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SOUHRN

Bearded kolie je spolehlivym a vSestrannym ovcackym psem, ktery zvlada praci s
ruznymi druhy hospodarskych zvirat. Plemeno se vyvijelo pfirozené po mnoho stoleti, ale po
druhé svétové valce se velikost populace dramaticky snizila a doSlo k poklesu genetické
proménlivosti. Pfedmétem této prace bylo posoudit genetickou variabilitu bearded kolii na
molekularni Grovni pomoci markerti majicich vztah ke zbarveni srsti a chovani psi. Vzorky
DNA byly ziskany od 109 bearded kolii stérem buné¢k z bukalni sliznice.

Pozornost byla nejprve vénovana genu pro beta-defensin 103 (CBD103), jehoz mutace
vede u pst k dominantnimu eumelanistickému zbarveni srsti. Byla navrzena dvojice PCR
markerit umoznujici jednoznacné detekovat trinukleotidovou deleci v genu CBD103 a
sekvenacni analyzou bylo potvrzeno, ze se jednd o triplet koédujici glycin. U vsech
hodnocenych pst, s vyjimkou jednoho, byla zjiSténa ptitomnost této mutace v homozygotni
sestavé. Vysledek odpovida skutecnosti, Ze se u plemene bearded kolie nevyskytuje zluté ani
vlkosedé agouti zbarveni. Jedina vyjimka se tykala hnédého psa s palenim, ktery mohl byt
teoreticky nositelem jiného typu mutace CBD103 genu.

Dale byl ovéfen vliv jednotlivych bodovych mutaci genu TYRP1 a jejich interakci na
vysledné zbarveni srsti u bearded kolii. Mutace v exonu 5 tohoto genu byly detekovany
pomoci dvou PCR-RFLP markertt TYRP1-331 a TYRP-345. Pro identifikaci mutace v exonu 2
bylo nutné navrhnout novy PCR-SSCP marker TYRP-41. Ve sledované populaci byly
pfitomny vSechny tfi zminéné alely zpusobujici hnédé zbarveni srsti. Ziskané vysledky plné
korespondovaly s fenotypem i rodokmeny hodnocenych zvitat. Vysledkem populacni studie
bylo navic zjisténi, ze u markert TYRP-345 a TYRP-41 doslo ke snizeni heterozygotnosti, coz
1ze vysvétlit poklesem genetické variability vlivem efektu hrdla 14hve.

Poslednim studovanym genem byl dopaminovy receptor D4 (DRDA4), ktery je Casto
fazen mezi kandidatni geny ovliviiujici psychické vlastnosti lidi i1 psh. Identifikace
jednotlivych alel exonu 3 tohoto genu byla provedena pomoci PCR a sekvenaéni
elektroforézy. U bearded kolii bylo nalezeno celkem pét z osmi znamych alel. Nejvyssich
Cetnosti dosahovaly alely 435 a 447a, coz lze povazovat za typické pro plemena pst
pochézejicich z evropského kontinentu. Na zakladé dotaznikového Setieni byl charakterizovan
stupeil nepozornosti a aktivity-impulzivity u 65 bearded kolii. Statisticky vyznamné zavislost
mezi frekvenci alel, resp. genotypi a vyslednym skorem pro obé sledované psychické

vlastnosti nebyla neparametrickym y*-testem ani dvouvyb&rovym t-testem potvrzena.
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SUMMARY

The Bearded Collie is a steady and versatile herding dog, capable of working a variety
of livestock. It‘s a breed which has evolved naturally over the centuries. However, population
size decreased dramatically after the Second World War, resulting in a loss of genetic
diversity. This thesis aims to evaluate the molecular basis of genetic variability in Bearded
Collies, using markers relating to coat colour and canine behaviour, with DNA samples
collected from buccal swabs of 109 bearded collies

Firstly, a gene that encodes the beta-defensin 103 protein (CBD103) was studied. A
mutation in this gene causes dominant eumelanistic coat colour. Two PCR markers allowing
reliable detection of the three-nucleotide deletion in CBD103 were designed. Sequence
analysis confirmed that the deleted triplet encodes a glycine residue. This mutation was
detected in homozygous state in all the Bearded Collies tested except one. The results suggest
that sable or wolf sable colour caused by the Agouti gene does not exist in the breed. The
exception, (a brown dog with tan points) may theoretically carry a different mutation of the
CBD103 gene.

Secondly the effect of different sequence variants of the TYRP1 gene and their
interactions on Bearded Collie coat colour phenotypes was studied. PCR-RFLP markers
TYRP1-331 a TYRP-345 were used to detect mutations in exon 5 of this gene. It was
necessary to design a new PCR-SSCP marker TYRP-41 for identification of the mutation in
exon 2. All three sequence variants that can cause brown coat colour were present in the
study population. The results were in full agreement with observed phenotypes and pedigree
data. Loss of heterozygosity was found at markers TYRP-345 a TYRP-41. This may be
caused by the bottleneck effect, leading to reduced genetic variability.

Finally, the dopamine receptor D4 gene (DRD4) was analysed. It is one of the
candidate genes for human as well as canine personality traits. PCR and polyacrylamide gel
electrophoresis technique were used to identify alleles of exon 3 of the DRD4 gene. Five out
of eight known alleles were detected in Bearded Collies. The most frequent alleles were 435
and 447a, a typical finding in breeds of European origin. A questionnaire was used to
characterize the extent of inattention and activity-impulsivity in 65 Bearded Collies.
Association between the questionnaire scores and exon 3 DRD4 polymorphism was assessed

by chi-square tests and independent samples t-tests but no significant association was found.

Keywords: Bearded Collie — beta-defensin 103 — TYRP1 — DRD4 — canine behaviour
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1. UVOD

Pes domaéci, Canis familiaris, je prvnim zivo¢isnym druhem, ktery byl domestikovan a
provazi ¢lovéka jiz po n€kolik desetitisicileti. V chovu pst je jiz od pocatku provadéna
selekce orientovand jak na vzhled, tak i na povahové vlastnosti. Proto pozorujeme mezi
souCasnymi psimi plemeny vyrazné rozdily v jejich morfologii i chovéni.

Publikovéani mapy genomu psa v roce 2005 a umoznilo rozvoj studia genetické podstaty
riznych znakd a onemocnéni na molekularni trovni. Protoze psy postihuji casto podobné

choroby jako ¢lovéka, maji vysledky téchto vyzkumi piinos i v oblastech humanni mediciny.

V této diplomové praci jsem se zabyvala hodnocenim genetické variability plemene
bearded kolie pomoci vybranych molekularnich markerii majicich vztah ke zbarveni srsti a
chovani pst. Barva ani psychické vlastnosti nebyly u bearded kolii doposud na molekularni

urovni zkoumany.

Protoze barvu psa snadno zjistime pouhym pohledem nebo ji vyéteme z jeho rodokmenu,
poskytuji poznatky o dédicnosti zbarveni srsti jednoduchy model pro studium funkce genti a
jejich interakce. V posledni dobé se podatilo identifikovat nékolik geni zodpovédnych za
pigmentaci u pst. Patii mezi né naptiklad gen kodujici beta-defensin 103 (CBD103). Snahou
této diplomové prace bylo potvrdit hypotézu, Ze zbarveni je u bearded kolii ovlivnéno
dominantni mutaci tohoto genu. Dal$im genem je tyrosinase-related protein 1 (TYRPL), ktery
je asociovan s hnédym zbarvenim srsti psi. Hnédé zbarveni je typické i pro bearded kolie,
proto je tfeba ovéfit vliv jednotlivych bodovych mutaci lokusu TYRP1 a jejich interakci na

vysledné zbarveni srsti u tohoto plemene.

Poslednim studovanym genem byl dopaminovy receptor D4 (DRD4), jehoz
polymorfismus muze souviset s psychickymi vlastnostmi lidi i psu. Efekt na Urovni
aktivity-impulzivity se podafilo prokazat naptiklad u némeckych ov¢aki. Dalsim predmétem
zajmu této diplomové prace proto bylo ovéfit hypotézu 0 existenci vztahu mezi
polymorfismem markeru exonu 3 genu DRD4 a stupném aktivity-impulzivity a nepozornosti
bearded Kkolii.



2. CIL PRACE

Cile diplomové prace vychazeji z ovéieni nékterych hypotéz, které byly v posledni dobé
vysloveny v souvislosti s molekularni determinaci zbarveni srsti a chovani psu. Prvni
z hypotéz vychazi z experimenti predpokladajicich existenci bodové mutace v lokusu pro
beta-defensin 103 (CBD103). Tato mutace je povazovana za kauzalni pro vznik dominantni
¢erné, resp. hnédé barvy srsti. Cilem diplomové prace bylo ovéfit platnost této hypotézy u
plemene bearded kolie. Dalsi hypotéza, ktera byla u bearded kolii provéiena, je zaloZena na
vysledcich vyzkumu zaméfeného na tfi rizné mutace v lokusu TYRP1 zodpovédné za hnédou
barvu srsti. Ovéfovana byla i hypotéza o vlivu riznych alel exonu 3 genu pro dopaminovy

receptor D4 na stupén nepozornosti a aktivitu-impulzivitu bearded kolii.
Konkreétni cile diplomové prace je mozné shrnout do nasledujicich bodu:

e izolovat DNA z bukalnich bunék v kvalité a kvantité vhodné pro nasledujici analyzy

e navrhnout dva diagnostické PCR markery, které umozni identifikovat alelickou kombinaci
v lokusu CBD103

e sekvena¢ni analyzou potvrdit pfitomnost trinukleotidové delece v genu CBD103 vedouci
ke vzniku dominantniho eumelanistického zbarveni

e optimalizovat dva PCR-RFLP markery umoziujici identifikovat mutace v exonu 5 genu
TYRP1

e navrhnout PCR-SSCP marker pro identifikaci bodové mutace v exonu 2 genu TYRP1

e pomoci nové navrzenych a optimalizovanych DNA markeri vyhodnotit 109 zastupci
plemene bearded kolie a porovnat interakce mezi studovanymi geny a vyslednym
zbarvenim srsti

e Zzpracovat populaéné genetickou studii charakterizujici variabilitu populace bearded kolii
z hlediska frekvenci alel a genotypt genu CBD103 a TYRP1

e optimalizovat detekci jednotlivych alel genu DRD4 a provést hodnoceni 109 predstaviteli
plemene bearded kolie

e zpracovat a vyhodnotit dotaznik umoziujici charakterizovat stupen nepozornosti a
aktivity-impulzivity bearded kolii

e zpracovat statistickou analyzu pomoci dvouvybérového t-testu a neparametrického
yx2-testu s cilem posoudit vztah mezi piitomnosti jednotlivych alel genu DRD4 a stupném

nepozornosti a aktivity-impulzivity bearded kolii.



3. PREHLED LITERATURY

3.1 Vyvoj a piivod domaciho psa

Pes domaci, Canis familiaris, je jedinym pln¢ domestikovanym zastupcem celedi
Canidae. Archeologické nalezy dokazuji, Ze pes byl prvnim zivo¢isnym druhem, ktery byl
domestikovén, a tento proces zapocal koncem posledni doby ledové, kdy lidska existence
stale zavisela na lovu, sbéru a shanéni potravy (Clutton-Brock, 1995). V soucasnosti je
nejstarsim nalezem domestikovaného psa Celist z pozdné paleolitického hrobu v Oberkasselu
v Némecku, stara 14 000 let (Nobis, 1979). Molekularné genetické analyzy naznacuji, Ze
snahy o domestikaci psii mohly probihat mnohem dfive, nez ukazuji archeologické nalezy,
pes byl domestikovan z vlka (Canis lupus) pied vice nez 100 000 lety
(Wayne, 1993; Vila et al., 1997).

Domestikace probihala v n¢kolika nezavislych centrech. Tyto vicecetné domestikacni
udalosti prispély spolu s intenzivni selekci k nesmirné fenotypové a genetické variabilité,
kterd nemé u jinych zivo¢isnych druhi obdobu (Ruvinsky a Sampson, 2001).

Hnaci silou selekce, praktikované chovateli po cela staleti, byla pfedevsim touha po
ziskani psa s ur¢itymi fyzickymi vlastnostmi, povahovymi rysy, ¢i jedineénymi dovednostmi
(Young a Bannasch, 2006). Archeologické nalezy kosti a zubti odhaluji zna¢nou variabilitu ve
velikosti a télesnych proporcich mezi jednotlivymi populacemi pravékych psi. Nicméné se
zda, Ze odlisna plemena nevznikala diive neZz pted 3000-4000 lety (Clutton-Brock, 1995).
Dnes existuje vice nez 400 plemen pst, mnohd z nich vznikla s cilem vytvofit takové
plemeno, které odpovida ur¢itému fenotypovému standardu. Mezi jednotlivymi plemeny jsou
vyrazné morfologické rozdily, mezi které patii napiiklad variabilni vyska, vaha, stavba kostry
a typ srsti (Young a Bannasch, 2006).

