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Studie Y chromozomu psovitých šelem 

Souhrn 

 Analýzou genomu psa domácího (Canis lupus familiaris) lze nabýt velkého množství 

informací týkajících se nejenom přímo tohoto druhu, ale získané výsledky lze aplikovat i u 

dalších živočichů včetně člověka. Za účelem zkoumání genomu bylo sestaveno mnoho 

genetických map a významným mezníkem bylo jeho kompletní osekvenování. Osekvenovaný 

genom byl využit při sestavování fylogenetického stromu psovitých šelem, poskytuje důležité 

vodítko při výzkumu domestikace psa, umožňuje studovat dědičná onemocnění společná psům 

i lidem či lze zjistit genetickou podstatu fenotypových projevů u psů. V této práci se zabývám 

strukturou a organizací psího genomu se zvláštním zaměřením na Y chromozom. 

 Nejmenší psí chromozom, chromozom Y, je jedinečný svou strukturou a organizac í, 

které jsou výsledkem mnohaleté evoluce pohlavních chromozomů. S chromozomem X 

rekombinuje pouze v malém úseku nazývaném pseudoautozomální oblast; jeho zbylou část 

tvoří tzv. oblast specifická pro samce. Ta sestává jednak ze sekvencí heterochromatických, 

tvořených různými typy repetic, a dále ze sekvencí euchromatických, které se dělí do tří typů 

podle způsobu vzniku. Počet genů, které se na chromozomu Y vyskytují, není příliš vysoký a 

jsou to geny uplatňující se při vývoji varlat a spermatogenezi. 

Výzkum chromozomu Y pomocí molekulárně genetických metod a následná aplikace 

získaných poznatků získává stále větší uplatnění v celé řadě studií. K výzkumu lze využít mimo 

jiné sekvenování, které je však komplikováno značným množstvím repetitivních sekvencí, 

PCR, dále AFLP a RFLP metody. S pomocí těchto metod lze vytvořit Y specifické markery 

hrající nezastupitelnou roli při výzkumu. 

Jako Y specifické markery označujeme známé sekvence nacházející se na Y 

chromozomu. Jelikož představují zcela srovnatelnou alternativu k mtDNA, roste jejich využit í 

v populačních a evolučních studiích psovitých šelem, včetně otázek týkajících se domestikace 

psa. Nabízí nový úhel pohledu z hlediska paternální linie, které se tak dostává stále více 

pozornosti. 

Klíčová slova: Y chromozom, Canidae, struktura a organizace psího genomu, haplotyp 
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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, I have dealt with the structure and organiza t ion 

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 a wide 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 Úvod 

Pes s námi od dob domestikace ušel už velký kus cesty a dnes je na celém světě chováno 

přes 300 různorodých plemen. Právě díky této fenotypové rozmanitosti, a v neposlední řadě i 

kvůli vysokému výskytu dědičných onemocnění, se pes stal velice vyhledávaným modelem 

genetických studií a analýz. Genom psa je proto v současné době intenzivně studován a to 

zejména od doby jeho osekvenování. V této práci je hlavní důraz kladen konkrétně na Y 

chromozom, který byl a do dnešní doby je, co se týče výzkumu, poněkud opomíjen. 

 Chromozom Y je oproti svému protějšku, X chromozomu, mnohem menší a nese pouze 

malý počet genů, které se uplatňují především při vývoji varlat a ve spermatogenezi. Tato 

rozdílnost je způsobena potlačením rekombinace mezi oběma chromozomy následované 

samotnou degenerací Y chromozomu, zatímco chromozom X je svou stavbou a počtem genů 

nadále podobný autozomům. 

K samotnému studiu Y chromozomu lze použít širokou škálu molekulárně genetických 

metod, z nichž je v této práci zmíněno sekvenování, PCR, AFLP a RFLP metody, s jejichž 

pomocí je možno vytvoření Y specifických markerů.  

 Y specifické markery, jimž je věnována závěrečná část této práce, představují známé 

sekvence DNA na Y chromozomu, které lze snadno identifikovat. Dají se uplatnit při výzkumu 

evoluce, fylogeneze a studia jednotlivých populací psovitých šelem. Poskytují informace o 

paternální linii, kterou doposud nebylo možné sledovat, protože většina těchto studií využíva la 

především mitochondriální DNA dědící se po matce. Aplikace Y specifických markerů tak 

v sobě skrývá dosud nevyužitý potenciál. 
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2 Cíl práce 

 Cílem této práce je vytvoření literární rešerše aktuálních poznatků o genomu psa, 

zabývající se především Y chromozomem. Práce je zaměřena na strukturu a organizaci Y 

chromozomu, molekulárně genetické metody používané při výzkumu Y chromozomu a využit í 

Y specifických markerů k evolučním, populačním a forenzním studiím psovitých šelem. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Taxonomické zařazení psa, jeho domestikace a obecná charakteristika 

3.1.1 Taxonomické zařazení psa 

 Pes domácí (Canis lupus familiaris) se řadí do podřádu psotvárných šelem (Caniformia ) 

a čeledi psovitých (Canidae), jejíž vznik lze datovat do doby před přibližně 50 miliony lety 

(Ostrander a Wayne, 2005). Tato skupina se před 7 - 10 miliony lety rozdělila na 34 současných 

druhů psovitých, a proto jsou si všechny tyto druhy geneticky velmi podobné (Wayne et al., 

1997). Wilson a Reeder (2005) uvádějí, že do rodu Canis náleží celkem šest druhů: vlk (C. 

lupus), vlček etiopský (C. simensis), kojot (C. latrans) a šakal (C. aureus, C. mesomelus, C. 

adustus). Všichni příslušníci tohoto rodu se mezi sebou mohou křížit za vzniku plodných 

potomků, což potvrzují studie genomů některých volně žijících populací (Gottelli et al., 1994; 

Roy et al., 1996; Wilson et al., 2000; Adams et al., 2003). 

 Wayne et al. (1997) ve svém výzkumu zjistili, že v rámci čeledi psovitých jsou tři 

odlišná fylogenetická uskupení: liškovité formy, vlkovité formy a jihoamerické formy. Kromě 

toho uvádějí také několik psovitých, kteří nemají žijící blízké příbuzné, např. některé lišky (rod 

Urocyon), pes ušatý (Otocyon megalotis) a psík mývalovitý (Nyctereutes procyonoides). Při 

sekvenování psího genomu byl vytvořen fylogenetický strom psovitých, ve kterém je však pes 

ušatý a psík mývalovitý zařazen mezi liškovité formy (Lindblad-Toh et al., 2005). Výzkumy 

také ukazují, že vlkovité formy si jsou fylogeneticky daleko bližší s jihoamerickými než 

s liškovitými formami, z čehož vyplývá, že lišky se od psů oddělily pravděpodobně již na 

počátku moderního větvení fylogenetického stromu (Lindblad-Toh et al., 2005; Ostrander a 

Wayne, 2005).  

Obr. 1: Fylogeneze psovitých (Canidae) dle Lindblad-Toh et al. (2005). Fylogenetický strom 

byl vytvořen na základě sekvenace 15 kb exonů a intronů. Jednotlivé barevné větve ukazují 

rozdělení psovitých na čtyři základní linie (clades): liškovité formy (červeně), jihoamerické 

formy (zeleně), vlkovité formy (modře) a ostrovní lišky zastoupeny dvěma příslušníky rodu 

Urocyon (oranžově). Horní indexy vyjadřují bootstrapové hodnoty a dolní indexy bayesovské 

hodnoty posteriorní pravděpodobnosti; pomlčky označují bootstrapové hodnoty menší než 50 

% a bayesovské hodnoty posteriorní pravděpodobnosti menší než 95 %. Černé body naznačují 

přítomnost tzv. indels (souhrnné označení pro inzerce či delece), číslo v závorce značí jejich 

počet, je-li větší než jedna. Ilustrace se vztahují k podtrhaným názvům druhů. 
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3.1.2 Původ a domestikace psa 

 Dnes je jasné, že vlk (Canis lupus) je jediným předkem psa domácího (Wayne, 1993). 

Dříve se ovšem vědci, mezi nimi i Charles Darwin či Konrad Lorenz, domnívali, že mezi předky 

psa mohl patřit např. šakal obecný (Canis aureus), kojot (Canis latrans) nebo dokonce dingo 
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(Canis lupus dingo). Byla vyřčena i domněnka, že různá plemena mohou mít různé předky 

(Morey, 2010). 

Otázky ohledně toho, kde a kdy přesně byl pes domestikován, nejsou stále uspokojivě 

zodpovězeny. Před aplikováním genetických metod se podle archeologických nálezů 

předpokládalo, že domestikace psa probíhala přibližně před 12 – 14 000 lety. Z této doby 

pochází kostra, objevená v německé lokalitě Bonn-Oberkassel, která nese prokazatelné znaky 

psa (Nobis, 1979). Kosterní pozůstatky psů, jejichž stáří bylo odhadnuto na 11 500 - 12 000 let, 

byly nalezeny v Izraeli (Davis a Valla, 1978). Další fosilie byly nalezeny znovu v Izraeli 

(Tchernov, 1997), v Rusku (Sablin a Khlopachev, 2002) a ve Španělsku (Vigne, 2005). Byla 

nalezena ještě řada starších koster psovitých šelem, jelikož však nemají všechny typické znaky 

psa, není jisté, zda se jedná již skutečně o psa, či jen ochočeného vlka (Benecke, 1987). Boyko 

(2011) rovněž udává, že nejsou žádné známé kosterní nálezy či malby psa, jejichž stáří by bylo 

větší než 16 000 let.  

