhledem K panujicim neshodam mezi archeologickymi nalezy a genetickymi studiemi,
zastoupenymi v drtivé vétSin€ analyzami mtDNA, by mohly studie zahrnyjici markery na
chromozomu Y do této problematiky wnést novy pohled.
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3.5.2 Forenzni analyzy

Psi jsou v nasich domacnostech nejcastéji chovanymi zvifaty, pficemz jen v Evropské
unii je jejich pocet odhadovan na 60 milioni (Eurogroup for Animals, 2013). Vzhledem
k tomuto poCtu a zna¢né mife integrace psu do lidské spole¢nosti mohou nastat situace, kdy
geneticka identifikace psa predstavuje dilezity nebo dokonce jediny zdroj dikazi (Eichmann
etal., 2004). Zvite se mize stat obé&ti tyrani ¢i kradeze, miize zpusobit nehodu, Skody na zdravi
nebo majetku. Biologicky material pochazejici ze psa tedy casto byva nezbytny pro usnadnéni
identifikace (van Asch a Pereira, 2010). V soucasné dobé¢ se forenzni analyzy také uplatiuji pfi
posuzovani genetické rozmanitosti plemen, urCovani otcovstvi a pohlavi, struktury populaci a
inbreedingu nejenom u pst, ale v poslednich uvedenych piipadech i u pibuznych druhi jako
je vk (van Asch a Pereira, 2010). Forenzni analyzy lze dale vyuzt i pfiurCovani kiizenc pes-
vlk, ¢i rozezmavani jedinci pes x vlk, coz ma velky vyznam pfi popula¢nich studiich vi¢ich
populaci (van Asch et al., 2010).

Samotné Y markery se bézn¢ vyuzivaji v kombinaci s dalsimi markery, jejichz vybér se
lisi podle typu dané studie ajejim pozadovaném vysledku. Analyzy mtDNA, 12 autozomalnich
mikrosatelitt, 3 mikrosateliti z chromozomu Y a sam¢tho specifického ZFX/ZFY restrik¢niho
mista, byly vywzity pfi vySetiovani piipadu pytlactvi v italskych Alpach (Caniglia etal., 2010).
Van Asch et al. (2010) krom¢ dalSich deviti markerii ve své studii pouzli i1 dva lokusy
k identifikaci pohlavi u psi a vlki — 106 bp dlouhy fragment genu SRY a 186 bp dlouhy
fragment genu AR (,androgen receptor) na X chromozomu. K urCeni pohlavi forenznimi
analyzami se da pouzit i gen kodujici amelogenin (Butler, 2014), ¢ehoz vyuzili Morikawa et al.

(2011) u celé tady zvirat véetné psa.

3.5.3 Populacni studie

Moznost osekvenovani celych genomi znamenda vyznamny pokrok v evolunich a
populacnich studiich piedevsim v mnozstvi dostupnych genetickych markert (Pilot et al,
2014). Vedle mitochondrialnich markerd jsou v nich stale cast&ji zastoupeny i markery
nachazejici se na Y chromozomu, které naim mohou poskytnout nové poznatky o populacich i
z hlediska paternalni linie (Sundqvist et al., 2001), at’ uz se jedna o informace ohledné migraci,
genealogické struktury, genetické diverzity, Zivotaschopnosti populace (inbreeding, bottleneck)
¢i hybridizace.

Sundqvist et al. (2001) porovnavali piitomnost haplotyptt Y chromozomu u populace
skandinavskych vlki s viky zjicimi v ostatnich lokalitich severni Evropy, piicemz prokazali,

ze skandindvska populace je od ostatnich velmi izolovand a ze strany samct témet nedochdzi
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k toku gentl. Tataz populace byla o dva roky pozdé€ji podrobena dalsimu zkoumani (Flagstad et
al., 2003), pii némz na podkladé variability Y chromozomu nebyla vyloutena moznost migrace
n¢kolika vkt z Ruska do této populace. Evoluéni vztahy mez tfemi nejvétSimi evropskymi
populacemi vlki obecnych ve srovnani s ostatnimi populacemi po celém svété¢ analyzovali i
Pilot et al. (2014), zatimco severoamerickou populaci vk Zijici v oblasti Velkych jezer se
zabyvali Koblmiiller et al. (2009), ktefi ji podle mtDNA a haplotypi Y chromozomu oznacuji
jako jedine¢ny ekotyp vlka obecného.

Hybridizace mez psy a vlky je zdvaznym jevem, ktery mize ohrozit vICi populace.
Hrozbou je ptfedevSim vneseni cizorodych genii do vicich genomil, jehoz Skodlivé nasledky
jsou zatim malo znamy (lacolina et al., 2010). Studie vyuwzivajici mtDNA jsou vSak schopny
urCit kiizence pouze po materndlni linii. Vibec prvni studie, ve které byly pouzity i markery
z'Y chromozomu v kombinaci s 18 autozomalnimi mikrosatelity a analyzami mtDNA, se tykala
identifikace hybridnich jedinci v populaci skandinavskych vika (Vila et al, 2003). Stejnym
zpusobem, jen s vétsim mnozstvim markerd, konkrétné s 6 mikrosatelity na chromozomu Y a
42 autozomalnich mikrosatelitl, a téz s analyzami mtDNA sekvenci, byla studovana
hybridizace pst a vlkii na Pyrenejském poloostrové (Godinho et al., 2011). Péfeni viCic s psimi
samci bylo prokazano téz v Itali (Iacolina et al, 2010). Mezidruhova hybridizace dokonce se
dvéma rozdinymi druhy, vlkkem obecnym (Canis lupus) a kojotem (C. latrans), byla zjiSténa v
Kanadé¢ u vkt vychodnich (C. lycaon) na zikladé zkoumani mitochondrialnich, Y

chromozomovych autozomalnich mikrosateliti (Rutledge et al., 2010).
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4 Zavér

Ve své praci jsem se zabyvala strukturou a organizaci genomu psa, se zvlaStnim
zaméfenim na Y chromozom. Vyzkum Y chromozomu a aplikace zskanych poznatkli prozatim
nejsou prilis rozsfireny, 1kdyz se situace v poslednich letech postupné zlepsila. Divodem muze
byt nizky ptredpokladany pocet genii a zna¢né mmnozstvi repetitivnich sekvenci, které ztézuji
zejména sekvenovani.

Samotny vyzkum Y chromozomu probihd pomoci molekuldrné genetickych metod,
mezi nimiZ se ve své praci podrobngji zmiuji o sekvenovani, PCR, AFLP a RFLP metodéch.
S jejich pomoci Ize vytvorit Y specifické markery, které mohou byt dale vyuzivany v celé fadé
studii, pfedevS§im evolu¢nich, populacnich a forenznich a s jejichZ pomoci je mozno déle
identifikovat hybridy mezi vlky a dalsimi psovitymi Selmami. Existuji i studie vyuZivajici
pozatky ohledné Y chromozomu pii ur¢ovani oblasti a doby domestikace psa.
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