Psi vykazuji rozmanité povahové vlastnosti, n€které jsou charakteristické pouze pro
specificka plemena. Pfikladem je instinkt pro paseni stdda (Young a Bannasch, 2006). Podle
chovani a zptsobu prace s ovcemi lIze odlisit dva typy psi, kazdy typ reprezentuje vice
plemen. Oba typy byly selektovany pro praci v podobnych podminkach (pastviny) a reaguji
na podobné podnéty (hospodaiskéd zvifata), ale pfitom vykonavaji velice odlisné ulohy.
Povinnosti pasteveckého psa je nerusit ovce, ale zit mezi nimi a hlidat je pfed predatory.
Povinnosti ov¢ackého psa je prerusit chovani hospodaiskych zvitat a vést je na povel na jiné
misto (Coppinger a Schneider, 1995).

Pastevecti psi jsou pravdépodobné nejstarSimi pracovnimi psy. Samoziejmé nemohli

byt pouzivani diive, nez byla pred asi 8 000 lety domestikovana prvni hospodaiska zvitata -
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ovce a kozy (Coppinger a Coppinger, 2001)

3.2 Charakteristika plemene Bearded kolie

Bearded kolie se od bézné kolie zcela 1isi, ackoliv je jejich pracovni ucel podobny.
Husta hrubé chundelata srst, tlustd kiize, silné koncetiny a silny kratky krk je charakteristicky
pro vSechna zvitata, kterd obyvaji horské oblasti s chladnym vlhkym klimatem, naptiklad pro
Highland pony a skotsky nahorni skot. Bearded kolie je dokonale pfizptsobena ke $plhani do
kopct diky sile koncetin a hloubce hrudniku (Thompson Gray, 1891). Je velmi vSestrannym
ovCackym psem, ktery zvldda préaci sriznymi druhy hospodatskych zvitat v rozmanitych
situacich. Ve Skotsku se pouzivala napfiklad jako takzvany ,.huntaway®, jehoz tikolem bylo
vyhnat stékotem ovce schovavajici se ve kiovich a kopcich a shromazdit je do velkého stada.
Mezi dalsi napli ¢innosti patfilo hnat ovce z pastvy na pastvu ¢i dobytek na trh. Ovéaci také
vysilali své psy do hor a viesoviSt, aby jim pfivedli stddo zpét do udoli. Diky takto
riznorodym poZadavkiim maji nékteré bearded kolie spiSe pfirozené sklony stado piihanét
k psovodovi (tzv. gathering a fetching), jiné naopak vynikaji v hnani ovci smérem od psovoda
(driving). Obdobn¢ ¢ast jedinci pouziva pfi manipulaci se stadem ,,0ko* (eye), naopak vétSina

bearded kolii preferuje hlasity stékot (Rieseberg a McKinney, 1997).

Obrézek 1: Bearded kolie pfi praci se stadem ovci

FCI standard plemene je piilohou 1 této diplomové prace.



3.2.1 Historie a chov bearded kolii v zemi pivodu — ve Velké Britanii

Bearded kolie se jako plemeno vyvijela pfirozené po mnoho stoleti, nepatii mezi
plemena vytvofena v pomérné blizké minulosti, jako tfeba zlati retrivii nebo dobrmani.
Podobné ovcacké psy s dlouhou srsti v obliceji nalezneme po celé zemékouli, od Tibetu po
Hebridy, vétsSinou v horskych oblastech nebo v zemich s drsnymi zimami (Moorhouse, 1993).
Vseobecné se predpoklada, ze vyznamnym stiediskem domestikace ovci byla Stfedni Asie, je
tedy logické se domnivat, Ze psi doprovazeli starovéké pastevecké kmeny béhem migrace na
zapad. Psi, kteti cestovali s Ibery a Kelty, se tak dostali az do Britanie, kde nalezli novy

domov na severu ve Skotské vysoc¢ing (Collis a Jones, 1992).

Az do konce 19. stoleti nebyl proveden pokus ustalit typ, jedinym kritériem vybéru
byla pracovni schopnost. Zajem o piedvadéni bearded kolii na vystavach obrovsky vzrostl po
vypsani tiid pro toto plemeno na vystavé Scottish Kennel Clubu v Edinburghu v roce 1897.
Okolo roku 1912 byl Dr. Greigem zalozen Bearded Collie Club, bohuzel registrace klubu
nebyla dokoncena kvili 1. svétové valce. Po valce byl pocet vystavovanych jedincii velice
nizky. O rozvoj plemene se tehdy zaslouZila pani Cameron Millerova. Mezi lety 1929 a 1934
zaregistrovala 55 bearded kolii a odchovala 10 vrhi. Po jeji smrti zmizeli tito psi neznamo
kam. V roce 1944 bylo pani G. O. Willisonové omylem zaslano hnédé s§téné bearded Kkolie
namisto pracovniho 3ténéte Seltie. Ze jde o bearded kolii a ne o kiiZence pracovnich
ov¢ackych psi, zjistila chovatelka, az kdyz byly fence dva mésice. V roce 1948 byla fena
zaregistrovana britskym Kennel Clubem pod jménem Jeannie of Bothkennar. Slo o prvni
registraci od roku 1939 (Moorhouse, 1993). I piesto, ze patii mezi starodavna plemena, jsou
vSechny soucasné bearded kolie s priikazem pivodu potomky feny Jeannie of Bothkennar a
psa Bailie of Bothkennar (Isabell, 2002). Hancock (2006) uvadi, ze dne$ni registrovani jedinci

pochazi ze spojeni pouze dvanacti riznych psi, geneticka zakladna je tedy velmi mala.

The Bearded Collie Club byl zaloZen v roce 1955 a od roku 1959 bylo umoznéno

ziskavani ¢ekatelstvi Sampionatu (Rieseberg a McKinney, 1997).

Rozvoj plemene v 60. letech byl sice pomaly, ale stabilni. V roce 1966 byl zalozen
prvni zahrani¢ni klub (v Holandsku) a u plemene se zacalo provadét RTG vySetieni dysplazie
kycelniho kloubu. Od 70. let zdjem kynologické vetejnosti o plemeno postupné stoupal.
V roce 1988 se bearded kolie umistila na 21. misté v zebficku popularity jednotlivych plemen
pst. Vroce 1989 poprvé v historii ziskala bearded kolie titul Best in Show na Cruftové
vystaveé, §lo o fenu Potterdale Classic of Moonhill (Moorhouse, 1993). Vyvoj poctu nove

zaregistrovanych jedinct britskym Kennel Clubem je znazornén v grafu 1.
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Graf 1: Pocet nové zaregistrovanych bearded kolii britskym Kennel Clubem v letech

2000-2006 (narozena Sténata + importovani jedinci)
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Zdroj: http://www.thekennelclub.org.uk

3.2.2 Chov bearded kolii v Ceské republice

Chov bearded kolii v ¢eskych zemich zacal rokem 1981, kdy manzel¢ Karenovi
(chovatelska stanice "Modra™") dovezli z Danska prvni fenu Prunellas Blue Crowned Queen.
Prave tato fena byla nakryta anglickym psem v chovatelské stanici Zotti-Floppy v Némecku a
v roce 1983 porodila prvni vrh bearded kolii na uzemi tehdejsiho Ceskoslovenska. V roce
1985 k nam byl dovezen prvni plemenik Vigsbjergs Monarch. Nésledovaly dalsi importy,
piedev§im z Danska, ale i z Némecka a Rakouska. Dilezitym krokem pro rozvoj ¢eského
chovu je také import dvou jedinct ze zemé puvodu (Velka Britanie) z chovatelské stanice
Davida Hyda "Natterjack" (Vazdova, 2003).

V roce 1990 na svétové vystaveé pst v Brné bylo ptihlaseno celkem 120 beardii z 12
zemi Evropy. Zde méli majitelé a chovatelé z Cech poprvé moznost vidét zvifata ze
Spickovych chovi, sprdvnou udrzbu a Gpravu srsti a vystavni piedvedeni. Rok 1990 byl
zlomovy i v tom, ze byl zalozen samostatny Klub chovatelt bearded kolii. Dal§im
vyznamnym meznikem byl rok 1993, kdy piijal pozvani posuzovat nasi klubovou vystavu
rozhod¢i ze zemé ptvodu plemene - pan David Hyde z chovatelské stanice "Natterjack"
(Kleinova, 2001). Tento rok se také stava rekordnim v po¢tu odchovanych vrhii - celkem 48.
Popularita plemene dosahla vrcholu, coz ma i negativni dopady a bohuzel se nékteré

chovatelské stanice soustfed’uji na produkeci §ténat pro vykupny (Vazdova, 2003).
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Stejné jako u jinych plemen i u bearded kolii nastal po mohutném vzestupu a nasyceni
poptavky utlum. O tom sv€d¢i pouhych osm vrhi v roce 1998 (Kleinova, 2001). Pocet

narozenych Sténat v poslednich letech znézornuje graf 2.

Graf 2: Pocet narozenych §téfiat bearded kolii v CR v letech 2000 - 2006
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Zdroj: Volkova, 2002-2010
3.2.3 Zbarveni bearded kolii

V pivodnim standardu z konce osmnactého stoleti se uvadi, Zze vSechny bearded kolie,
nezavisle na zbarveni srsti, by mély mit tmavé oko a erny nos. Jeannie, zakladatelka chovu
pani Willisonové, méla ale hnédou srst a hnédou nosni houbu a z tohoto divodu se cerné

zbarvena nosni houba u hnédych jedincii nevyskytuje (Moorhouse, 1993).

Moorhouseova (1993) uvadi, ze se u plemene vyskytuje pét zdkladnich barev - erna,
btidlicovd, modra, hnéda a plava, vSechny tyto barvy se nejcastéji objevuji v kombinaci
s bilymi znaky. Cerni a bfidlicovi jedinci se rodi s Eernou barvou srsti, biidlicovi ale ¢asem
zesvétlaji do riznych odstinti od tmavé $edé az po stitbrnou. Cerni psi, kteii béhem Zivota
nesvétlaji, jsou pomérné vzacni. Willisonova (1971) se zminuje pouze o ¢tyfech zbarvenich,
tak jak jsou zfejmd hned po narozeni. Toto zjednoduSené rozdéleni piejimaji 1 dal§i autofi
(Collis a Jones, 1992; Rieseberg a McKinney, 1997).

Z genetického pohledu jsou zékladni barvy pouze dvé - Eerna a hnéda. Cerné zbarveni
je dominantni nad hnédym (Willisonova, 1971; Collis a Jones, 1992; Moorhouse, 1993;
Rieseberg a McKinney, 1997). Ostatni odstiny vznikaji jejich modifikaci. Modré zbarveni
vznikne zfedénim ¢erného a plavé ziedénim hnédého (Collis a Jones, 1992; Moorhouse, 1993;
Rieseberg a McKinney, 1997). Neziedéné barvy jsou dominantni nad fedénymi (Rieseberg a
McKinney, 1997).



Obrézek 2: Zakladni barvy srsti u $téfiat plemene bearded kolie

=
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Barva srsti je navic ovlivilovdna faktorem postupného zesvétleni. Zesvétleni se
objevuje jiz ve veku Sesti tydnl, nejprve kolem oci, na hleznech a ptfednich koncetinadch
apostupné se Siti po celém téle. Ro¢ni pes tak muize byt az svétle stiibrny ¢i krémovy.
V tomto obdobi je tézké rozeznat Cerné jedince od modrych a hnédé od plavych, jedinym
voditkem je nam barva nosni houby, kterd zlistiva neménna. Pred dovrSenim dvou let véku
psa zacina jeho srst opét tmavnout a po tfetim roce zivota je zbarveni jiz prevazné stabilni
(Collis a Jones, 1992; Moorhouse, 1993; Rieseberg a McKinney, 1997). Piesto mize dochazet
kméné vyraznym zménam po kazdém lindni (Moorhouse, 1993; Rieseberg a
McKinney, 1997).