V určitém rozporu s archeologickými nálezy je však naprostá většina genetických studií. 

Podle prvních analýz kontrolních sekvencí mtDNA (mitochondriální DNA) se předpokládalo, 

že k domestikaci došlo před více než 100 000 lety (Vilà et al., 1997).  Savolainen et al. (2002) 

ve své studii mtDNA tento odhad upřesnili na cca 15 000 let. Uvedli také, že největší genová 

rozmanitost se nachází u psů ve východní Asii, z čehož se domnívají, že domestikace psa začala 

právě v této lokalitě. Podobná genová diverzita však byla podle analýz polymorfismů mtDNA 

prokázána i v Africe; hypotéza o domestikaci psa ve východní Asii je tak zpochybněna (Boyko 

et al., 2009).  

Další teorie situuje domestikační centrum psa do jihovýchodní Asie, konkrétně do 

lokality nacházející se jižně od řeky Yangtze (ASY - Asia south of Yangtze River) (Pang et al., 

2009). Výsledky analýz mitochondriálních genomů psů po celém světě ukazují, že psi 

všeobecně sdílejí společný homogenní genofond, který obsahuje deset rozdílných haplotypů.  

Přítomnost všech těchto haplotypů byla prokázána právě v regionu ASY; dále se jejich četnost 

snižuje přes sedm haplotypů ve střední a pět v jižní Číně a jihozápadní Asii až po pouze čtyři 

haplotypy v Evropě. Tyto výsledky tedy naznačují, že pes vznikl v regionu ASY před přibližně 

5 400 – 16 300 lety (Pang et al., 2009). Teorii, že pes byl domestikován právě v jihovýchodní 

Asii, také podporují analýzy chromozomu Y (Ding et al., 2012; Sacks et al., 2013). 

Opět jiné výsledky však přinesla studie jednonukleotidových polymorfismů („single 

nucleotide polymorphism“, SNP), která určila největší genetickou diverzitu v jihozápadní Asii, 

čímž se shoduje s archeologickými nálezy z této lokality (vonHoldt et al., 2010). Evropské 

archeologické nálezy ale nyní podporuje nejnovější srovnávací studie mitochondriálních 
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genomů prehistorických psovitých a současně žijících psů, vlků a kojotů (Thalmann et al., 

2013). Byla vyřčena i hypotéza o nezávislé domestikaci psa v Novém světě, genetické studie 

původních amerických plemen ji však vyvrátily (Leonard et al., 2002).  

Nesrovnalosti mezi archeologickými nálezy a genetickými studiemi by mohla vysvětlit 

studie zabývající se analýzou mtDNA neolitických psů v Evropě (Deguilloux et al., 2008). 

U fosilních nálezů byly totiž nalezeny haplotypy, z nichž jeden se u dnešních evropských psů 

nevyskytuje vůbec a druhý pouze u 5 % populace, z čehož lze usuzovat, že další domestikační 

centrum mohlo být i v Evropě a původní populace psů byla nahrazena psy pocházejícími z Asie. 

Tato studie tedy podporuje dnešní nejrozšířenější názor o teorii tzv. nezávislé domestikace, totiž 

že k domestikaci psa došlo v různých regionech v různých časových údobích (Deguilloux et 

al., 2008). 

3.1.3 Obecná charakteristika psovitých 

 Jedním z typických morfologických znaků čeledi psovitých je uspořádání chrupu – 

většinou obsahuje 42 zubů, velké špičáky a mohutně vyvinutý trhákový komplex (poslední 

premolár v horní čelisti a první molár v dolní). Pes je prstochodec s pětiprstými předními a 

čtyřprstými zadními končetinami s nezatažitelnými tupými drápy. Charakteristická je také oblá 

či kulatá zornice. Oproti stejně velkému vlku má pes až o 30 % menší hmotnost mozku, což je 

jedním z důsledků domestikace. Díky mohutně vyvinutým čelním lalokům má pes mimořádně 

citlivý čich, který využívá především při lovu ve smečkách, které mají přísnou hierarchii. 

Jedinou výjimku v tomto ohledu představují lišky, které, až na období páření, většinou žijí 

samostatně (MacDonald a Sillero-Zubiri, 2004; Císařovský, 2008). 

3.2 Struktura a organizace psího genomu 

Pes je se svými více než 300 plemeny (FCI, 2015) velice atraktivním modelem pro 

genetické studie a analýzy. Právě kvůli své velké fenotypové variabilitě, vysokému výskytu 

dědičných onemocnění s podobnými projevy příznaků jako u lidí, často vysoké úrovni 

veterinární péče a životu v prostředí stejném jako lidé je vhodný k doplnění genetických analýz 

u lidí a myší (Neff et al., 1999; Lindblad-Toh et al., 2005).  K tomu je však zapotřebí znát, jak 

je celý genom organizovaný a strukturovaný, k čemuž se využívají kvalitní genetické mapy, ať 

už vazbové, radiační hybridní (RH) či fyzické a v neposlední řadě také přečtení celého psího 

genomu (Lindblad-Toh et al., 2005). 
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3.2.1 Historie mapování psího genomu 

 Mezi první studie psího genomu patří vazbová mapa obsahující 150 mikrosatelitních 

markerů aplikovaných na 163 jedinců tvořících 17 třígeneračních rodokmenů (Mellersh et al., 

1997). Tato mapa byla výchozím zdrojem pro další mapování a sloužila jako základ pro 

vytváření kompletní genetické mapy psího genomu. Jako další byla vypracována RH mapa 

obsahující 400 markerů zahrnujících 218 genů a 182 mikrosatelitů (Priat et al., 1998). Tvůrci 

mapy předpokládali, že tato mapa by mohla být klíčem k lokalizaci a identifikaci genů, které 

mají za následek fenotypové vlastnosti a dědičné choroby.  

O rok později Vignaux et al. (1999) sestavili radiační hybridní panel celého psího 

genomu, s jehož pomocí můžeme určit umístění jednotlivých genů v genomu prostřednictvím 

RH mapy. Další vazbová mapa zvýšila počet zmapovaných markerů ze 150 na 276 (Neff et al. 

1999). Patnáct z nich zastupovalo geny se známou funkcí, majících význam ve srovnávac ím 

mapování u psů. 

Vazbová mapa z roku 1997 (Mellersh et al., 1997) a RH mapa vypracovaná o rok 

později (Priat et al., 1998) se staly nepostradatelnými výchozími body pro sjednocenou 

vazbovo-radiační mapu, kterou se podařilo sestavit z RH mapy, sestávající z 600 markerů, a 

vazbové mapy s 341 markery (Mellersh et al., 2000). Výsledná mapa se svými 724 markery ve 

své době poskytovala nejkomplexnější pokrytí většiny psího genomu. 

Dále byly vypracovány podrobné fyzické a RH mapy částí jednotlivých psích 

chromozomů, konkrétně chromozomu 12 (Li et al., 2001) a chromozomu X (Everts et al., 2002), 

které mohou významně pomoci při studiu lidských nemocí majících původ v mutacích právě 

v těchto zmapovaných úsecích chromozomů. Další integrovanou vazbovo-radiační mapu, 

vypracovanou s pomocí 1 800 markerů a pokrývající přes 90 % psího genomu, sestavili Breen 

et al. (2001). Tato mapa, společně s dalšími později sestavenými RH mapami (Guyon et al., 

2003b; Breen et al., 2004; Hitte et al., 2005), umožňuje vědcům získat velké množství informac í 

při srovnávacích analýzách genomů jednotlivých organismů, mezi něž patří např. člověk či myš 

(Guyon et al., 2003a; Frith a Noé, 2014). 

Velkým mezníkem historie mapování psího genomu je osekvenování celého genomu. 

Jako první se o to pokusili Kirkness et al. (2003). Hloubka pokrytí sekvenování byla však pouze 

1,5x. Srovnáním „přečtených“ sekvencí genomu pudla s genomem člověka bylo identifikováno 

18 473 předpokládaných orthologů k lidským genům a 29 673 transkriptů (Kirkness et al., 

2003). V témže roce započalo na Broad Institute of Harvard and MIT ve Spojených státech 

amerických druhé sekvenování genomu (Lindblad-Toh et al., 2005). Zde už byla hloubka 

pokrytí sekvenování vyšší – 7,5x. K sekvenování byla vybrána fena boxera jménem Tasha. 
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Boxer byl vybrán jako vysoce prošlechtěné plemeno, u nějž byl předpoklad vysoké genetické 

homogenity, a genom Tashy se navíc jevil jako takřka univerzální i pro ostatní plemena psů 

(Lindblad-Toh et al., 2005). Během výzkumu vědci určili pořadí 2,411 miliardy párů bází, 

představujících 99 % genomu psa. S již sestavenými mapami vykazovalo vynikající shodu 97 

% sekvencí (Breen et al., 2001; Breen et al., 2004; Hitte et al., 2005). Zbývající 3 % reprezentuj í 

z velké části vysoce repetitivní sekvence. Při čtení psího genomu byla také sestavena mapa 

SNPs pomocí porovnání právě přečteného genomu Tashy, dříve zkoumaného genomu pudla 

(Kirkness et al., 2003) a částí genomů dalších devíti plemen psů, čtyř vlků a jednoho kojota. 