Obrazek 4: Zména barvi srsti u bearded kolii béhem dospivani

U nékterych Sténat, bez ohledu na zdkladni zbarveni, se objevuje paleni na oboci,
vnitini stran¢ usi, na licich, pod kofenem ocasu a na koncetinach. Avsak tyto znaky s vékem
mizi a u dospé€lého psa jsou témeéi neznatelné, jelikoz také podléhaji zesvétleni (Collis a

Jones, 1992; Moorhouse, 1993; Rieseberg a McKinney, 1997).
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Bilé znaky se na téle vyskytuji vrazném rozsahu (Willisonov4, 1971). Podle
Moorhouseové (1993) je prijatelné, pokud ma pes bilé konéetiny aZz k hleznim a bild srst
pokracuje ptes koleno az k t€lu. U jedince, ktery ma na zadnich koncetinach bilé pouze
tlapky, se bild nemusi ve vyssich partiich vilbec vyskytovat, pfipadné¢ pokracuje smérem
Ktélu pouze na vnitini strané, aniz by byla zboc¢niho pohledu patrna. Collisova
a Jonesova (1992) upozoriuji na znéni standardu, ktery fika, ze bilé znaky by se nemély
vyskytovat na vnéj$i stran¢ panevni koncetiny nad tGrovni hlezna. Nasazeni bilé srsti také
nesmi piesahovat pies kohoutek (Collis a Jones, 1992; Moorhouse, 1993). Na hlavé mize byt
bila cela Eenichova partie a Siroka lysinka spojujici se na temeni s bilym limcem (Moorhouse,
1993; Rieseberg a McKinney, 1997). Na usich a okolo o¢i by se bila srst vyskytovat neméla.
Rozsah a rozlozeni bilych znakli na hlavé se dédi nezédvisle na bilych znacich objevujicich se
na zbytku téla (Rieseberg a McKinney, 1997). Nepatrné nestandardni bilé znaky by nemély
byt povazovany za hrubou vadu (Collis a Jones, 1992). V Ceské Republice je rozmisténi
bilych znakl velmi sledovano a chovatelé uplatiiuji pfisnou selekci na nestandardni zbarveni
(Vazdova, 2003).

3.3 Genetika zbarveni srsti u psu

Ptivab neobvyklého zbarveni srsti domacich zvifat vyvolal zajem o selekci na tyto
znaky, genetikiim se tak naskytl model pro studium funkce gent a jejich interakce, kterym se
zacali zabyvat jiz pted stoletim a pokracuji az dodnes. VétSina praci se zabyvala predevsim
zbarvenim laboratornich mysi, diky studiu vice neZ sto mutaci zplsobujicich rtizna zbarveni
srsti se podafilo proniknout do biologie kmenovych bunék, biogeneze bunécnych organel

a hormon-receptorovych interakci (Candille , 2007).

3.3.1 Pigmentace

Zbarveni savcl je urceno pifitomnosti melanin v kiiZi a srsti (Ruvinsky a Sampson,
2001, Dostal, 2007). Melaniny jsou syntetizovany a ukladany v membranovych organelach
nazyvanych melanosomy, které se nachédzeji v melanocytech (Hearing, 2005). B&hem
embryondlniho vyvoje migruji melanocyty z neuralni liSty do oblasti klize a dalSich tkani
(Mills a Patterson, 2009). Melanocyty, z nichZ vznika retinalni pigmentovy epitel, maji ptivod
v neuroektodermu. Jakmile je migrace dokonéena, zaujmou melanocyty sva mista v bazalni
vrstvé epidermis a v chlupovych folikulech, kde vstupuji do Gzkého vztahu s mnoha
keratinocyty. Vysilaji k nim své §tihlé dendritické vybézky zajist'ujici t€émto bunkam piisun

pigmentu. Kazdy melanocyt dopravuje melanosomy k 36 keratinocytiim (Freinkel a Woodley,
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2001). Ukazuje se, ze by v regulaci rGstu a diferenciace melanocytt mohly hrat roli

I fibroblasty (Yamaguchi et al., 2004).

Pigmentace ktize a srsti tedy zAvisi na pfitomnosti melanocyti, ale i na stupni jejich
melanogenni aktivity ¢i aktivité exocytdzy. Mezi dva nejcastéjsi mechanizmy, kterymi je
redukovana pigmentace, patii absence melanocyti nebo jejich inaktivita (Ruvinsky

a Sampson, 2001).

Melaniny jsou velké polymery tvofené rliznym mnozstvim tyrosinu a cysteinu
(Ruvinsky a Sampson, 2001). Vyskytuji se ve dvou zékladnich typech. Prvnim typem je
eumelanin, ktery ma cerné nebo hnédé zbarveni a obsahuje predev§im tyrosin. Druhym je
cervenozluty feomelanin skladajici se kromé z tyrosinu také z proménlivého mnozstvi
cysteinu (Hearing a Tsukamoto, 1991; Ruvinsky a Sampson, 2001; Candille et al., 2007).
Melanocyty maji schopnost tvofit jak eumelanin, tak feomelanin, ale ne oba soucasné.
Produkce eumelaninu zavisi na pfitomnosti melanocyty stimulujiciho hormonu (aMSH)
pochézejiciho z hypofyzy. Melanocyty maji na svém povrchu receptory (MC1R), které tento
hormon vazi (Ruvinsky a Sampson, 2001). MC1R patii mezi receptory spiazené s G proteiny
(Hearing, 2005). Po navazani aMSH na receptor dojde k aktivaci adenylatcyklazy a zvySeni
koncentrace cAMP aktivuje proteinkinazu A (PKA), coz stimuluje melanocyt k produkci
eumelaninu. Pokud tento signal neni pfitomen, at’ uz z divodu absence MSH ¢i povrchovych
receptort, melanocyty syntetizuji feomelanin (Ruvinsky a Sampson, 2001). MC1R muze byt
aktivovan svym ligandem aMSH a inhibovan antagonistou ASIP — agouti signal proteinem
(Hearing, 2005).

Melaniny se tvoii katalyzou z tyrosinu a cysteinu (Ruvinsky a Sampson, 2001).
Enzym, jehoz substratem je tyrosin, se nazyva tyrosindza a obsahuje méd’. Katalyzuje tii
rizné reakce v biosyntetické draze melaninu (Hearing a Tsukamoto, 1991):

1. hydroxylace tyrosinu na 3,4-dihydroxyfenilalanin (DOPA)

2. oxidace DOPA na dopachinon (DQ)
3. oxidace 5,6-dihydroxyindolu (DHI) na indolchinon.

Prvni reakce je rozhodujici, nasledné reakce mohou probihat spontanné pfi
fyziologickém pH (Hearing a Tsukamoto, 1991; Hearing, 2005).
Eumelanin je heterogenni polymer, vznikajici z metaboliti dopachromu, feomelanin
vznika z metabolitt cysteinyl DOPA (Hearing a Tsukamoto, 1991).

Melanocyty reaguji na Sirokou Skalu vnitinich a vnéjsich faktorti, produkovanych

prostfedim nebo sousedicimi buikami v kiiZi, naptiklad na UV zafeni, melanocyty stimulujici
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hormon (aMSH), agouti signal protein (ASIP), endothelin 1 (ER1), dickkopf 1 (DKK1) a na

mnoho ruznych ristovych faktord a cytokint.

Pro melanogenezi jsou také nutné dalsi dva proteiny — tyrosinase-related protein 1
(TYRP1) a tyrosinase-related protein 2 (TYRP2) (Ruvinsky a Sampson, 2001).

Rizeni funkce melanocytu je slozité a mnoho lokust je zodpovédnych za razné
mechanismy kontroly melanogeneze. Nékteré lokusy zasahuji do bunééné diferenciace nebo
migrace z neuralni liSty. Jiné ovliviiuji morfologii melanocytu nebo jeho schopnost ukladat
melanosomy do rostouciho chlupu ¢i pokozky. Dalsi pfimo pasobi na enzymy a souvisejici
proteiny zodpovédné za melanogenezi. Na nékterych lokusech nachdzime alely, které
ovlivilyji interakci aMSH s receptory melanocytu. Na vysledny fenotyp ma vliv vzajemna

interakce vSech téchto lokust (Ruvinsky a Sampson, 2001).

Kazdy chlup ma ve svém stfedu medulu (dfen), ve které se nachazi jedna nebo vice
fad bunék stfidajicich se s mezerami vyplnénymi vzduchem. Na vné&j$im povrchu se nachdzi
ktrra (kortex) s tenkou kutikulou (Willis, 1989). Podrobnym studiem pigmentace chlupii bylo
zjisténo, ze vysledné zbarveni srsti vznikd kombinaci sedmi riiznych zplisobi modifikace
pigmentovych granuli (Willis, 1989; Dostal, 2007):
barva granuli
tvar granuli (podlouhlé, ovalné, kulaté, nepravidelné)
pocet granuli v buiikdch meduly
pocet granuli v kortexu
rozvrstveni granuli do fidkych nebo hustych shluki

velikost granuli

N o a ~ w e

ulozeni granuli ve vnitini ¢i venkovni ¢asti meduly.
Nektera plemena jsou znama tim, Zze se Stéfata narodi zbarvena tak, jak ztstavaji po
cely zivot. U jinych plemen se naopak béhem zivota zbarveni méni. Napftiklad kerry blue

teriéfi stafim svétlaji a naopak bélousi eského fouska se rodi svétli a postupné tmavnou

(Dostal, 2007).

3.3.2 Hlavni lokusy ovliviiujici zbarveni srsti u psu

Béhem poslednich par let se podafilo dosahnout obrovského pokroku v identifikaci
genti zodpovédnych za pigmentaci u pst. Pfispéla k tomu predev§im komparativni genomika.
Celkem bylo zatim identifikovano sedm gend, které uréuji specifické zbarveni srsti pst nebo

odznaky (Schmutz a Berryere, 2007): melanocortin 1 receptor (MC1R), tyrosinase-related
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protein 1 (TYRP1), agouti signal peptid (ASIP), melanophilin (MLPH), SILV, microphtalmia-
associated trancription factor (MITF) a beta-defensin 103 (CBD103).

V nésledujicimm ptehledu budou vybrané geny a jejich funkce popsany podrobnéji.

3.3.2.1 Gen melanocortin 1 receptor (MC1R)

Kazdy melanocyt muze pifepinat mezi syntézou eumelaninu a feomelaninu diky
interakci parakrinni signalni molekuly - agouti proteinu - s transmembranovym receptorovym
proteinem MCIR, ktery pronikd membranou buiiky sedmkrat a je exprimovan melanocyty
v chlupovych folikulech. MC1R je sptfazen s adenylatcyklazou a jeho aktivace vede
k hromadéni cAMP, coz podnécuje syntézu eumelaninu namisto feomelaninu. Agouti protein
inhibuje aktivitu MC1R a tim pfimé&je melanocyty vytvatret feomelanin misto eumelaninu
(Kerns et al., 2003).

MCI1R byl prvnim genem studovanym pomoci molekularné¢ genetickych metod u pst,
byl zmapovan na paty chromozém — CFA5 (Schmutz a Berryere, 2007). Little (1957)
pojmenoval tento lokus E neboli extension a uvadi, Ze u psu se alely tohoto genu lisi od téch,
které nachdzime u jinych druhd.

Dominantni alely E zvySuji aktivitu adenylatcyklazy bud’ spontanng, nebo v odpovédi
na aMSH a jsou zodpovédné za produkci eumelaninu. Recesivni alely maji za néasledek ztratu
funkce receptoru, ktery neni schopen reagovat na stimulaci aMSH a je vytvafen pouze
feomelanin (Newton et al., 2000; Ruvinsky a Sampson, 2001). Mutace v genu kddujicim

MCIR jsou epistatické k mutacim agouti lokusu (Schmutz a Berryere, 2007).

Newton et al. (2000) a Everts et al. (2000) popsali mutaci zpisobujici ztratu funkce
receptoru MC1R, 914C>T, ktera vede k zaméné¢ argininu za pfed¢asny stop kodon (R306ter).
Mutace odpovida alele e a je pfitomna u vétSiny pst mnoha plemen s ¢ervenou nebo Zlutou
srsti. VSichni psi s ¢ernou nebo hnédou srsti tento predéasny koddn nemaji nebo jsou
heterozygotni (Newton et al., 2000). To odpovida piedpokladiim, ze ¢erné zbarveni srsti je

dominantni nad ¢ervenym u vétSiny plemen (Winge, 1950; Little, 1957).