Mapa obsahuje více než 2,5 milionu SNPs, takže průměrně se v genomu vyskytuje jeden SNP 

na tisíc bází. Tato mapa umožní další studie zabývající se identifikací genů zodpovědných za 

nemoci, což bude hrát důležitou roli ve zdraví lidí i zvířat. Na základě osekvenování psího 

genomu byl také sestaven fylogenetický strom čeledi Canidae (Obr. 1) (Lindblad-Toh et al., 

2005). 

S využitím poznatků z přečteného psího genomu byla nejnověji vytvořena vazbová 

mapa obsahující 3 000 mikrosatelitních markerů, od které si vědci slibují, že bude využita při 

dalších studiích genetických nemocí jak psa, tak i člověka (Wong et al., 2010). 

3.2.2 Organizace psího genomu 

3.2.2.1 Chromozomální organizace 

Karyotyp psa sestává z 38 párů akrocentrických autozomů, velkého sub-

metacentrického X chromozomu a malého metacentrického Y chromozomu (Breen, 2008). 

Mezi největší chromozomy patří chromozom 1 a chromozom X, jejichž délka je přibližně 125 

Mb, respektive 126 Mb, zatímco nejmenší je chromozom Y sestávající pouze z 27 Mb (Obr. 2) 

(Langford et al., 1996; Breen et al., 1999). Podobné velikosti ostatních chromozomů bez použití 

barvicích metod neumožňují spolehlivé rozpoznání homologních párů (Breen, 2008). Různé 

metody barvení a pruhování (GTG, R, DAPI) psího karyotypu byly zveřejněny v průběhu 

posledních čtyřiceti let (Selden et al., 1975; Fujinaga et al., 1989; Langford et al., 1996; Yang 

et al., 1999) a kvůli zajištění standardizace popisu karyotypu byl na počátku 90. let minulého 

století založen Výbor pro standardizaci karyotypu psa domácího („Committee for the 

Standardization of the Karyotype of the Domestic Dog”) pod záštitou DogMap Workshopu 

(Breen, 2001). Pomocí cytogenetických metod se jim podařila standardizace identifikace 

chromozomů 1 – 21. Po společném úsilí mnoha vědců (Switoński et al., 1996; Breen et al., 
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1998, 1999) byla v roce 2000 mezinárodně schválena standardizace popisu zbývajíc ích 

chromozomů. 

Obr. 2: Porovnání velikostí chromozomů dle Langford et al. (1996) a Lindblad-Toh et al. 

(2005). Převzato z Breen (2008). 

 

3.2.2.2 Subchromozomální struktura 

Velikost haploidního genomu psa domácího byla zjištěna při jeho sekvenaci a činí 2,411 

miliardy párů bází (Lindblad-Toh et al., 2005), přičemž repetitivní úseky tvoří 34 % genomu 

(Lindblad-Toh et al., 2005), z nichž jsou 4 % rodově specifická (Galibert a André, 2008). 

V psím genomu byly objeveny čtyři základní typy repetitivních sekvencí: SINEs, LINEs, ELA-

SINEs a satelitní DNA (Bentolila et al., 1999). 

SINEs („short interspersed nuclear elements“ – krátké rozptýlené jaderné elementy) 

jsou jednou ze skupin retrotranspozonů, které se řadí mezi rozptýlené repetice. Bývají velké 80-
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500 bp a jsou transkribovány RNA polymerázou III (Gelaleti et al., 2014). U psa se nacházejí 

tzv. tRNA-SINEs, které jsou patrně odvozeny z tRNA (transferová RNA) genů (Minnick et al., 

1992), na rozdíl od člověka, kde jsou SINEs odvozeny od jiného genu, konkrétně 7SL RNA 

(Brookfield, 1994). 

LINEs („long interspersed nuclear elements“ – dlouhé rozptýlené jaderné elementy) 

patří stejně jako SINEs mezi retrotranspozony. Na rozdíl od SINEs jsou LINEs autonomní, tzn., 

že si samy kódují proteiny potřebné k transpozici. Většinou jsou přes 5 kB velké a jsou 

transkribovány RNA polymerázou II (Bentolila et al., 1999). 

ELA-SINEs („essentially LINE-associated SINEs“) jsou nově objeveným typem SINEs 

v psím genomu. Nejsou odvozeny od genu 7SL RNA ani od tRNA genů, ale vykazují určité 

podobnosti s „pravými“ SINEs. Svůj název dostaly vzhledem k tomu, že většina (12 ze 17) je 

přidružena k LINEs (Bentolila et al., 1999). 

Jako poslední repetitivní sekvence se v psím genomu vyskytuje satelitní DNA, patřící 

na rozdíl od všech předchozích mezi tandemové repetice, které jsou tvořeny za sebou jdoucími 

(téměř) identickými sekvencemi. Podle velikosti je můžeme dělit na satelity, které jsou složeny 

z poměrně dlouhých jednotek, minisatelity, mající rozsah v počtu kilobází, a nejmenš í 

mikrosatelity, tvořené obvykle opakováním 1-5 bází (Richard et al., 2008; Lim et al., 2013).  

Sekvenace mitochondriálního genomu psa určila pořadí 16 728 bp, nicméně tato délka 

není absolutní, jelikož sekvenování znesnadňovalo velké množství repetitivní sekvence 5‘-

GTACACGT(A/G)C-3‘. Vedle regulační oblasti 13 ORFs bylo zaznamenáno 22 genů pro 

tRNA a 2 geny pro RNA (Kim et al., 1998). 

Lindblad-Toh et al. (2005) po přečtení psího genomu odhadovali počet genů na 19 300, 

přičemž v současné době je známo 19 856 genů, 3 774 tzv. small non coding genes, které jsou 

obvykle menší než 200 bp a které mohou být transkribovány, ale nikoli translatovány, dále 950 

pseudogenů a 29 884 možných genových transkriptů (Cunningham et al., 2015).  

Parker et al. (2004) ve své studii zjistili hodnotu průměrné nukleotidové 

heterozygotnosti, která odpovídá hodnotě 8 x 10-4 a v podstatě je stejná jako v lidské populaci. 

Během historie byla genetická diverzita psů dvakrát snížena tzv. efektem hrdla láhve 

(„bottleneck effect“) (Obr. 3), způsobeným poprvé samotnou domestikací a podruhé počátkem 

šlechtění moderních plemen (Lindblad-Toh et al., 2005). Právě vznik současných plemen 

v posledních dvou staletích podle Ostrandera a Wayna (2005) představuje možná jeden 

z největších genetických experimentů. 
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Obr. 3: Efekty hrdla láhve v průběhu historie psa. Oba ovlivnily strukturu haplotypů a 

vazbovou nerovnováhu v psí populaci. Upraveno dle Wang et al., 2013. 

  

3.2.3 Komparativní analýza s genomy jiných savců 

Studium psího genomu je důležité i pro srovnávací analýzy s genomy jiných živočichů.  

Ty jsou nyní možné v souvislosti s přečtením psího genomu, a tedy přesným zařazením psa ve 

fylogenetickém stromu savců (Lindblad-Toh et al., 2005). Do této doby jsou podrobně 

prozkoumány genomy téměř třiceti druhů savců včetně člověka (Lander et al., 2001; 

Sachidanandam et al., 2001; Venter et al., 2001), šimpanze (Chimpanzee Sequencing and 

Analysis Consortium, 2005), myši (Waterston et al., 2002), krysy (Gibbs et al., 2004) a koně 

(Wade et al., 2009). 

V současnosti je známo 20 389 lidských genů, 22 592 myších a 19 856 psích 

(Cunningham et al., 2015). Lindblad-Toh et al. (2005) odhadovali počet genů na 19 300, z nichž 

většina je homologní ke známým lidským genům. Pes je proto vhodným modelem pro výzkum 

velkého počtu lidských dědičných nemocí, zejména rakoviny, srdečních a neurogenerativních 

onemocnění (Marschall a Distl, 2010). Existuje tedy velké množství komparativních map 

člověk – pes, které jsou stále zpřesňovány. 

Deschênes et al. (1994) využili jako první získané poznatky z mapování a objevili 

mutaci genu způsobující kombinovanou imunodeficienci psů. Při porovnání chromozomů X 
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obou druhů navíc odhalili vysokou evoluční konzervovanost proximálních částí jejich q ramen. 

Everts et al. (2002) dále uvádějí, že chromozomy X člověka a psa jsou si, s výjimkou primátů, 

vzájemně nejpodobnější ze všech savců. 

Poměrně časté je mapování různých psích chromozomů, případně jejich částí, kde se 

předpokládá výskyt např. kandidátních genů pro různé dědičné nemoci. Mezi ně patří 

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). 

Komparativní mapy genomu psa se kromě člověka konstruují samozřejmě i s jinými 

živočichy. Pro příklad je možno uvést komparativní mapu s kočkou domácí (Pontius et al., 

2007), prasetem (Biltueva et al., 2004), liškou (Graphodatsky et al., 2000) a psíkem 

mývalovitým (Nie et al., 2003). 

3.3 Struktura a organizace Y chromozomu 

Zatímco chromozom X je u všech placentálních savců (Placentalia, Eutheria) víceméně 

identický, u chromozomu Y můžeme mezi jednotlivými druhy pozorovat značné morfologické 

a genetické rozdíly. Oproti chromozomu X bývá menší a nese pouze nízký počet genů, což je 

způsobeno jeho degenerací v průběhu vzniku pohlavních chromozomů.  

3.3.1 Původ a evoluce pohlavních chromozomů  

Chromozomální determinaci pohlaví můžeme pozorovat u širokého spektra zvířec ích 

taxonů. Tento rozšířený, ale ne všudypřítomný, způsob určování pohlaví napovídá, že pohlavní 

chromozomy vznikly několikrát nezávisle na sobě (Rice, 1996; Marín a Baker, 1998; 

Charlesworth, 2004; Liu et al., 2004; Livernois et al., 2012). O mechanismu vzniku se vedly 

debaty po celá desetiletí poté, co H. J. Muller (1914) vyslovil teorii, že vznikly z páru autozomů. 

V současné době nejpoužívanější model popisují ve své studii Fridolfsson et al. (1998). 

Uvádějí, že pohlavní chromozomy plazů, ptáků a savců vzhledem k nedostatku homologie 

pocházejí z různých autozomů jednoho společného předka. U savců a ptáků byla tato teorie 

potvrzena genetickým mapováním pohlavních chromozomů (Nanda et al., 1999). 

Savčí pohlavní chromozomy vznikly z obyčejného páru autozomů před zhruba 300 

miliony lety (Graves a Shetty, 2001). Předpokládá se, že tento proces započal ve chvíli, kdy 

jeden z homologů získal určitý faktor determinující pohlaví. U savců je tímto faktorem gen 

SRY, který determinuje samčí pohlaví (Graves a Shetty, 2001; Garzón et al., 2012). Rice (1987) 

popisuje, že v blízkosti takovéhoto pohlavního lokusu se hromadí alely výhodné či přímo 

potřebné pro samčí pohlaví (např. geny pro spermatogenezi). Na druhém pohlavním 
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chromozomu se podobně mohou akumulovat alely výhodné pro samičí pohlaví. Rekombinace 

pomocí crossing-overu probíhající po celé délce chromozomů by však tyto geny výhodné pro 

jedno pohlaví mohla přesunout na druhý chromozom. U značné části nepárového pohlavního 

chromozomu (alozomu) Y proto byla potlačena rekombinace (Graves, 2006). Jednou 

z možností potlačení rekombinace je postupná regulace crossing-overů (Charlesworth et al., 

2005) nebo výskyt mutací, jako jsou inverze a delece (Graves, 2006). Potlačení rekombinace 

mezi oběma chromozomy vyústilo v diferenciaci a následnou degeneraci, a tak je chromozom 

Y dnes jen malým a na geny chudým zbytkem proto-Y chromozomu, zatímco chromozom X 

je, co se velikosti a celkového vzhledu týče, stále podobný autozomům (Obr. 4) (Vicoso a 

Charlesworth, 2006).  

Degenerace chromozomu Y byla vyvolána právě potlačením rekombinací, protože 

zmutované geny nemohou být opraveny svým homologním protějškem. Prvním krokem 

samotné degenerace je pravděpodobně hromadění transpozibilních elementů (zejména 

retrotranspozonů), což vede k přeměně euchromatinu na heterochromatin (Steinemann a 

Steinemann, 1998; 2005). Pro další postup degenerace existuje několik teorií: Mullerova 

rohatka, selekce na pozadí, genetické svezení se a ruby in the rubbish (Charlesworth a 

Charlesworth, 2000; Bachtrog, 2008). 

Hromadění negativních mutací v místě snížené rekombinace se nazývá Mullerovou 

rohatkou („Muller’s ratchet“) (Felsenstein, 1974). V nepřítomnosti rekombinace je mnohem 

větší pravděpodobnost vzniku negativních mutací než zpětné mutace, která by mohla opravit 

původní funkci poškozeného genu. Vznikají tak alely s různým počtem škodlivých mutací. 

Genetickým posunem (driftem) může v konečně velkých populacích alela s nejnižším počtem 

škodlivých mutací opakovaně zcela vymizet, což vede k hromadění mutovaných alel v populaci 

(Charlesworth a Charlesworth, 2000; Gordo a Charlesworth, 2000). 

Degenerace chromozomu Y pomocí selekce na pozadí („background selection“) je úzce 

spjatá s Mullerovou rohatkou. Neutrální či slabě škodlivé mutace mají šanci se v populaci 

udržet a postupem času se fixovat, pokud se nenacházejí ve vazbě s mutacemi silně škodlivými, 

které jsou z populace odstraňovány. Výsledkem je hromadění slabě škodlivých mutací majících 

nižší součet negativních účinků na fitness jedinců náhodným genetickým driftem v důsledku 

snížené velikosti populace (Charlesworth a Charlesworth, 2000; Bachtrog, 2008). 

Proces genetického svezení se („genetic hitchhiking“) popisuje zvýšení frekvence 

škodlivé alely pomocí její vazby na alelu silně výhodnou (Charlesworth a Charlesworth, 2000). 

To je ovšem podmíněno skutečností, že účinek silně prospěšné alely musí převažovat nad 

účinkem alely s mutací škodlivou. Pokud tomu tak není, dochází k procesu zvanému ruby in 
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the rubbish, spočívajícím v odstranění jak škodlivých, tak i prospěšných alel, které jsou se 

škodlivými ve vazbě (Bachtrog, 2013). 

Navzdory celému degeneračnímu procesu se však pohlavní chromozomy během 

evoluce mohly dokonce i zvětšit přidáním některých autozomálních regionů nebo repeticemi 

určitých sekvencí (Graves, 2000). 

Obr. 4: Vznik pohlavních chromozomů dle Graves (2006). Pohlavní chromozomy vznik ly 

z páru autozomů rekombinujících po celé své délce (naznačeno symboly x) poté, co jeden z nich 

získal lokus určující pohlaví („testis determining factor“, TDF). Následné hromadění alel 

specifických pro samčí pohlaví vede k postupnému potlačení (supresi) rekombinace v této 

oblasti, a vzniká tak oblast specifická pro X a oblast specifická pro samce na chromozomu Y 

(„male specific-region on the Y“, MSY). Suprese rekombinace následně vede k degeneraci 

alozomu a ten ztrácí většinu genů s výjimkou genů výhodných pro samce. 

 

3.3.2 Obecný popis Y chromozomu psa 

Y chromozom se svou velikostí 27 Mb představuje nejmenší psí chromozom (Langford 

et al., 1996; Breen et al., 1999). Navzdory jeho velikosti probíhala sekvenace tohoto 
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chromozomu pouze po malých částech. I přes rapidní rychlost sekvenování genomů je 

v současnosti počet osekvenovaných chromozomů Y velmi malý (Skaletsky et al., 2003; 

Hughes et al., 2005; 2010; 2012; Kuroki et al., 2006; Koerich et al., 2008; Carvalho et al., 2009). 

To může být způsobeno především předpokládaným nízkým počtem genů a velkým množstvím 

repetitivní DNA uspořádané do dlouhých úseků s téměř totožnými sekvencemi, které se 

standardními metodami sekvenují obtížně (Li et al., 2013). 

Téměř polovina metacentrického Y chromozomu se skládá z nukleolárního 

organizátoru jadérka („nucleolar organizer region“, NOR), který pokrývá krátké rameno 

chromozomu (p rameno, Yp). Většinu dlouhého ramene chromozomu (q rameno, Yq) tvoří 6,6 

Mb velká pseudoautozomální oblast a na zbylé části Yq se nachází přibližně 2,5 Mb velká MSY 

(Li et al., 2013). 

3.3.2.1 Pseudoautozomální oblast 

Pseudoautozomální oblasti („pseudoautosomal regions“, PARs) jsou specifické 

segmenty nacházející se na obou pohlavních chromozomech, charakteristické svými 

homologními sekvencemi (Das et al., 2009). Nacházejí se na koncích chromozomů a můžeme 

je vymezit tzv. pseudoautozomální hranicí („pseudoautosomal boundary“, PAB) – od této 

hranice již nepokračuje homologní sekvence typická pro pseudoautozomální oblast a objevují 

se zde sekvence již typické pro jednotlivé pohlavní chromozomy (Galtier, 2004). Při meióze 

pseudoautozomální oblasti zastávají důležitou úlohu v párování morfologicky jinak zcela 

odlišných chromozomů X a Y (Raudsepp a Chowdhary, 2008). Lokusy nacházející se v PAR 

tedy vykazují podobné vlastnosti jako lokusy autozomální: jsou diploidní, dochází zde 

k rekombinaci a geny uložené v PAR chromozomu X nejsou inaktivovány lyonizací. Právě tyto 

autozomům podobné vlastnosti vedly k pojmenování této oblasti „pseudoautozomální“ 

(Burgoyne, 1982).  