Tieti alela E™ je zptisobena substituci jednoho nukleotidu (799A>G) vedouci k zaméné
aminokyselin M264V. Melanisticka maska zapficinéna jednou kopii této alely je viditelna
pouze u psu, ktefi jsou plavi (zluti) nebo zihani. Psi zbarveni celoplastové Cerné, hnédé¢ nebo
modfe nemaji masku odliSitelnou od barvy jejich téla. Nicméné u psu, kteti s v€kem svétlaji

do $edé barvy, se maska mize na Cas ukazat. Psi s bilymi znaky na tlamé neprodukuji v této
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oblasti téla melanin, a tak nemlze byt maska viditelnd, i kdyz pes tuto alelu ma

(Schmutz et al., 2003).
3.3.2.2 Gen agouti signal peptide (ASIP)

Agouti lokus je zodpovédny za tvorbu proteinu, ktery brani ptisobeni aMSH na
melanocyty (Jackson, 1994). V oblastech téla, kde je tento protein pFitomen, nemohou
melanocyty v chlupovych folikulech reagovat na aMSH, a proto tvoii feomelanin a ne
eumelanin (Ruvinsky a Sampson, 2001). Tam, kde tento protein schazi, maji melanocyty
uplnou schopnost odpovidat na stimulaci aMSH a tvoii eumelanin (Jackson, 1994).
Pruhované chlupy se tvoii v mistech s pulzujici tvorbou agouti proteinu (Ruvinsky

a Sampson, 2001).

Gen agouti signal peptide (ASIP) kodujici parakrinni signalni molekulu (Berryere et
al., 2005) se nachazi na 24. chromozomu (CFA24) mezi mikrosatelity AHT 118 a AHT 125
(Kerns et al., 2004). U pst se vyskytuji ¢tyfi alely ASIP kontrolujici zbarveni, které lze sefadit
podle hierarchie dominace nasledovn& (Schmutz a Berryere, 2007): ¥’ > a" > a' > a.

Alela divokého typu (a") zpiisobuje vyskyt stiidajicich se prouzkii eumelaninu
a feomelaninu po celé délce chlupu. Typicky se prouzkovani vyskytuje na dorsalni strané
trupu (Schmutz a Berryere, 2007). Casto se toto zbarveni oznacuje jako ,,divoké“. U psi se
vyskytuje naptiklad u vlkoSedého némeckého ovcaka, ceskoslovenského vic¢aka, Sedého
norského elkhounda, Sedého sibifského husky nebo hrubosrstého jezevcika (Dostal, 2007).
Sekvence této alely ASIP je zcela homologni svi¢i sekvenci (Berryere et al., 2005)

a sekvence aminokyselin v proteinu je také stejna i u kojott (Schmutz et al., 2007).

Recesivni alela R96C (a) (c.288C>T) ma za nasledek ¢erné zbarveni srsti, nazyva se
také non-agouti. Alela a se vyskytuje pfedevsim, ale ne vyhradné, u ovéackych plemen. Je
jedinou pfic¢inou ¢erné barvy u némeckého ovcéaka a Seltie (Kerns et al., 2004; Berryere et al.,
2005), ale nalezneme ji také u Cernych psu plemene Siperka, groenendael a puli (Schmutz

a Berryere, 2007).

Jednou z nejcastéjsich alel vyskytujicich se u domaécich psii je alela @', kterd je
v alelické sérii dominantni nad vSemi ostatnimi. Od alely divokého typu se lisi dvéma
aminokyselinami — A82S a R83H (¢.246G>T a ¢.250G>A), u téchto substituci byla zjisténa
kompletni vazbova nerovnovaha (Berryere et al., 2005). Vysledkem je Zluté zbarveni srsti
nazyvajici se u vétsSiny plemen plavé (fawn) nebo soboli (sable) (Schmutz a Berryere, 2007).
Tato alela nem4 nic spole¢ného s letalni Zlutou (AY) u mysi (Berryere et al., 2005).

U nekterych plemen se setkdvame s ptimési chlupt s ¢erné zbarvenymi konecky, které se
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vyskytuji pfedev§im na hlavé, hrudniku, na hibeté a na ocase (Dostal, 2007). U psii s @’ alelou
existuje v poctu ¢ernych chlupl zna¢na variabilita (Schmutz a Berryere, 2007).

Piedpoklada se, Ze Gtvrta alela (a") zpasobuje paleni (tan). V kédujici sekvenci (exon
2-4) nebyl zjistén zadny rozdil mezi psy s palenim a psy s vlkosedym (divokym) zbarvenim
(Berryere et al., 2005). Tato piedpokladana alela se tedy pravdépodobné 1isi v jedné z oblasti
promotoru. Situace je navic komplikovana tim, Ze u tohoto genu pravdépodobné existuje vice
nez jeden promotor, ¢imz je zajiStovana exprese V riznych oblastech téla. Zda se, ze jeden
z promotortt kontroluje zbarveni ventralni Casti téla (bficha) a druhy dorzalnich oblasti —

hibetu psa (Schmutz a Berryere, 2007).

Ackoliv n&ktefi chovatelé popisuji patou alelu a° pro zbarveni tvorici sedlo, neni pro

takovou alelu v soucasnosti zadny dukaz (Schmutz a Berryere, 2007).

3.3.2.3 Gen beta-defensin 103 (CBD103)

Dominantni dédicnost ¢erného zbarveni je u psu fizena jinak, nez u jinych druhi
zvifat. Little (1957) rozpoznal, Ze u psi musi existovat lokus odlisny od extension (E) a podle
néj by dominantni ¢erna mohla byt zpisobena neobvyklou agouti alelou A. Tento ptedpoklad
se ukazal jako mylny. Pomoci klasické vazbové analyzy se podafilo objevit mutaci v jiném
genu piedstavujicim doposud nerozpoznany prvek melanokortinové drahy (Kerns et al.,
2007).

Pislusny gen CBD103 piekvapivé koduje protein beta-defensin 103, jehoz funkce
byly doposud studovany piedev§im ve spojitosti s imunitou. CBD103 patii do velké rodiny
sekretovanych peptidt se strukturou podobnou agouti a jeho exprese v kiizi psu je vysoka.
Stejné jako agouti protein se i CBD103 kompetitivné vaze na receptor MC1R (Candille et al.,
2007). Gen CBD103 se nachézi na chromozému CFA16 (Schmutz a Berryere, 2007).

K oznaceni lokusu se pouziva pismeno K (posledni pismeno anglického slova pro
¢ernou barvu - ,black®) (Kerns et al., 2007). Lokus ma tfi alely s nasledujicim potfadim
dominance (Candille et al., 2007): &erna — black (K®) > Zihana — brindle (k™) > Zluta — yellow
(k).

U alely K® doglo ke ztraté tif part bazi v druhém exonu CBD103 vedouci k ,,in-frame*
deleci glycinu (AG23). Tato mutace muze byt pfi¢inou cerného zbarveni pomoci dvou
odli$nych mechanizmii — zvySené afinity k MC1R a zvySené dostupnosti zralého proteinu in
vivo (Candille et al., 2007). Aby mé¢l pes celoplastové eumelanistické zbarveni (Cerné, hnédé
nebo $edé), musi byt u vétsiny plemen piitomna alespon jedna alela E nebo E™ na lokusu

MCIR a alespoii jedna dominantni alela K® na lokusu K (Schmutz a Berryere, 2007).
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Experimentalné bylo prokdzano, ze mutantni alela CBD103 zplsobuje ¢erné zbarveni i u
transgennich mysi (Candille et al., 2007).

Jedna kopie alely k° v piitomnosti alely k¥ postatuje k projevu zihani (Schmutz a
Berryere, 2007). U jedinct s alelou @’ se Zihana srst objevuje po celém téle, kdezto u psi
s genotypem a'/a' je zihani viditelné pouze na ventralnich partiich (Berryere et al., 2005).

Barva pst s genotypem k/k’ zavisi na jejich ASIP genotypu a miize byt plava,
vlkoSedd ¢i jedna zbarev zpusobena eumelaninem Vv kombinaci s palenim (Schmutz
a Berryere, 2007).

3.3.2.4 Gen tyrosinase- related protein 1 (TYRP1)

Tyrosinase-related protein 1 (TYRP1) je protein obsaZeny v melanocytech, ktery
modifikuje zbarveni kize a srsti u zvitat (Jackson, 1988). Tento protein je kodovan genem
nachazejicim se u psu na chromozomu 11 (CFA 11) mezi mikrosatelity C03109 a FH2004
(Schmutz et al., 2002). TYRP1 se sklada ze sedmi exont (Box et al., 1998) a bylo odhadnuto,
Ze u psu koéduje protein o 538 aminokyselinach (Schmutz et al., 2002). Little (1957) jej
oznacoval jako lokus B. Recesivni alela b snizuje aktivitu TYRP1, coz vede ke zméné
zbarveni Cerného eumelaninu na hnédy. Hnédé¢ melamosomy jsou strukturné odlisné od
¢ernych. U hnédého fenotypu nemd kataldza, kterd je za normalnich okolnosti zapojena do
procesu melanogeneze, schopnost chranit eumelanin pied plsobenim peroxidu vodiku

tvofenym béhem melanogeneze (Ruvinsky a Sampson, 2001).

Schmutz et al. (2002) objevili tfi rizné nové alely TYRP1 zodpovédné za hnédé
zbarveni. Alela b® obsahuje pred&asny stop kodon v exonu 5 (Q331ter) (c. 991C>T), u alely b¢
doslo k deleci jednoho prolinového zbytku rovnéz v exonu 5 (345delP) (c. 1033-6 deleted) a u
alely b° k jednonukleotidové substituci v exonu 2 (c. 121T>A) zpiisobujici zaménu serinu za

cystein (S41C). Jakakoliv kombinace dvou téchto alel je pfi¢inou hnéd¢ zbarvené srsti.

Vsechny tii alely byly detekovany u nékolika z 28 genotypovanych plemen, ale
u nékterych plemen, kde jsou hnédi jedinci béZni, se ptitomnost vSech tfi alel neprokazala. Je
mozné, ze existuji jeSté¢ dal$i neodhalené vzacné mutace v TYRP1, které se doposud
nepodafilo odhalit (Schmutz a Berryere, 2007).

Hnéda barva srsti je Casto popisovana jako jatrova ¢i ¢okoladova. U nekterych plemen,
napiiklad u dobrmanil nebo australskych ov¢aki, jsou vSak hnédi psi oznaovani jako Cerveni
(Ruvinsky a Sampson, 2001). Ve skutecnosti jsou ale doopravdy hnédi, jelikoz u nich byly
vySe uvedené mutace v TYRP1 prokézany (Schmutz et al., 2002).
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Ackoliv se odstin hnédé barvy mezi jednotlivymi psy i plemeny lisi, nebyl Zadny
z moznych Sesti hnédych genotypi TYRP1 asociovan s konkrétnim odstinem (Schmutz
a Berryere, 2007). VSichni hnédi psi maji hnédy nos a hnédé polstarky tlap (Schmutz et al.,
2002). Barva oka je také o néco svétlejsi, nez u hnédych psi (Ruvinsky a Sampson, 2001).

Mezi alelami TYRP1 a alelami MCI1R existuji interakce. Pes s genotypem e/e na
lokusu MC1R ma krémové, zluté nebo Cervené zbarveni srsti, ale nos, okraje o¢nich vi¢ek
a polstaiky tlapek maji barvu v zavislosti na genotypu TYRP1 — ¢ernou, hnédou, nebo barvu

vzniklou fedénim ¢erné ¢i hnédé (Schmutz et al., 2002)

VSichni psi s ¢ernou, hnédou nebo Sedou barvou srsti, kterou zdédili dominantné, maji

nejméné jednu alelu E nebo EM. Dale také maji alespoi jednu alelu K® (Candille et al., 2007).
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3.4 Dopaminovy receptor D4 (DRD4)

Dopamin je hlavni katecholaminovy neurotransmiter v mozku savcu regulujici mnoho
procesu, napiiklad motorickou aktivitu, kognitivni funkce, emoce, motivaci, pfijem potravy
aendokrinni regulaci (Missale et al., 1998). Je syntetizovan z tyrosinu pusobenim
tyrosinhydroxylazy a skladuje se ve vezikulech v presynaptické ¢asti neuronu. Po stimulaci je
uvoliiovan do synaptické $térbiny, kde plisobi na postsynaptické a presynaptické receptory
(Drtilkova et al., 2007).

Razné fyziologické plisobeni dopaminu je zprostfedkovano nejméné péti odliSnymi
typy receptort sprazenych s G proteiny. D1 a D5 tvoii skupinu dopaminovych receptort typu
D1 (D1-like receptors) a aktivuji adenylatcyklazu. D2, D3 a D4 piedstavuji skupinu receptort
typu D2 (D2-like receptors), které adenylatcyklazu inhibuji a aktivuji draslikové kanly
(Missale et al., 1998, Drtilkova et al., 2007). Geny pro receptory D1 a D5 postradaji introny.
Receptory D2 a D3 se v uréitych tkanich diky alternativnimu sestiihu 1isi (Missale et al.,
1998).