Tato oblast byla zatím prozkoumána jen u několika málo druhů (Graves et al., 1998; 

Raudsepp a Chowdhary, 2008; Das et al., 2009; 2013; Raudsepp et al., 2012), a tak je 

podrobných informací stále nedostatek. Raudsepp et al. (2012) uvádějí, že ve většině 

osekvenovaných genomů tento region chybí buď úplně, nebo je vymezen jen z části. To je 

způsobeno hlavně tím, že při sekvenování zvířecích genomů bývá použita především DNA 

jedinců samičího pohlaví. Jsou tedy dostupná data z chromozomu X, ale je zde zároveň 

nedostatek informací z Y chromozomu, což výrazně omezuje možnosti správného vymezení 

této oblasti. I přesto je již však známo, že pseudoautozomální oblasti se napříč jednotlivými 

druhy liší jak ve velikosti, tak v obsahu genů (Das et al., 2009). 
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Psí PAR je přibližně 6,6 Mb velká, je tedy více než dvakrát větší než lidská PAR1, a 

obsahuje přinejmenším 34 genů (Young et al., 2008). 

3.3.2.2 MSY  

MSY zastává důležitou úlohu v diferenciaci pohlaví, u psa se nachází v proximální části 

Yq a je přibližně 2,5 Mb velká (Li et al., 2013). V současnosti je nejpodrobněji popsána ve 

studii Ganga Li a jeho týmu (2013), kteří zkombinovali výsledky analýz MSY psa domácího 

(Canis lupus familiaris) a kočky domácí (Felis silvestris catus) společně s dřívějšími studiemi 

MSY člověka, šimpanze, makaka a myši (Mazeyrat et al., 1998; Skaletsky et al., 2003; Hughes 

et al., 2005; 2010; 2012; Kuroki et al., 2006). Výsledkem všech těchto studií je rozdělení MSY 

taxonu Eutheria do čtyř odlišných tříd – sekvencí heterochromatických a tří typů sekvencí 

euchromatických.  

3.3.2.2.1 Heterochromatické sekvence 

Heterochromatické sekvence se vyznačují soustředěním repetitivních sekvencí. U psa 

se vyskytují čtyři základní typy repetitivních sekvencí: SINEs, LINEs, ELA-SINEs a satelitní 

DNA (Bentolila et al., 1999) (viz. kap. 3.2.2). 

3.3.2.2.2 Euchromatické sekvence 

Euchromatické sekvence se rozdělují do tří typů (Skaletsky et al., 2003). První typ 

euchromatických sekvencí, degenerované sekvence z chromozomu X („X-degenerated “), 

obsahuje především geny s homologním protějškem na X chromozomu. To však na první 

pohled nemusí být patrné, neboť mnoho původních genů zaniklo při degeneraci Y chromozomu 

nebo ztratilo své funkce při mutacích (Skaletsky et al., 2003; Li et al., 2013).  

Další třídou jsou sekvence přesunuté z X chromozomu („X-transposed“). Jedná se o 

oblast v délce 120 Kb obsahující nejmenší počet genů z euchromatinových sekvencí MSY a 

velké množství rozptýlených repetic (Skaletsky et al., 2003).  

Posledním typem euchromatických sekvencí jsou tzv. amplikony skládající se 

z invertovaných palindromů a tandemových repetitivních sekvencí. Obsahují jak proteiny 

kódující genové rodiny, jež jsou v naprosté většině exprimovány ve varlatech a hrají důležitou 

roli ve spermatogenezi, tak i genové rodiny pro nekódující RNA v mnoha téměř identických 

kopiích. Amplikony představují unikátní sekvence chromozomu Y a vykazují nejmenší počet 

rozptýlených repetic (Skaletsky et al., 2003; Hughes et al., 2012; Li et al., 2013). 



24 
 

3.3.3 Geny na Y chromozomu psa 

Z důvodu diferenciace a následné degenerace obsahuje Y chromozom daleko menší 

počet genů než jeho protějšek X; vesměs jsou to geny potřebné pro vývoj varlat (Graves, 2010). 

Některé z genů jsou stále plně aktivní, jiné pouze částečně aktivní, většina se ale postupem času 

stala nefunkční a byla postupně odstraněna. Geny s funkcemi specifickými pro samčí pohlaví 

se mohou vyskytovat v mnoha kopiích, z nichž některé se mohou stát inaktivními a degradovat. 

Další geny se na Y chromozom mohly dostat přemístěním z autozomů (Obr. 5) (Graves, 2006). 

Obr. 5: Osud genů na Y chromozomu dle Graves (2006). Plně aktivní geny (tmavě fialová), 

jiné jsou částečně aktivní (světle fialová), většina je nefunkční (bílá) a je postupně odstraněna. 

Geny s funkcemi specifickými pro samčí pohlaví (tmavě modrá) mohou být v mnoha kopiích 

(naznačeno šipkami), některé z nich mohou přestat být funkční a degradují. Další geny jsou 

přemístěny z autozomů (oranžová). 

 

Po objevení prvních genů na Y chromozomu, mezi nimiž byl gen ZFY (Page et al., 1987) 

a gen SRY (Sinclair et al., 1990), bylo na základě jejich rozdílných vlastností navrženo rozdělení 

genů do dvou tříd – na geny exprimující v mnoha orgánech, které mají své homology na 

chromozomu X, a geny, jejichž exprese se projevuje především ve varlatech, majících mnoho 

kopií, ale bez homologů na chromozomu X (Lahn a Page, 1997). Nicméně ne všechny dále 

objevené geny tomuto rozdělení odpovídaly (Delbridge et al, 1999; 2004; Pask et al., 2000). 

Později bylo proto vytvořeno nové rozdělení (Lahn et al., 2001), ovšem ani to po nějaké době 
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nebylo uspokojující. Zdá se totiž, že většina genů na Y chromozomu představuje různé stupně 

degradace a divergence původních genů. Mnoho genů se stalo neaktivními a bylo rychle 

ztraceno či se stalo pseudogeny v různých fázích degradace. Některé z genů měly nebo získaly 

specifické funkce, které zajistily jejich zachování. Proto se jako nejlepší zdá rozdělení genů 

podle oblastí, ve kterých se vyskytují, i když ani to není stoprocentně přesné (Murphy et al., 

2006): 

 geny v pseudoautozomální oblasti, které rekombinují s homology na 

chromozomu X 

 degenerované z X („X-degenerate“), které jsou představovány pozměněnými 

kopiemi genů z chromozomu X 

 přemístěné z X („X-transposed“), které byly nedávné době přesunuty 

z chromozomu X  

 Y-specifické amplikonické geny vyskytující se v mnoha téměř identických 

kopiích, exprimující výhradně ve varlatech. 

Jelikož u psa není chromozom Y dosud podrobně prozkoumán, je znám pouze malý 

počet genů, které se na něm vyskytují. Většina z nich jsou analogy k již objeveným genům na 

Y chromozomu u jiných savců (Obr. 6). 

3.3.3.1 Gen SRY 

Gen SRY („sex-determining region of the Y chromosome“, pohlaví determinující region 

Y chromozomu) byl objeven při zkoumání 35 Kb velkého úseku p ramene lidského 

chromozomu Y (Sinclair et al., 1990). Již tehdy byl považován za možný faktor zodpovědný za 

vývoj varlat z nediferencovaných gonád (TDF). U savců byl gen SRY jednoznačně určen jako 

TDF po analýzách zvratů pohlaví u člověka a myši a studiích provedených u dalších savců a 

také vačnatců (Sinclair et al., 1990; Foster a Graves, 1994; Wilhelm a Koopman, 2006).  

SRY kóduje transkripční faktor, který je velmi podobný tzv. HMB proteinům („High 

Mobility Group“), které patří mezi chromozomové proteiny kyselé povahy (Goodwin et al., 

1973). Je exprimován nejenom v buňkách nediferencovaných gonád, ale také v mozku v oblasti 

zvané substantia nigra, kde ovlivňuje tvorbu tyrosin hydrolázy potřebné pro syntézu dopaminu 

(Lahr et al., 1995; Mayer et al., 1998). 

U psa se gen SRY nachází v proximální části q ramene, a díky svému rozšíření do sedmi 

kopií v rámci 700 Kb tandemové repetice se řadí 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 prvních genů na Y 

chromozomu (Page et al., 1987). Představoval jednoho z kandidátů na TDF u savců, Palmer et 

al. (1989) však prokázali, že jím není. Pomocí PCR byla Palmerem et al. (1990) dokázána úzká 

podobnost genu ZFY s genem ZFX ležícím na chromozomu X. Dále prokázali expresi obou 

genů v celé řadě lidských tkání, ať už u dospělých či nenarozených jedinců. Sekvence obdobné 

genům ZFY a ZFX byly nalezeny i u vačnatců (Sinclair et al., 1988), nikoli ale na pohlavních 

chromozomech, nýbrž na autozomech, což vedlo k závěru, že ZFY u vačnatců není TDF. 