Kazdy receptor ma specifické farmakologické vlastnosti, lokalizaci v mozku a roli ve

fungovéani normalniho mozku (Drtilkova et al., 2007).

Dopaminové receptory jsou ve velké mife exprimovany v centralni nervové soustave.
V perifernich tkanich je nachdzime v ledvindch, v cévach a hypofyze, kde ovliviiuji
predevsim sodikovou rovnovahu, cévni tonus a sekreci hormont.

Gen pro dopaminovy receptor D4 (DRD4) vykazuje polymorfismus v nékolika
oblastech (Ito et al., 2004). U lidi obsahuje tieti exon tohoto genu oblast se 2 az 11 repeticemi
48 bp dlouhé sekvence. Jde o polymorfismus typu VNTR (variabilni pocet tandemovych
repetic) (Ding et al.; 2002).

DRD4 patii mezi nejdukladnéji prozkoumaneé kandidatni geny a byla nalezena
souvislost mezi vyskytem dlouhych alel (6 a vice opakovani) a rysem osobnosti nazyvanym
»Novelty Seeking® (vyhledavani nového) (Ebstein et al., 1996; Benjamin et al., 1996).
Dalsim dikazem této souvislosti je také studie provedena na knock-out mysi s nefunk¢énim
DRD4 genem (DRD4-/-). Takové zvife reaguje na nové podnéty podstatné méné nez mys
DRD4+/+ (Dulawa et al., 1999). Déle je gen DRD4 asociovan s ¢astym problémem v oblasti
détské psychiatrie — hyperkinetickym syndromem s poruchou pozornosti (ADHD)
(Faraone et al., 2005). U déti s ADHD mizeme pozorovat zejména problémy se soustiedénim

se na dany ukol, s nadmérnou aktivitou a impulzivitou (Drtilkova et al., 2007). Genetika hraje
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v rozvoji téchto vlastnosti klicovou roli, heritabilita ADHD byva odhadovéana ve vysi az 80%

(Thapar et al.; 2000).

Obdobny repetitivni polymorfismus genu DRD4 byl identifikovan i u ostatnich druhd
savcu, napiiklad u koni (Momozawa et al.; 2005), primatd (Livak et al., 1995) a psia
(Niimi et al., 1999). U hlodavci polymorfismus prokazan nebyl (O’Malley et al.; 1992).

V prvotni studii porovnavali Niimi et al. (1999) sekvence exonu 3 genu DRD4 u dvou
plemen pst — zlatych retrivrii a u plemene shiba. Byly objeveny ¢tyfi alely liSici se poétem
a poradim 39 a 12 bp jednotek: 435, 549, 447a a 447b. Frekvence jednotlivych alel se mezi
obéma plemeny vyznamné lisila. V navazujici studii rozsifili Niimi et al. (2001) spektrum
plemen o Seltie a bigly. Podafilo se jim detekovat tfi nové alely — 396, 486 a 498. Nejvyssi
heterozygotnost vykazovalo plemeno shiba (53,6 %), nejnizSich hodnot dosahovaly Seltie
(25,0%). Na rozdil od evropskych plemen nebyly u japonské shiby nalezeny kratké alely 396

a 435, zatimco dlouhd alela 549 se vyskytovala pomé&rné ¢asto.

Osmou alelu 567 objevili Ito et al. (2004) a zjistili, ze exon 3 vykazoval
polymorfismus u vSech 23 zkoumanych plemen pst. U kazdého plemene byl zjistén vyskyt
dvou az sedmi alel, u zadného z nich vsak nebylo pfitomno vSech osm. Autofi rozdélili
plemena podle frekvence alel exonu 3 do dvou hlavnich skupin. Do skupiny A zatadili
plemena okcidentalniho pivodu s vysokou frekvenci alel 435 a 447a. Do skupiny B nalezela
orientdlni plemena s ¢astym vyskytem alel 447b, 498 a 549. Na rozdil od skupiny A
dosahovala skupina B vyss§iho primérného skore pro agresivitu a niz$iho skore pro reaktivitu.
Dale se podafilo nalézt novy polymorfismus v exonu 1 zalozeny na inzerci/deleci 24 bp.
Vétsina ze sledovanych plemen méla obé alely Si L s vyjimkou Shikoku inu a Hokkaido inu,

kde se vyskytovala pouze alela L.

Polymorfismus byl také nalezen v oblasti intronu 2 genu DRD4. Alely P a Q se lisi
inzerci/deleci 17 bp. Ob¢ alely byly detekovany témeét u vsech sledovanych 28 plemen pst
a u obou poddruhi vlka — vlka mongolského (Canis lupus chanco) i vika evropského (Canis
lupus lupus). Vyjimku tvofilo korejské plemeno jindo, u kterého se podafilo zaznamenat
vyskyt pouze alely Q. Alela P ptevladala pifevazné u plemen okcidentalniho piivodu a obou
poddruht vlka, kdezto alela Q byla Castéji pozorovana u plemen orientalnich. Alela Q vlka
evropského se 1isi od alely Q psa jednonukleotidovou substituci, zatimco alely P i Q vlka
mongolského a psa jsou totozné (Nara et al., 2005). To odpovida pfedchozim teoriim
zalozenych na studiu mitochondridlni DNA, podle nichz domestikovany pes pochazi

z vychodni Asie (Savolainen et al., 2002).
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Hejjas et al. (2007b) se zaméfili na studium vztahu mezi polymorfismem exonu 3
genu DRD4 a aktivitou-impulzivitou némeckych ovcaku. V genotypu sledovanych pst tohoto
plemene byly zjistény alely 435 a 447a. Jedinci byli rozdéleni na zakladé vlivu rtiznorodych
podminek prostiedi odchovu do dvou skupin na psy ,,policejni* a psy ,,mazlicky“. Pro
posouzeni aktivity-impulzivity a pozornosti v obou skupinach byl pouzit dotaznik pro rodice
déti s ADHD (ADHD Rating Scale) upraveny a validovany pro majitele pst (Vas et al.,
2007). Skore pro aktivitu-impulzivitu u policejnich némeckych ovcaku, kteti méli alespon
jednu alelu 447a, dosahovalo vyznamn¢ vysSich hodnot nez u jedinct bez této alely. Tento
rozdil nebyl u pst zatazenych do skupiny ,,mazlicki* pozorovan. To muze byt zpisobeno
jednotnymi podminkami odchovu policejnich pst (stejny druh vycviku, ustajeni a obdobna
uroven stresu). U pst vychovavanych v rodinach je pravdépodobné geneticky efekt
polymorfismu DRD4 maskovan rtznorodymi vné&j§imi podminkami prostiedi, jako je
napiiklad pfistup majitele, kvalita vycviku a podobné. Pohlavi ani vék pst neovliviiovalo
vysledné skore ziskané vyhodnocenim dotazniku (Hejjas et al., 2007b).

Lee et al. (2008) uvadgji, ze polymorfismus exonu 3 genu pro dopaminovy receptor
D4 ma vliv na bazlivost pst korejského plemene Sapsari. Podil genotypu DRD4 na
fenotypové hodnoté znaku byl pfiblizné odhadnut na 2%, coz je pouhy zlomek celkového

genetického efektu zodpovédného za vice nez 20% z celkoveé fenotypove proménlivosti.
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3.5 Metody molekularni biologie

3.5.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomoci polymeréazoveé tetézové reakce (PCR) lze provadét amplifikaci geni a dalich
sekvenci DNA in vitro (Snustad a Simmons, 2009). Tuto pfevratnou a jednoduchou metodu
navrhl v roce 1983 biochemik Kary Mullis (Mullis et al., 1986), ktery ji nechal nasledujici rok
patentovat a obdrzel za ni v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii. Technika PCR vyrazné
urychlila pokrok ve studiu struktury genomut riznych organismi. Umoznuje specificky
amplifikovat jakoukoliv oblast genomu béhem nékolika hodin, pokud zndme nukleotidové
sekvence lezici v blizkosti této cilové oblasti (Saiki et al., 1988). Amplifikaci obvykle provadi
enzym DNA polymeraza. Vyznamnou inovaci piedstavovalo pouziti termostabilni Taq
polymerazy izolované z termofilni gramnegativni bakterie Thermus aquaticus (Innis et al.,
1988).

3.5.1.1 Princip polymerazové retézové reakce — PCR

Princip PCR popisuje fada autort (napt. Mullis et al. 1986; Saiki et al., 1988;
Sambrook et al., 1989). Metoda zahrnuje tfi zdkladni kroky, které se mnohokrat opakuji:
denaturace templatové DNA, nasedani primert, tzv. ,annealing”, a prodluZzovani nové

vznikajiciho fetézce DNA.

V prvnim kroku je DNA denaturovana zahiatim na 92-95°C po dobu asi 30 sekund
(Snustad a Simmons, 2009). Pii této teploté se porusi vodikové mustky a vysledkem je vznik
jednotetézcovych molekul DNA (Brown, 2007). Jednotetézcové molekuly DNA jsou nutnym
substratem pro enzymy DNA polymerazy (Sambrook et al., 1989).

Ve druhém kroku se roztok denaturované templatové DNA ochladi na teplotu
ptiblizné 50-60°C, coz umozni hybridizaci s nadbytkem syntetickych oligonukleotidovych
primert (Snustad a Simmons, 2009). Primer je kratky fragment jednofetézcové DNA
komplementarni ke specifickym oblastem templatové DNA (Saiki et al., 1988). Optimalni
délka primerd je piiblizné¢ 18-24 bazi (Griffin a Griffin, 1994). Primer poskytuje volnou
3" hydroxylovou skupinu potiebnou pro kovalentni navazani dal$iho nukleotidu a nasledné
prodluzovani fetézce. Idedlni teplota pro pfipojeni primeru (,,annelac¢ni* teplota) zavisi na
tom, z kolika a z jakych bazich jsou slozeny (Snustad a Simmons, 2009). Mezi zakladni
parametry pii vybéru primert patii: unikatnost sekvence primeru v ramci zkoumané molekuly
DNA, délka primeru, teplota tani a obsah C a G, stabilita na konci 3° primeru, tendence ke
vzniku sekundarnich struktur a komplementarita mezi dvéma primery (Griffin a Griffin,

1994).
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Ve tretim kroku zahiejeme templatovou DNA s navazanymi primery na optimalni
teplotu pro zahdjeni polymerace (obvykle 72°C), coz umozni zabudovani volnych
nukleotidtrifosfati do nové vznikajiciho fetézce DNA na zadkladé komplementarity
(Sambrook et al., 1989). Nyni mame ¢tyii vlakna molekuly DNA misto dvou ptvodnich
vlaken (Brown, 2007).

V nésledujicim cyklu se denaturuji produkty vzniklé v prvnim cyklu replikace a proces
se mnohokrat opakuje, dokud neni dosazeno pozadovaného stupné amplifikace. Amplifikace
je exponencialni, jedna dvousroubovice DNA da po 30 cyklech vzniknout vice nez miliardé

kopii sekvence DNA (Sambrook et al., 1989).

Nejprve se jako replikaéni enzym pouzivala pii PCR DNA polymeraza 1 z E. coli,
ktera se béhem denatura¢niho kroku inaktivovala, a bylo nutné ji opctovné do reakce ptidavat.
Vylepseni pfislo s objevem termostabilnich DNA polymeraz, které zustavaji béhem teplotné
denatura¢niho kroku aktivni. Na rozdil od vétSiny polymeraz, nema Tag-polymeraza 3‘— 5°
korek¢ni aktivitu, a tak produkuje pii replikaci chyby s vyssi ¢etnosti, nez je obvyklé. Pokud
je pozadovana vysoka piesnost, provadi se PCR s pouzitim termostabilnich polymeraz
vykazujicich 3‘— 5° korekéni aktivitu, napt. Pfu (z Pyrococcus furiosus) nebo Tli (z
Thermococcus litoralis). Pomoci PCR nelze G¢inné amplifikovat fragmenty delsi nez 35 kb
(Snustad a Simmons, 2009).

3.5.2 Restrikéni Stépeni PCR produkti

Nukleové kyseliny 1ze §té€pit pomoci specidlni skupiny enzymua nazyvanych restrikéni
endonukleazy, jejichz objev (Smith a Wilcox, 1970) znamenal revoluci v molekularni
biologii. Mnohé endonukleazy $tépi DNA zcela nahodné, ale restrikéni endonukleazy typu II
Stépi DNA pouze ve specifickych sekvencich, tzv. restrik¢nich mistech. Cilové misto je
tvofené obvykle 4 az 8 nukleotidy. Tato sekvence je velmi casto palindromaticka.
Palindromem rozumime sekvenci parti nukleotidui, které se ¢tou stejné dopiedu i pozpatku od

centralni osy symetrie.