Tento gen je transkribován u jedinců samčího pohlaví, a pravděpodobně se tedy účastní 

dějů, jako je dozrávání spermií (Donnelly et al., 1996). 

3.3.3.3 Gen UTY 

Poprvé byl gen UTY („ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene on Y 

chromosome“) popsán u myši, kde je exprimován v mnoha tkáních a kóduje tzv. TPR protein, 

jehož aminokyselinové sekvence bývají součástí mnoha dalších proteinů, a předpokládá se, že 

zprostředkovávají interakce protein-protein (Greenfield et al., 1996). U člověka je tento gen již 

kompletně osekvenovaný a své uplatnění má pravděpodobně ve spermatogenezi (Shen et al., 

2000).  

3.3.3.4 Gen KDM5D 

Tento gen, úplným názvem lysine-specific demethylase 5D byl poprvé popsán u myši, 

kdy byl pojmenován 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 lidí a koní 

byly zjištěny homology, které vykazují více jak 93 % shodu (Agulnik et al., 1994a). Exprese 

SMCY byla detekována ve všech samčích tkáních a exprese SMCX ve všech samčích i 

samičích testovaných tkáních (Agulnik et al., 1994b). Stejně jako např. SRY je zachován na Y 

chromozomu již od doby oddělení vačnatců od podtřídy Theria před asi 120 miliony lety 

(Agulnik et al., 1994b). 

Při zkoumání tohoto genu u myši bylo také prokázáno, že kóduje histokompatib i lní 

antigen H-2, který je tvořen peptidem TENSGKDI, zatímco u SMCX žádný podobný produkt 

nebyl prokázán (Scott et al., 1995). Tím je pravděpodobně vytvořen genetický základ pro 

antigenní rozdíl mezi samčím a samičím pohlavím, který může přispívat k odmítnutí 

transplantované tkáně (Scott et al., 1995). Kent-First et al. (1996) provedli kompletní 

osekvenování tohoto genu u člověka a potvrdili, že podobně jako u myší, kóduje 
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histokompatibilní antigen, který je součástí komplexu HLA-B7 („Human Leucocyte Antige n“) 

histokompatibilního systému člověka.  

3.4 Molekulárně genetické metody využívané pro studium Y chromozomu 

 Molekulárně genetické metody představují v oblasti zoologie významný pokrok. 

Možnost přečtení nukleotidových a proteinových sekvencí, namnožení požadovaných 

fragmentů DNA a automatizace těchto procesů umožnily rozvoj molekulárně genetických 

metod v masovém měřítku. V současné době se molekulárně genetické metody využíva j í 

v mnoha odvětvích biologie včetně populační a evoluční biologie, etologie, systematiky a v 

celé řadě dalších. 

3.4.1 Sekvenování DNA 

Do dnešní doby je známo mnoho způsobů sekvenování DNA lišících se základními 

principy a také časovou a cenovou náročností (Grada a Weinbrecht, 2013). Od tradičních metod 

vyvinutých během sedmdesátých let 20. století, po metody tzv. druhé generace („second 

generation sequencing“, SGS či „next generation sequencing“, NGS), přičemž v blízké 

budoucnosti můžeme očekávat nástup již třetí generace sekvenátorů, od kterých lze očekávat 

nejenom zlevnění, ale také podstatné urychlení celého procesu sekvenování (Grada a 

Weinbrecht, 2013). 

3.4.1.1 Tradiční sekvenační metody 

 Mezi tradiční sekvenační metody, někdy též nazývané sekvenační metody 1. generace, 

patří dideoxyterminační Sangerova metoda a chemická Maxam-Gilbertova, vyvinuté nezávis le 

na sobě v sedmdesátých letech minulého století (Brown, 2007). Do současné doby je využívána 

Sangerova metoda, a to i navzdory jejím vyšším nákladům, především díky své přesnosti 

(Shendure a Ji, 2008). V roce 1980 obdrželi Sanger a Gilbert za své objevy Nobelovu cenu. 

3.4.1.1.1 Sangerova metoda 

 Tato metoda, známá také jako metoda „plus a mínus“, „dideoxy“ nebo „primed 

synthesis“ metoda (King et al., 2006) byla vyvinuta v roce 1975 anglickými vědci pod vedením 

F. Sangera (Sanger et al., 1977). U této metody se využívá jednovláknová DNA sloužící jako 

vzor (templát) pro syntézu komplementárního řetězce. V originální podobě bylo zapotřebí čtyř 

zkumavek obsahujících vždy vhodný primer, který je radioaktivně označen, DNA polymerázu, 

templát, deoxynukleotidy (dNTPs) a v každé zkumavce vždy po jednom typu 

dideoxynukleotidů (ddNTPs) – ddATP, ddTTP, ddCTP a ddGTP (Brown, 2007). ddNTPs se 
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od dNTPs liší tím, že na 3‘ uhlíku mají místo hydroxylové skupiny navázaný vodík. Tyto 

ddNTPs jsou ve směsi přítomny pouze v malé koncentraci (většinou bývá poměr 1 ddNTP : 

100 dNTPs), zároveň jsou ve směsi přítomny i radioaktivní nukleotidy potřebné pro konečnou 

vizualizaci výsledků (Brown, 2007). V případě zařazení ddNTP do sekvence dojde k ukončení 

prodlužování komplementárního řetězce z důvodu znemožnění vytvoření fosfodiesterové 

vazby s dalším nukleotidem. Výsledkem jsou různě dlouhé fragmenty DNA lišící se délkou o 

jeden nukleotid, které vždy končí na pozici, kde by se v normálním řetězci vyskytoval daný 

dNTP (Brown, 2007). Získané fragmenty jsou denaturovány a následně roztříděny podle 

velikosti pomocí elektroforézy na polyakrylamidovém gelu. K vizualizaci výsledků se využívá 

autoradiografie, kdy se gel po prodělané elektroforéze přiloží k filmu citlivému na rentgenové 

záření a díky radioaktivnímu označení se na filmu zobrazí fragmenty, z nichž lze následně 

odvodit pořadí jednotlivých nukleotidů (Sanger et al., 1977). 

 V současné době se již používají další, modernější metody, které však stále využívaj í 

stejného principu. Díky značení jednotlivých ddNTPs fluorofory může sekvenace probíhat 

v jedné zkumavce a analýza se provádí pomocí kapilární elektroforézy a laserové detekce 

schopné zachytit rozdílná záření fluorescenčně označených ddNTPs. Výsledkem je 

chromatograf, ze kterého je možné určit pořadí jednotlivých nukleotidů (Obr. 7) (Shendure a 

Ji, 2008). Pomocí této metody byl osekvenován celý genom psa (Lindblad-Toh et al., 2005). 

Obr. 7: Chromatograf z kapilární elektroforézy sekvenace DNA. Každý peak představuje jeden 

nukleotid řetězce DNA. Převzato a upraveno dle Paegel et al. (2002). 

 

3.4.1.1.2 Maxam-Gilbertova metoda 

 Maxam-Gilbertova metoda, která byla vyvinuta při studiu nukleových kyselin, je 

založena na chemické modifikaci DNA (Maxam a Gilbert, 1977). Na rozdíl od Sangerovy 

metody lze tímto způsobem sekvenovat nejenom jednovláknovou, ale i dvouvláknovou DNA 

(Maxam a Gilbert, 1977). Zkoumané molekuly DNA jsou na jednom konci (nezáleží, zda na 
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3‘-konci či 5‘-konci) označeny radioaktivním fosforem 32P. Dále jsou rozděleny na fragmenty 

a vystaveny chemickému působení enzymů, které štěpí DNA vždy v místě daného dNTP. Takto 

získané sekvence jsou podrobeny elektroforéze. Stejně jako u Sangerovy metody se 

k vizualizaci jednotlivých fragmentů po elektroforéze využívá autoradiografie (Maxam a 

Gilbert, 1977). 

3.4.1.2 Sekvenační metody nové generace 

 Tradiční metody sekvenace DNA se během let ukázaly jako nedostatečné a to zejména 

co se týče časové náročnosti, ceny a tím pádem i dostupnosti (Margulies et al, 2005; Grada a 

Weinbrecht, 2013). Bylo tedy vyvinuto značné množství NGS metod, které umožňují masivně 

paralelní sekvenování („massively parallel sequencing“), pomocí kterého nyní můžeme 

izolovat a amplifikovat obrovské množství (tisíce až miliony) molekul DNA a ty následně 

osekvenovat (Morrissy et al., 2009). V této práci je zmíněna pyrosekvenace a technologie 

označována jako Illumina/Solexa. 

3.4.1.2.1 Pyrosekvenace (metoda 454/Roche) 

 Metoda pyrosekvenace („pyrosequencing“) je odvozena od Sangerovy metody a 

využívá aktivitu DNA polymerázy monitorovanou pomocí bioluminiscence, poprvé popsanou 

již v osmdesátých letech minulého století (Nyrén, 1987). 

 Pomocí technologií firem 454 Life Sciences a Roche Diagnostics byla pyrosekvenace 

vůbec první komerčně dostupná metoda NGS, která byla zpřístupněna v roce 2005 (Margulies 

et al, 2005). 