Restrikéni endonukledzy jsou produktem ridznych mikroorganismii, jejichz
biologickou funkci je chranit geneticky material pfed cizorodou DNA =z jinych druhu,
napiiklad pted virovou DNA, kterou odbouravaji. Vsechna $tépna mista ve vlastni DNA jsou
chrdnéna metylaci jednoho nebo vice nukleotidli v kazdé nukleotidové sekvenci, kterd je

rozeznavana restrikéni endonukleazou daného organismu. Dodnes bylo charakterizovano
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a purifikovano jiz okolo 400 restrikénich enzymt majicich v molekularni biologii Siroké

vyuziti (Brown, 2007; Snustad a Simmons, 2009).

Nékteré typy molekularni diagnostiky jsou zaloZeny na testovani pfitomnosti nebo
neptitomnosti specifickych mist pro $t€peni restrikénimi enzymy v testované molekule DNA.
Alelu s mutaci v restrik¢nim misté Ize od standardni alely odlisit tak, ze se dany tsek genu
amplifikuje pomoci PCR, amplifikovana DNA se §tépi pfisluSnym enzymem a vysledné
produkty restrik¢niho $tépeni se vyhodnoti pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu, aby se

prokazalo, zda amplifikovany fragment byl nebo nebyl $tépen (Snustad a Simmons, 2009).

3.5.3 Elektroforeticka separace fragmenti DNA

Gelova elektroforéza je vykonnou technikou vyuzivajici rozdila ve velikosti
a elektrickém naboji k rozdéleni makromolekul ve smési. Molekuly DNA nesou negativni
naboj, a proto migruji v elektrickém poli smérem k pozitivnimu polu. Jejich naboj na jednotku
hmotnosti je v podstaté stejny, takze se déli v agar6zovych nebo polyakrylamidovych gelech
tvoticich porovitou sit’ téméf vyhradné na zakladé své velikosti nebo konformace. Cim je
molekula DNA mensi, tim rychleji se gelem pohybuje. Velikost molekul DNA, které mohou
byt separovany, je dana sloZzenim gelu. Agardzové gely jsou vhodnéjsi pro separaci velkych
molekul (nad nékolik set nukleotidil), zatimco polyakrylamidové gely umoziiuji rozdélovani
mensich molekul DNA, a to v rozmezi 1-300 bp. Na polyakrylamidovém gelu jsme schopni

rozdélit molekuly lisici se jen jednim nukleotidem (Brown, 2007; Snustad a Simmons, 2009).

Aby bylo mozné vysledky gelové elektroforézy pozorovat, je nutné gel obarvit latkou,
kterd DNA zviditelni. K barveni DNA na agarézovych a polyakrylamidovych gelech se bézné
pouziva ethidium bromid, ktery ma siln¢ mutagenni uéinky. Pod ultrafialovym zafenim jsou
po obarveni jasn¢ viditelné prouzky, ukazujici polohu DNA fragmenti riznych velikosti.
Z dlivodu zdravotnich rizik dnes mnoho laboratotfi pouziva nemutagenni barviva nevyzadujici
K vizualizaci ultrafialové zafeni. Citlivéjsi detekéni metodou je autoradiografie. DNA je
oznacena inkorporaci radioaktivniho markeru a vizualizovana pomoci fotografického filmu
(Snustad a Simmons, 2009). K barveni polyakrylamidového gelu jsou také pozivany ionty
stiibra (Caetano-Annolés a Greshoff, 1994).

3.5.4 Polymorfismus konformace jednoretézcové DNA (SSCP)

Mezi nejjednodussi, levné a velmi citlivé metody vyhledavani mutaci patii technika
oznacovana SSCP (single strand conformation polymorphism, polymorfismus konformace
jednotetézcové DNA). Jejim principem je elektroforéza fragmenti jednovlaknové (ss) DNA
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vhodné délky na nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu pti nizké teploté a nasledna
vizualizace. Za téchto podminek se fetézec DNA sbali do unikétni prostorové struktury.
Vldkna DNA s odlisnou sekvenci nevytvareji stejnou konformaci a 1isi se i rychlost, jakou

putuji v gelu (Sunnucks, 2000).

Konformace jednovldknového fragmentu DNA je dana intramolekularnimi
interakcemi uvnitt DNA sekvence, coz umoznuje detekci mutaci. Pomoci SSCP je mozné
Casto odlisit i zdménu jediné baze, protoze i velmi mald zména v sekvenci nukleotidii miize
zpusobit, ze DNA vytvofi uplné jinou prostorovou strukturu. Uvadi se, ze pfi praci s Usekem
DNA dlouhym 100 — 300 bp lze pomoci SSCP zachytit az 99 % bodovych mutaci a u tseki
dlouhych 300 - 400 bp ucinnost klesa na 89 % (Hayashi, 1991).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Hodnocené genotypy

Do sledované populace zvirat bylo zafazeno celkem 109 zastupct plemene bearded
kolie obou pohlavi (62 fen a 47 pst). Jedinci pochéazeli z osmi evropskych stati a byli
narozeni v letech 1994 a 2008. U kazdého zatazeného psa byla poznamenana barva srsti dle

Udaje v rodokmenu. P¥ehled hodnocenych zvitat je uveden v tabulce 10.

4.2 Izolace genomické DNA z bunék bukalnich sliznic

Vzorky DNA byly ziskdny neinvazivni metodou pomoci stéri z bukélni sliznice pst
sterilnim cytologickym kartdickem. Protoze bylo nutné zamezit kontaminaci vzorku, zvife
nesmélo pfed odbérem pfijimat alespoit dvé hodiny potravu. Karta¢ek byl vsunut do dutiny
ustni a krouzivymi pohyby byla setiena vnitini epitelalni strana tvaii. Béhem celé doby
odbéru bylo s kartackem manipulovano asepticky a po oschnuti byl vlozen do sterilni
polypropylénové zkumavky. VVzorky byly timto zpisobem uchovavany v mrazicim boxu pii
teploté —20°C. Pro vlastni izolaci genomické DNA byl pouzit kit NucleoSpin® Tissue XS
(Macherey-Nagel, SRN) s postupem, ktery vyrobce doporucuje pro izolaci z bun¢k bukalnich

sliznic.

4.3 Amplifikace pomoci polymerazové retézové reakce (PCR)

4.3.1 Prehled pouzitych primeri
Pro analyzu gentt CBD103, TYRP1 a DRD4 byly tispé€sné pouzity primery, jejichz

ptehled je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1: Pfehled pouzitych primert

N_azev Sekvence Gen Marker Typ Zdroj
primeru
Ds23G-F 5-CTGTTCCAGGAAATGGGGGA-3¢
CBD103 Ds23G PCR . . v o o
Oba primery navrzeny pfi feSeni diplomové prace
Ds23G-R S5¢-TCTTTCTTCGGCAGCATTTT-3¢
Dbez23G-F 5-CTGTTCCAGGAAATGGGATT-3°
CBD103 Dbez23G PCR . . v o o
Oba primery navrzeny pfi feseni diplomové prace

Dbez23G-R 5‘-CCAGGAGGCATTTTCACACT-3¢
DEX5-F 5-ACCAATGGTGCAACGTCTTCCTGAACCG-3°

TYRP1-exon5 | TYRP1-331 | PCR-RFLP | Schmutz et al. (2002)
DEX5-R 5-GCCTTCCACTGTGTTTCGGAAACTG-3°
DEX5-F 5‘-ACCAATGGTGCAACGTCTTCCTGAACCG-3°

TYRP1-exon5 | TYRP1-345 | PCR-RFLP | Schmutz et al. (2002)
DEX5-R 5-GCCTTCCACTGTGTTTCGGAAACTG-3°
S41C-F 5-GGGAAGCATCTTCTTGTTCC-3¢

TYRP1 - exon 2 TYRP1-41 PCR-SSCP | Oba primery navrzeny pfi feSeni diplomové prace
S41C-R 5-TCTGCTATCACTGCCTCACA-3°
D4F5A 5-TTCTTCCTACCCTGCCCGCTCATG-3° DRD4 -

DRD4 - exon 3 1.prvni PCR Ito et al. (2004)
D4DogR5A | 5-CCGCGGGGGCTCTGCAGGGTCG-3¢ amplifikace
D4F5A 5“-TTCTTCCTACCCTGCCCGCTCATG-3¢ DRD4 -

DRD4 - exon 3 2.prvni PCR Ito et al. (2004)
D4DogBR5A | 5°-TGGGCTGGGGGTGCCGTCC-3° amplifikace
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4.3.2 Gen beta-defensin 103 (CBD103)

4.3.2.1 Navrzeni markeru pro detekci mutace v lokusu pro beta-defensin 103
Na zéklad¢ aminokyselinové sekvence nemutovaného proteinu beta-defensinu 103,
ktery uvadgji Candille et al. (2007), byla pomoci databaze NCBI BLAST zji$téna sekvence

MRNA odpovidajici tomuto genu. Nalezena sekvence je uvedena v tabulce 2.

Tabulka 2: Sekvence genu CBD103 (NCBI DQ011972.1)

LOCUS DQ011972 414 bp mRNA linear MAM 10-NOV-2005
DEFINITION Canis familiaris beta-defensin 103 (CBD103) mRNA, complete cds.
ACCESSION DQ011972

VERSION DQ011972.1 GI:66968819

KEYWORDS

SOURCE Canis lupus familiaris (dog)

ORGANISM Canis lupus familiaris
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Carnivora; Caniformia; Canidae;
Canis.

REFERENCE 1 (bases 1 to 414)

AUTHORS Patil,A.A., Cai,Y., Sang,¥Y., Blecha,F. and Zhang,G.

TITLE Cross-species analysis of the mammalian beta-defensin gene family:
presence of syntenic gene clusters and preferential expression in
the male reproductive tract

JOURNAL Physiol. Genomics 23 (1), 5-17 (2005)

PUBMED 16033865
REFERENCE 2 (bases 1 to 414)

AUTHORS Zhang, G.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (17-APR-2005) Department of Animal Science, Oklahoma
State University, 212 Animal Science Building, Stillwater, OK
74078, USA

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..414
/organism="Canis lupus familiaris"
/mol type="mRNA"
/sub_species="familiaris"
/db_xref="taxon:9615"
gene 1..414
/gene="CBD103"
CDs 114..317
/gene="CBD103"
/codon_start=1
/product="beta-defensin 103"
/protein id="AAY59710.1"
/db _xref="GI:66968820"
/translation="MRIYYLLLLLPLLFLMPVPGNGGIINTLQRYYCRIRSGRCALLS
CLPKEEQIGRCSSTGRKCCRRKK"
ORIGIN
114 atgagga
121 tctattacct tctcctecctg ttgcccttge tgttcttgat gecctgttcca ggaaatgggg
181 gaattataaa taccctgcag aggtattatt gcagaataag gagcggtcgg tgcgccttgce
241 tgagctgcct gccaaaggag gagcagatag gccgctgttc ttccactggce cgaaaatgct
301 gccgaagaaa gaaataaaaa aatccagaaa tgggatggga gcgttgtaaa gtgtgaaaat
361 gcctcctgga agtttataga agaaaaaccg aattaaatat ttttttttca aaag
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Sekvence DNA jedincti s pfitomnosti aminokyseliny glycin v pozici 23 (majici

napiiklad agouti zbarveni) a jedinci s deleci této aminokyseliny (dominantné ¢erné

zbarvenych) byly simulovany podle vysledkti uvedenych v praci Candille et al. (2007). Tyto

sekvence s vyznacenim trinukleotidové delece (GGA) jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 3: Sekvence genu CBD103 s vyznacenim trinukleotidové delece (GGA)

CBD103:

114 atgaggatctattaccttctcctcctgttgecccttgetgttettyg
159 atgcctgttccaggaaatgggggaattataaataccctgcagagg
204 tattattgcagaataaggagcggtcggtgcgccttgctgagctge
249 ctgccaaaggaggagcagataggccgctgttcttccactggeccga
294 aaatgctgccgaagaaagaaataa

CBD1034G23:

114 atgaggatctattaccttctcctcctgttgecccttgetgttettyg
159 atgcctgttccaggaaatgggattataaataccctgcagaggtat
204 tattgcagaataaggagcggtcggtgcgccttgctgagectgectg
249 ccaaaggaggagcagataggccgctgttcttccactggccgaaaa
294 tgctgccgaagaaagaaataa

Pomoci programu Primer3 Input v.0.4.0 byly navrZzeny dva pary primert schopné

odli§it tuto mutaci. Pozice primeri u nezmutované a zmutované DNA jsou uvedeny

v nasledujicich tabulkach. F-primery jsou umistény tak, aby byly schopny odlisit tuto deleci.

Prvni par primertt Ds23G-F a Ds23G-R amplifikuje 150 bp fragment pouze u jedinct, kteti

maji Vv pozici

23 aminokyselinu glycin. Druhy par primerd Dbez23G-F a Dbez23G-R

amplifikuje 204 bp fragment naopak pouze u jedinct majicich v pozici 23 deleci glycinu.
p 1) p Irag paxK p J 1] p aly

Tabulka 4: Pozice primerového paru, ktery amplifikuje 150 bp fragment pouze u jedinct
majicich v pozici 23 aminokyselinu glycin

61

121

181

241

OLIGO start len tm gcs any 3' seq
LEFT PRIMER 1 20 64.34 55.00 7.00 0.00
ctgttccaggaaatggggga

RIGHT PRIMER 150 20 59.96 40.00 3.00 0.00
tctttcttcggcagecatttt

SEQUENCE SIZE: 252
INCLUDED REGION SIZE: 252

PRODUCT SIZE: 150, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

ctgttccaggaaatgggggaattataaataccctgcagaggtattattgcagaataagga
SSSSSSSSSS55555555>>

gcggtcggtgcgecttgectgagectgectgccaaaggaggagcagataggeccgetgttett

ccactggccgaaaatgctgccgaagaaagaaataaaaaaatccagaaatgggatgggagce
<LLLLLLLLLLLLLLLLLLKL

gttgtaaagtgtgaaaatgcctcctggaagtttatagaagaaaaaccgaattaaatattt

ttttttcaaaag
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Tabulka 5: Pozice primerového paru, ktery amplifikuje 204 bp fragment pouze u jedinci
majicich deleci glycinu v pozici 23

OLIGO start len tm gcs any 3' seq
LEFT PRIMER 1 20 58.84 45.00 7.00 3.00
ctgttccaggaaatgggatt

RIGHT PRIMER 204 20 60.11 50.00 3.00 1.00

ccaggaggcattttcacact
SEQUENCE SIZE: 249
INCLUDED REGION SIZE: 249

PRODUCT SIZE: 204, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

1 ctgttccaggaaatgggattataaataccctgcagaggtattattgcagaataaggagcg
SSSSSSSSS55555555>>>

61 gtcggtgcgccttgctgagctgcecctgccaaaggaggagcagataggccgetgttetteca
121 ctggccgaaaatgctgccgaagaaagaaataaaaaaatccagaaatgggatgggagcgtt

181 gtaaagtgtgaaaatgcctcctggaagtttatagaagaaaaaccgaattaaatatttttt
<LLLLLLLLLLLLLLLLLLLKL

241 tttcaaaag

4.3.2.2 SloZeni reakéni smési a podminky amplifikace

Primery Ds23G-F a Ds23G-R

Reakéni smés o objemu 12,5 ul obsahovala 50 ng templatové DNA, 0,7 U Taq
polymerazy (Fermentas) a 5 ng BSA. Koncentrace ostatnich komponent PCR reakce byla
nasledujici: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM KClI, 0,08% Nonidet P40, 1,3 mM MgCl,, 200
uM dNTP, 0,32 uM primer Ds23G-F, 0,32 uM primer Ds23G-R a 2 mM tetramethyl

amonium axalat (Top Bio).

Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) pfi nasledujicich podminkach:
1x (95°C - 3 minuty), 35x (94°C - 30 sekund, 62,3°C - 50 sekund, 72°C - 50 sekund), 1x
(72°C - 10 minut). Produkty amplifikace byly separovany v 1,5% agar6zovém gelu v 1XTBE
pufru po dobu 1 hodiny. Elektroforeogramy byly vizualizovany ethidium bromidem

a archivovany systémem GelDoc (BioRad) s programem QuantityOne (BioRad).

Primery Dbez23G-F a Dbhez23G-R

Reakéni smés o objemu 12,5 ul obsahovala 50 ng templatové DNA, 0,7 U Taq
polymerazy (Fermentas) a 5 ng BSA . Koncentrace ostatnich komponent PCR reakce byla
nasledujici: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM KClI, 0,08% Nonidet P40, 1,3 mM MgCl,, 200
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uM dNTP, 0,32 uM primer Dbez23G-F, 0,32 uM primer Dbez23G-R a 2 mM tetramethyl

amonium axalat (Top Bio).

Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) pfi nasledujicich podminkach:
1x (95°C - 3 minuty), 35x (94°C - 30 sekund, 54,7°C - 50 sekund, 72°C - 50 sekund), 1x
(72°C - 10 minut). Produkty amplifikace byly separovany v 1,5% agar6zovém gelu v 1XTBE
pufru po dobu 1 hodiny. Elektroforeogramy byly vizualizovany ethidium bromidem
a archivovany systéemem GelDoc (BioRad) s programem QuantityOne (BioRad).

4.3.2.3 Sekvenacni analyza amplikonu markeru CBD103

Izolace fragmentu z gelu

U c¢tyfech bearded kolii s rozdilnou barvou srsti byl ziskan PCR fragment
0 predpokladané velikosti 204 bp. U kazdého z genotypt bylo pripraveno celkem 75 pul PCR
produktu. Separace amplikonl byla provedena v 1% agarézovém gelu v 1xTBE pufru po
dobu 1,5 hodiny s cilem oddéleni ptipadnych primeri-dimerd u vlastniho amplikonu.
Fragmenty byly vyfiznuty z gelu sterilnim skalpelem a DNA z nich byla vyizolovana pomoci
kitu MinElute PCR Purification Kit (Qiagen). Pfi izolaci byl dodrzen postup uvadény

vyrobcem.

Sekvenaéni analyza

Pro stanoveni sekvence byla pouzita metoda piimé sekvenace PCR produktu od
Dbez23G-F a Dbez23G-R primeru. Sekvenace byla provedena u firmy BioGen (CR) pomoci
kapilarni elektroforézy AbIPRISM 3110. Ziskané sekvence byly porovnany pomoci volné
dostupného programu BioEdit verze 7.0.9.0. Byly urceny konsensus sekvence pro vSechny

¢tyfi hodnocené genotypy.

4.3.3 ldentifikace mutaci genu TYRP1

4.3.3.1 Marker TYRP1-331 a TYRP1-345

SloZeni reakéni smési a podminky amplifikace

Optimalizovana reakéni smés o objemu 12,5 pul obsahovala 50 ng templatove DNA,
0,7 U Dream Taq™ polymerazy (Fermentas) a 5 pg BSA. Koncentraci reakéniho pufru
vyrobce enzymu bliZe nespecifikuje, pouze uvadi, Zze pufr obsahoval KCI, (NH,4),SO4 a 2mM
MgCl,. Koncentrace ostatnich slozek byla nasledujici: 200 uM dNTP, 0,40 puM primer
DEX5-F, 0,4 uM primer DEX5-R a 2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).
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Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) za nésledujicich podminek: 1x
(95°C - 4 minuty), 30x (95°C - 50 sekund, 57,0°C - 50 sekund, 72°C - 50 sekund), 1x (72°C -
4 minut). Produkty amplifikace byly separovany v 1,5% agar6zovém gelu v 1XTBE pufru po
dobu 1 hodiny.

PCR-RFLP detekce mutace zpusobujici vznik STOP kodonu v pozici 331. AK

K 10,3 ul PCR produktu vzniklého pti pouziti primeri DEX5-F a DEX5-R bylo
ptidano 1,2 ul 10x O Buffer (Fermentas) a 5 U enzymu Acil (Fermentas). Digesce probihala
pii 37°C po dobu 12 hodin. Restrik¢ni fragmenty byly separovany v 3% agar6zovém gelu
v 1XTBE pufru po dobu 2 hodin. U nezmutované DNA byl amplikon o velikosti 121 bp
Stépen na dva fragmenty o velikosti 93 bp a 28 bp. Jestlize se amplikon nestépil, muselo dojit

k zatazeni stop kodonu.

PCR-RFLP detekce mutace zpusobujici deleci prolinu v pozici 345. AK

K 10,3 ul PCR produktu vzniklého pii pouziti primerd DEXS5-F a DEX5-R bylo
ptidano 1,2 ul 10x G Buffer (Fermentas) a 5 U enzymu Mnll (Fermentas). Digesce probihala
pii 37°C po dobu 12 hodin. Restrikéni fragmenty byly separovany v 3% agarézovém gelu
v IXTBE pufru po dobu 2 hodin. Amplikon o velikosti 121 bp byl §tépen na dva fragmenty
0 velikosti 73 bp a 48 bp u jedinct, u kterych nedoslo k deleci kodonu pro prolin. Pfitomnost

nestépeného PCR produktu signalizovala deleci tripletu kodujicicho aminokyselinu prolin.
4.3.3.2 Marker TYRP1-41

Navrzeni markeru pro detekci mutace v lokusu TYRP1-41

Na zékladé¢ publikované sekvence NCBI XM 859450.1 exonu 2 genu TYRP1 byla
navrzena dvojice primeru S41C-F a S41C-R, ktera amplifikuje fragment o velikosti 186 bp.
Podle Schmutz et al. (2002) by v pozici 93. baze mélo dojit k substituci A za T, kterd ma vést
ke zméné aminokyselinového sloZzeni peptidu zplsobujici hnédé zbarveni. Primery byly
navrzeny tak, aby amplikon vykazoval velikost do 200 bp, coZ je nezbytné pro detekci

polymorfismi metodou SSCP. V nasledujici tabulce je uvedena pozice primeru.

32



Tabulka 6: Pozice primerového paru amplifikujiciho 186 bp fragment exonu 2 genu TYRP1

OLIGO start len tm gc$ any 3' seq
LEFT PRIMER 1 20 58.72 50.00 6.00 2.00 gggaagcatcttcttgttcc
RIGHT PRIMER 186 20 58.08 50.00 4.00 0.00 tctgctatcactgcctcaca

SEQUENCE SIZE: 186
INCLUDED REGION SIZE: 186

PRODUCT SIZE: 186, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

1 gggaagcatcttcttgttcctgctttttttccatcagacctgggctcaattcccaagaga
SSSSSSSSSSSS55555>>>

61 gtgtgccactgttgaggccttgagaaatggtgtgtgttgcccagacctgteccccagtgte
121 tgggcctgggactgacccctgtggcttctcatcagggcgggggaggtgtgaggcagtgat
<LLLLLLLLLLLKLKL

181 agcaga
<<<LLL<L

SloZeni reak¢éni smési a podminky amplifikace

Optimalizovana reakéni smés o objemu 12,5 pul obsahovala 50 ng templatovée DNA,
0,7 U Taq polymerazy (Roche) a 5 ug BSA. Koncentrace ostatnich komponent PCR reakce
byla nasledujici: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,48
uM primer S41C-F, 0,48 uM primer S41C-R a 2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) pii nasledujicich podminkach: 1x
(95°C, 3 minuty), 35x (94°C 30 sekund, 59,7°C 50 sekund, 72°C 50 sekund), 1x (72°C 10
minut). Vysledek amplifikace byl ovéten separaci v 1,5% agarézovém gelu v 1XTBE pufru po
dobu 1 hodiny. Elektroforeogramy byly vizualizovany ethidium bromidem a archivovany

systémem GelDoc (BioRad) s programem QuantityOne (BioRad).

PCR-SSCP detekce mutace zpusobujici substituci jedné baze v lokusu TYRP1-41

Vlastni polymorfismus byl detekovan metodou SSCP, ktera je popsana v piiloze 5 této
diplomové prace. Touto technikou byly ziskany dva typy konformaénich polymorfismt,
pfiCemZ konformace s mensi elektroforetickou mobilitou je oznacena jako alela 1 a
pfedstavuje sekvenci bez substituce. Konformace s vétsi elektroforetickou mobilitou je

oznacena jako alela 2 a pfedstavuje sekvenci se substituci A za T.
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4.3.4 Dopaminovy receptor D4 (DRD4)

4.3.4.1 Exon 3 genu DRD4 - prvni amplifikace

SloZeni reakéni smési a podminky amplifikace

Optimalizovana reakéni smés o objemu 12,5 ul obsahovala 50 ng templatové DNA,
1,25 U Pfu polymerazy (Fermentas) a 0,1 mg BSA. Koncentrace ostatnich komponent PCR
reakce byla nasledujici: 20 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM (NH,4),SO,, 10 mM KClI, 0,1%
Triton X-100, 2mM MgSOQ,, 250 uM dATP, 250 uM dCTP, 250 uM dTTP, 125 pM dGTP,
7-deaza-dGTP 125 uM, 0,5 uM primer D4F5A, 0,5 uM primer D4DogR5A a 2 mM

tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) pti nasledujicich podminkach:
1x (98°C - 2 minuty), 35x (98°C - 30 sekund, 65°C — 1 minuta, 74°C — 1 minuta), 1x (74°C -
10 minut). Vysledek amplifikace byl ovéfen separaci v 1,5% agarézovém gelu v 1XTBE pufru
po dobu 2 hodin.