 Prvním krokem pyrosekvenace je vytvoření DNA knihovny (souboru molekul DNA 

určených k sekvenaci) štěpením molekuly DNA na fragmenty, na jejichž konce jsou následně 

navázány adaptéry důležité pro amplifikaci a sekvenaci (Shendure a Ji, 2008). Samotná 

amplifikace molekul jednořetězcové DNA probíhá pomocí emulzní PCR (emPCR). Jednotlivé 

fragmenty jsou navázány po povrch mikrokuliček majících 28 µm v průměru (Obr. 8) a každá 

mikrokulička je umístěna v kapce vody o objemu 100 µl. Kapky vody se nacházejí v olejové 

emulzi se všemi složkami potřebnými pro amplifikaci (Huse et al., 2007). Dále se mikrokuličky 

s navázanými naamplifikovanými molekulami DNA uloží do pikolitrových jamek čipu 

PicoTiterPlateTM a přidá se enzym luciferáza potřebný pro emisi světla z uvolněného 

pyrofosfátu (PPi) při začlenění nového nukleotidu. Množství uvolněného PPi, které je odlišné 

podle jednotlivých dNTPs, je detekováno snímací CCD kamerou („the charge-coupled device“) 

a následně vyhodnoceno (Huse et al., 2007). 
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3.4.1.2.2 Illumina/Solexa 

 Pro technologii Illumina jsou stejně jako u metody 454/Roche zapotřebí fragmenty 

DNA, na jejichž koncích jsou navázány dva rozdílné adaptéry. Amplifikace fragmentů probíhá 

pomocí tzv. bridge PCR („můstková amplifikace“), jež dostala svůj název díky ohnutí 

fragmentů do „můstku“ po přidání enzymů (Obr.8) (Su et al., 2011). Výsledné kopie fragmentů 

(amplikony) jsou umístěny v těsných shlucích – klastrech („clusters“), kdy v každém klastru je 

cca 1 000 amplikonů (Shendure a Ji, 2008). Několik milionů klastrů je naamplifikováno na 

destičce („flow-cell“) v osmi oddělených pruzích, z nichž všechny mohou být paralelně 

osekvenovány během jednoho sekvenačního běhu. Po generování klastrů jsou na jednotlivá 

vlákna amplikonů od sebe oddělena denaturací a na jejich konce jsou navázány primery 

(Shendure a Ji, 2008). Následuje samotné sekvenování, které probíhá pomocí fluorescenčně 

odlišně označených bází, které hybridizují s amplikony a pomocí laseru se vyhodnocuje pořadí 

jednotlivých bází podle určitého fluorescenčního barviva (Shendure a Ji, 2008). 

Obr. 8: Porovnání amplifikací technologií 454/Roche (a) a Illumina (b) dle Shendure a Ji 

(2008). Technologie 454/Roche k amplifikaci knihovny využívá emPCR. Fragmenty DNA s 

adaptéry (znázorněny tyrkysovou a žlutou barvou) jsou navázány na povrch mikrokuliček 

v olejové emulzi, kde následně dochází k paralelní amplifikaci jednotlivých molekul. U 

technologie Illumina je k amplifikaci knihovny využita bridge PCR. Fragmenty s navázanými 

adaptéry jsou na flow-cell destičce, která je pokryta oligonukleotidy komplementárními 

k oběma typům adaptérů. Hybridizací adaptérů a oligonukleotidů se fragment ohne a vytvoří 

„můstek“. Ke každému fragmentu je dosyntetizováno vlákno, které je následně odděleno 

denaturací. Opakováním procesu vznikají klastry s mnoha kopiemi původních fragmentů. 
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3.4.2 Polymerázová řetězová reakce 

 Polymerázová řetězová reakce („polymerase chain reaction“, PCR) je biochemická 

reakce umožňující amplifikaci (zmnožení) určitého úseku DNA vymezeného primery 

(Zvárová, 2012). Samotné kopírování umožňuje enzym DNA polymeráza. V případě PCR je 

však nutná přítomnost tzv. termostabilních polymeráz, které na rozdíl od „normálních“ 

polymeráz snášejí i vysoké teploty nutné pro denaturaci DNA nastávající na počátku každého 

cyklu PCR (Zvárová, 2012). Nejčastěji je používána tzv. Taq-polymeráza, nazvaná podle 

bakterie Thermus aquaticus (Innis et al., 1990). Pro reakci je tedy nutná termostabilní 

polymeráza, dále templát, který chceme namnožit, vhodné primery a dNTPs sloužící jako 

stavební materiál pro nově syntetizovanou DNA; to vše ve vhodném pufru a vhodných 

koncentracích (Zvárová, 2012). Reakce probíhá ve třech krocích, které jsou kontrolovány 

změnami teplot (Innis et al., 1990): 

a) denaturace – dvouvláknová DNA je denaturována vystavením teplotě 94 °C 

b) ochlazení („annealing“) – ochlazení na Ta (annealing temperature) primerů umožní 

jejich nasednutí na templát 

c) elongace – aktivitu termostabilních polymeráz umožní zahřátí směsi na 72 °C, 

následuje syntéza nového řetězce podle templátu ve směru 5‘ → 3‘. 

Vzniklé produkty jsou kopiemi templátu včetně vazebných míst primerů a při opakování cyklu 

(25 - 45x) slouží samy jako templát pro další syntézu produktů, jejichž množství tak roste 

geometrickou řadou (Zvárová, 2012). 

3.4.3 Délkový polymorfismus restrikčních fragmentů 

 Délkový polymorfismus restrikčních fragmentů („restriction fragment length 

polymorphism“, RFLP) je způsoben různou mírou variability v sekvencích cílových míst 

restrikčních endonukleáz (Zvárová, 2012). Restrikční endonukleázy jsou bakteriální enzymy, 

které v řetězci DNA rozpoznávají určitou sekvenci bází (většinou jde o několik párů bází), často 

navíc palindromatickou, a které daný úsek následně štěpí (Attwood et al., 2006). Sekvence 

DNA se u jednotlivců může lišit, a pokud je tato variabilita právě v místě rozpoznávaném 

restrikční endonukleázou, ke štěpení nedojde. U různých jedinců tak mohou mít restrikční 

fragmenty DNA různou délku, což můžeme vidět po jejich rozdělení na gelové elektroforéze, 

přenesení na membránu a detekci značenou sondou (Zvárová, 2012). 
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3.4.4 Délkový polymorfismus amplifikovaných fragmentů 

Délkový polymorfismus amplifikovaných fragmentů („amplified fragment length 

polymorphism“, AFLP) jsou variace v sekvenci DNA způsobené SNPs nebo indels, které 

vytvářejí nebo ruší rozpoznávací místa restrikčních endonukleáz. K štěpení se používá jedna 

nebo dvě restrikční endonukleázy, přičemž v druhém případě jedna štěpí častěji než druhá. 

K restrikčním fragmentům jsou déle naligovány adaptéry (krátké dvouvláknové úseky DNA) 

zabraňující obnově původního restrikčního místa (Vos et al., 1995). Následují dvě PCR, 

preselektivní a selektivní. Při preselektivní PCR se pomocí specifických primerů amplifikují 

úseky komplementární k sekvencím adaptérů plus jedné následující báze. U selektivní PCR je 

postup stejný, jen se amplifikují úseky komplementární k sekvencím adaptérů plus dalších tří 

následujících bází. Tím se sníží celkové množství amplifikovaných úseků a zároveň zvýší jejich 

specifičnosti. Tyto produkty PCR jsou nakonec elektroforeticky rozděleny 

v polyakrylamidovém gelu (Vos et al., 1995).  

3.4.5 DNA microarray 

 DNA microarray neboli DNA čip je technologie využívající hybridizace neznámé DNA 

na DNA sondy navázané na čipu. Samotný čip je tvořen skleněnou nebo silikonovou destičkou, 

na jejímž povrchu jsou kovalentními vazbami navázány sondy – známé sekvence 

jednovláknové DNA odpovídající daným místům v genomu. Na tyto sondy později hybridizují 

vzorky zkoumané komplementární DNA (cDNA), které vznikají reverzní transkripcí z 

izolované mRNA. Při reverzní transkripci současně probíhá i označování vláken cDNA 

většinou fluorescenčními barvivy, jejichž množství bude dále detekováno. Vzorky jsou 

naamplifikovány pomocí PCR a smíchány ve stejném poměru se dají na čip. Dochází k již výše 

zmíněné hybridizaci sond a komplementárních cDNA a poté se čip omyje, čímž se odstraní 

nenavázané sekvence. Při následné excitaci laserem se zaznamená emitované záření, které 

umožní další analýzy – tedy k jakým sondám existovaly ve zkoumaném vzorku 

komplementární sekvence DNA a případně i v jakém množství (Nuwaysir et al., 1999). 

 DNA microarrays se nejčastěji využívají při porovnání exprese mnoha (až tisíců) 

různých genů najednou. Využívá se tzv. dvoukanálového experimentu, kdy se vzájemně 

porovnávají dva vzorky označené rozdílnými barvami. Jako příklad mohou sloužit dvě 

populace buněk – jedna zdravá a druhá napadená virem. Rozdílné značení snadno prokáže 

rozdílnou expresi genů mezi oběma vzorky (Vinciotti et al, 2005). 
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3.5 Využití Y specifických markerů pro genetické studie 

 Pomocí metod molekulární biologie můžeme snadno vytvářet Y specifické markery, a 

proto se staly oblíbeným nástrojem výzkumu. U psovitých šelem je můžeme využít při studiu 

evoluce a fylogeneze v jednotlivých populacích. Konkrétně u psa domácího bývají využity 

k objasnění otázek ohledně místa a času domestikace, při posuzování genetické rozmanitos t i 

plemen, určení paternity a v neposlední řadě i ve zdravotnictví při výzkumu geneticky 

podmíněných onemocnění. Stále větší uplatnění mají DNA markery nyní i v kriminalistice.  

 Y markery se využívají hlavně při zjišťování genetické příbuznosti mezi jedinci 

(Salisbury et al., 2003), ale objevují se i případy, kdy je možné je (často s přispěním 

doplňujících analýz např. mtDNA) využít k identifikaci pohlaví (van Asch et al., 2010). Při 

studiu evoluční historie jsou Y markery obdobou mtDNA s tím rozdílem, že lze sledovat 

otcovskou linii (Barbaro et al., 2008). 

 Jako Y chromozomové markery se u člověka využívají SNPs, mikrosatelity, Alu 

elementy a minisatelity (Hammer, 1994; Jobling a Tyler-Smith, 2003); u psa se využíva j í 

především mikrosatelity a SNPs (Brown et al, 2011). 

3.5.1 Původ a domestikace psa 

 Shrnutí současných názorů ohledně domestikace psa je popsáno v kapitole 3.1.2. 

Naprostá většina studií byla provedena pomocí analýz mtDNA (Vilà et al., 1997; Savolainen et 

al., 2002; Pang et al., 2009; Thalmann et al., 2013), jejichž výsledky umožňují sledování pouze 

mateřské linie, což může vést k poněkud zkreslenému celkovému výsledku (Sundqvist et al., 

2001). Nicméně studie s využitím Y markerů zatím tak početné nejsou, i když zcela jistě 

poskytují vhodnou alternativu k analýzám mtDNA (Jobling a Tyler-Smith, 2003). Výjimku 

tvoří Brown et al. (2011), kteří analýzy mtDNA sekvencí doplnili o SNPs a mikrosatelity na Y 

chromozomu. Markery pouze z Y chromozomu ve své studii použili Ding et al. (2012), kteří 

identifikovali 28 rozdílných haplotypů Y chromozomu, pomocí nichž se snažili zjistit místo 

domestikace psa. Dalším příkladem je zjišťování původu dinga a to s pomocí 85 haplotypů Y 

chromozomu (Sacks et al., 2013). Počátky vzniku samotných plemen psů za pomoci 

autozomálních, mitochondriálních a Y chromozomových markerů popisují Sundqvist et al. 

(2006). 

Vzhledem k panujícím neshodám mezi archeologickými nálezy a genetickými studiemi, 

zastoupenými v drtivé většině analýzami mtDNA, by mohly studie zahrnující markery na 

chromozomu Y do této problematiky vnést nový pohled. 
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3.5.2 Forenzní analýzy 

 Psi jsou v našich domácnostech nejčastěji chovanými zvířaty, přičemž jen v Evropské 

unii je jejich počet odhadován na 60 milionů (Eurogroup for Animals, 2013). Vzhledem 

k tomuto počtu a značné míře integrace psů do lidské společnosti mohou nastat situace, kdy 

genetická identifikace psa představuje důležitý nebo dokonce jediný zdroj důkazů (Eichmann 

et al., 2004). Zvíře se může stát obětí týrání či krádeže, může způsobit nehodu, škody na zdraví 

nebo majetku. Biologický materiál pocházející ze psa tedy často bývá nezbytný pro usnadnění 

identifikace (van Asch a Pereira, 2010). V současné době se forenzní analýzy také uplatňují při 

posuzování genetické rozmanitosti plemen, určování otcovství a pohlaví, struktury populací a 

inbreedingu nejenom u psů, ale v posledních uvedených případech i u příbuzných druhů jako 

je vlk (van Asch a Pereira, 2010). Forenzní analýzy lze dále využít i při určování kříženců pes-

vlk, či rozeznávání jedinců pes x vlk, což má velký význam při populačních studiích vlčích 

populací (van Asch et al., 2010). 

 Samotné Y markery se běžně využívají v kombinaci s dalšími markery, jejichž výběr se 

liší podle typu dané studie a jejím požadovaném výsledku. Analýzy mtDNA, 12 autozomálních 

mikrosatelitů, 3 mikrosatelitů z chromozomu Y a samčího specifického ZFX/ZFY restrikčního 

místa, byly využity při vyšetřování případu pytláctví v italských Alpách (Caniglia et al., 2010). 

Van Asch et al. (2010) kromě dalších devíti markerů ve své studii použili i dva lokusy 

k identifikaci pohlaví u psů a vlků – 106 bp dlouhý fragment genu SRY a 186 bp dlouhý 

fragment genu AR („androgen receptor“) na X chromozomu. K určení pohlaví forenzními 

analýzami se dá použít i gen kódující amelogenin (Butler, 2014), čehož využili Morikawa et al. 

(2011) u celé řady zvířat včetně psa.  

3.5.3 Populační studie 

Možnost osekvenování celých genomů znamená významný pokrok v evolučních a 

populačních studiích především v množství dostupných genetických markerů (Pilot et al., 

2014). Vedle mitochondriálních markerů jsou v nich stále častěji zastoupeny i markery 

nacházející se na Y chromozomu, které nám mohou poskytnout nové poznatky o populacích i 

z hlediska paternální linie (Sundqvist et al., 2001), ať už se jedná o informace ohledně migrac í, 

genealogické struktury, genetické diverzity, životaschopnosti populace (inbreeding, bottleneck) 

či hybridizace. 

Sundqvist et al. (2001) porovnávali přítomnost haplotypů Y chromozomu u populace 

skandinávských vlků s vlky žijícími v ostatních lokalitách severní Evropy, přičemž prokázali, 

že skandinávská populace je od ostatních velmi izolovaná a ze strany samců téměř nedochází 
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k toku genů. Tatáž populace byla o dva roky později podrobena dalšímu zkoumání (Flagstad et 

al., 2003), při němž na podkladě variability Y chromozomu nebyla vyloučena možnost migrace 

několika vlků z Ruska do této populace. Evoluční vztahy mezi třemi největšími evropskými 

populacemi vlků obecných ve srovnání s ostatními populacemi po celém světě analyzovali i 

Pilot et al. (2014), zatímco severoamerickou populací vlků žijící v oblasti Velkých jezer se 

zabývali Koblmüller et al. (2009), kteří ji podle mtDNA a haplotypů Y chromozomu označují 

jako jedinečný ekotyp vlka obecného. 

Hybridizace mezi psy a vlky je závažným jevem, který může ohrozit vlčí populace. 

Hrozbou je především vnesení cizorodých genů do vlčích genomů, jehož škodlivé následky 

jsou zatím málo známy (Iacolina et al., 2010). Studie využívající mtDNA jsou však schopny 

určit křížence pouze po maternální linii. Vůbec první studie, ve které byly použity i markery 

z Y chromozomu v kombinaci s 18 autozomálními mikrosatelity a analýzami mtDNA, se týkala 

identifikace hybridních jedinců v populaci skandinávských vlků (Vilà et al., 2003). Stejným 

způsobem, jen s větším množstvím markerů, konkrétně s 6 mikrosatelity na chromozomu Y a 

42 autozomálních mikrosatelitů, a též s analýzami mtDNA sekvencí, byla studována 

hybridizace psů a vlků na Pyrenejském poloostrově (Godinho et al., 2011). Páření vlčic s psími 

samci bylo prokázáno též v Itálii (Iacolina et al., 2010). Mezidruhová hybridizace dokonce se 

dvěma rozdílnými druhy, vlkem obecným (Canis lupus) a kojotem (C. latrans), byla zjištěna v 

Kanadě u vlků východních (C. lycaon) na základě zkoumání mitochondriálních, Y 

chromozomových autozomálních mikrosatelitů (Rutledge et al., 2010). 
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4 Závěr 

 Ve své práci jsem se zabývala strukturou a organizací genomu psa, se zvláštním 

zaměřením na Y chromozom. Výzkum Y chromozomu a aplikace získaných poznatků prozatím 

nejsou příliš rozšířeny, i když se situace v posledních letech postupně zlepšila. Důvodem může 

být nízký předpokládaný počet genů a značné množství repetitivních sekvencí, které ztěžují 

zejména sekvenování.  

Samotný výzkum Y chromozomu probíhá pomocí molekulárně genetických metod, 

mezi nimiž se ve své práci podrobněji zmiňuji o sekvenování, PCR, AFLP a RFLP metodách. 

S jejich pomocí lze vytvořit Y specifické markery, které mohou být dále využívány v celé řadě 

studií, především evolučních, populačních a forenzních a s jejichž pomocí je možno dále 

identifikovat hybridy mezi vlky a dalšími psovitými šelmami. Existují i studie využívaj íc í 

poznatky ohledně Y chromozomu při určování oblasti a doby domestikace psa. 
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