Identifikace alel v lokusu DRD4 pomoci sekvenaéni elektroforézy

Vlastni polymorfismus byl detekovan pomoci sekvenaéni elektroforézy. Metodicky
postup elektroforetické separace je uveden v piiloze 4 diplomové prace. Tato technika
umoziuje odlisit alely s nasledujicimi velikostmi amplikont: 396 bp, 435 bp, 447 bp, 486 bp,
498 bp, 549 bp, 576 bp. Terminologie oznacovani alel podle jejich velikosti je pfevzata
z prace Ito et al. (2004).

4.3.4.2 Exon 3 genu DRD4 - druh&a amplifikace

Alela oznacend jako 447 ptedstavuje v podstaté dvé mozné sekvence odlisitelné dalsi
PCR amplifikaci pfi pouZiti jineho R primeru. Pfi této nasledné amplifikaci vznikaji dva
rozdilné velké produkty 150 bp (alela 447a) a 162 bp (alela 447b). RovnéZ toto oznaceni alel
je prevzato z préace Ito et al. (2004).

SloZeni reak¢éni smési a podminky amplifikace

Optimalizovana reakéni smés o objemu 12,5 pul obsahovala 50 ng templatove DNA,
1,25 U Pfu polymerazy (Fermentas) a 0,1 mg BSA. Koncentrace ostatnich komponent PCR
reakce byla nasledujici: 20 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM (NH,4),SO4, 10 mM KCI, 0,1%
Triton X-100, 2mM MgSQ,, 250 uM dATP, 250 uM dCTP, 250 uM dTTP, 125 uM dGTP,
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7-deaza-dGTP 125 uM, 0,5 uM primer D4F5A, 0,5 uM primer D4DogBR5A a 2 mM

tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) pfi nasledujicich podminkach:
1x (98°C - 2 minuty), 35x (98°C - 30 sekund, 65°C — 1 minuta, 74°C — 1 minuta), 1x (74°C -
10 minut). Rozdily mezi alelami 447a a 447b byly stanoveny separaci v 3% agardézovém gelu
v 1XTBE pufru po dobu 2,5 hodin.

4.4 Zpracovani dotazniku pro odhad psychickych vlastnosti psi

Pro posouzeni aktivity-impulzivity a nepozornosti sledovanych jedincti byl pouzit
ADHD dotaznik validovany pro majitele psu (Vas et al., 2007), ktery obsahoval celkem 13
polozek. Sedm z nich se tykalo posouzeni aktivity a impulzivity (napf. ,,Muj pes je divoky,
hitfe ovladatelny, kdyz vyrazi vpied, je tézké ho udrzet) a zbylych Sest souviselo
S nepozornosti (napf. ,,Je snadné upoutat pozornost mého psa, ale brzy ztrati zajem*). Majitel
psa ohodnotil pozorovanou frekvenci projevii daného chovani na stupnici 0 — 3. Skére pro
aktivitu-impulzivitu bylo vypoc¢itano jako soucet majitelem uvedenych hodnot u polozek €. 4,
5,6,8,9 11 a 13 a skore pro nepozornost bylo dano souctem hodnot u zbyvajicich polozek ¢.
1, 2, 3, 7, 10 a 12. Dotaznik byl k dispozici on-line ve tfech jazykovych verzich (Ceské,

némecké a anglické). Pfesné znéni dotazniku je ptilohou 6 této prace.

4.5 Bioinformatické zpracovani dat a statistické hodnoceni vysledkii

4.5.1 Bioinformatické databaze a pouzité programy
Informace o sekvencich studovanych genti byly ziskany z mezinarodni databaze NCBI
(National Center for Biotechnology Information) voln€ dostupné na internetové adrese

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Pro porovnani sekvenci byla pouzita bioinformaticka aplikace

NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) nachazejici se na adrese
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi a program BioEdit verze 7.0.9.0 (Hall, 1999), ktery byl

vyuzit i pro nalezeni konsensus sekvenci.
Pro navrZeni primerG byl pouZit program Primer3 Input v.0.4.0 autori Rozen a
Skaletsky ~ (2000). Tento program je kdispozici na internetové  adrese

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/. Pro vyhledani restrikénich mist a nalezeni PCR-RFLP

markert byl pouzit program Webcutter2.0 vytvofeny Heimanem v roce 1997. K dispozici je

na internetové adrese http://rna.lundberg.qu.se/cutter2/.
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45.2 Statistické vyhodnoceni vysledki

4.5.3 Statistické hodnoceni distribuce alel lokusu TYRP1

Pomoci programu TFPGA (Tools For Population Genetic Analyses) ver. 1.3 (Miller,
1997) byla provedena deskriptivni statistika hodnotici variabilitu lokusu TYRP1. Byl stanoven
stupen o¢ekavané (Hg) a pozorované (Ho) heterozygotnosti. Hodnota He je teoretickd hodnota
frekvence heterozygotti, ktera by v populaci nastala pti dosazeni rovnovazného stavu podle

Hardy-Weinbergova zakona.

4.5.4 Statistické hodnoceni vztahu mezi distribuci alel exonu 3 genu DRD4 a
hodnotami ziskanymi pomoci ADHD dotazniku

Deskriptivni statistika hodnotici variabilitu populaci byla rovnéz provedena pomoci
programu TFPGA (Tools For Population Genetic Analyses) ver.1.3. (Miller, 1997). Pro tyto
analyzy byly uméle vytvoreny skupiny jedinct tak, aby odpovidaly skute¢nym psychickym
vlastnostem psi. Podle vysledného skore pro nepozornost a aktivitu-impulzivitu byli jedinci
rozdéleni do tfech skupin (A, B a C) na zakladé pravidel, ktera jsou patrna z tabulky 7. Pro
hlubsi analyzu byla vytvotfena skupina D vznikld sjednocenim skupin A a B a skupina E

sloucenim skupin A a B.

Tabulka 7: Rozdé¢leni do jednotlivych skupin na zakladé hodnot ziskanych pomoci ADHD
dotazniku

Nepozornost Aktivita-impulzivita
Skupina Skare Skupina Skore
A <0; 2> A <0; 3>

B <3; 8> B <4; 9>

@ <9; 18> C <10; 21>

D (B+C) <3, 18> D (B+C) <4, 21>
E (A+B) <0, 8> E (A+B) <0; 9>

Pomoci programu TFPGA byly u téchto skupin hodnoceny pozorované
heterozygotnosti (Ho a Hg), které se standardné pouzivaji v molekularnich popula¢nich
analyzach. Tento software byl také pouzit pro zpracovani shlukoveé analyzy UPGMA
s vyhodnocenim na principu koeficientu podle Rogerse (1972) vyjadiujiciho genetickou
vzdalenost mezi vySe zminénymi uméle vytvofenymi skupinami bearded kolii. Tyto

koeficienty byly nasledné pouzity k sestaveni kladogram?.
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V kazdé skupiné byla stanovena relativni frekvence alel exonu 3 genu DRDA4. Rozdily
Vv zastoupeni jednotlivych genotypti ve skupinich byly hodnoceny neparametrickym
y2-testem pomoci programu Statistica 8 CZ (StatSoft), ktery byl vyuzit i pro provedeni
dvouvybérového t-testu za ucelem hodnoceni rozdili v primérné hodnoté vysledného skore
pro aktivitu-impulzivitu a nepozornost mezi jednotlivymi genotypy. Pro tuto analyzu byly

vybrany genotypy, které vykazovaly vyssi Cetnost nez 15 jedincti.
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5. VYSLEDKY

5.1 Ilzolace DNA

Parametry kvality 1 kvantity DNA ziskané izolaci z bun¢k bukalni sliznice byly
vyborné. Pii namatkovém fotometrickém meéieni za pouziti UV spektrofotometru GeneQuant
RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech, Velka Britanie) byla primérna vytéznost DNA
Z jednoho stéru u plemene bearded kolie 2200 ng DNA (Vk = 5,3 %). Praimémy pomér
absorbanci A260/A280 byl 1,91 (Vi = 4,7 %). Parametry charakterizujici kvantitu a kvalitu
DNA nebyly blize statisticky ovéfeny, protoZe tuto Cast feSeni prace lze povazovat za zcela

standardni pfedpoklad nezbytny pro nasledujici analyzy.

Obrazek 5: Elektroforetické ovéfeni kvality izolované DNA z bukalnich bun¢k

5.2 Gen CBD103

Pro plemeno bearded kolie je charakteristické melanistické zbarveni srsti, které je ¢asto
kombinovano s bilymi znaky. Vsichni jedinci maji tedy zbarveni bez vyskytu st¥idajicich se
prouzkti eumelaninu a feomelaninu po celé délce chlupu. Z literarniho piehledu vyplyvaji
dva genetické mechanismy kontroly melanismu u psti. Melanismus je u bearded kolii typicky
fizen monogenné dominantng. Cilem této ¢asti diplomové prace bylo potvrdit hypotézu, ze
zbarveni jednotlivych chlupli bez prouzkovani je u bearded kolii fizeno dominantni mutaci

CBD103 genu kédujici beta-defensin 103.

5.2.1 Detekce alel lokusu CBD103

V kapitole Material a metodika je uveden postup navrzeni dvou diagnostickych PCR
markert, které jsou schopny odlisit deleci tripletu GGA kddujiciho glycin. Tato delece je
zodpovédna za vznik dominantni alely CBD1034G23 zptsobujici cerné zbarveni. Na obrazku
6 je prezentovan elektroforeogram PCR markerG pii pouziti dvojice primerd Dbez23G-F

a Dbez23G-R. Tento marker je dominantni a je schopen detekovat pfitomnost alely, u které
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doslo k deleci tripletu kodujiciho glycin. Z obrazku je ztejmé, Ze vSechny bearded kolie maji

ve svém genomu tuto zmutovanou alelu oznacenou na obrazku zapisem -23Gly.

Obrazek 6: Elektroforeogram PCR markeru lokusu CBD103 pfi pouziti primeri Dbez23G-F a
Dbez23G-R

1000 bp
500 bp

200 bp

S - O'GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas)

Pro charakterizaci alelické sestavy je nutnd amplifikace pii pouziti primert Ds23G-F a
Ds23G-R. Vysledek tohoto hodnoceni je uveden na obrazku 7, ze kterého vyplyva, Ze

k amplifikaci nedoslo ani u jednoho z hodnocenych zastupci bearded kolii.

Obrézek 7: Elektroforeogram PCR markeru lokusu CBD103 p#i pouziti primeri Ds23G-F
a Ds23G-R

500 bp S 5 O
200 bp o ol oed

amplifikace neprobiha

S - O'GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas)

Na zéklad¢é porovnani obou vySe uvedenych obrazki lze predpokladat, Ze se u vSech
jedinct nachazi vzdy homozygotni sestava alel genu CBD103 s deleci tripletu kodujici glycin.
Hodnoceni v8ech psu je patrné ze souhrnné tabulky 10. Z této tabulky vyplyva, ze hypotéza
byla potvrzena u vSech psii, krom¢ jediného, ktery vykazuje hnédé zbarveni s tfislovymi
znaky. Odivodnéni této vyjimky bude zpracovano v diskuzi.

ProtoZe populace byla v rdmci této mutace homogenni, nebylo provedeno Zadné

statistické vyhodnoceni z hlediska popula¢ni genetiky.
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5.2.2 Sekvenaéni analyza PCR markeru genu CBD103 prFi pouZiti primert
Dbez23G-F a Dbez23G-R

PCR marker vymezeny dvojici primerd Dbez23G-F a Dbez23G-R byl nové navrzenym
markerem v ramci feSeni diplomové prace. Proto byla provedena sekvenacni analyza
ziskaného amplikonu. Pro sekvenaci byla vybrana ¢ernobild, modrobila, hnédobila a plavobila
bearded kolie. U vSech sekvenovanych zvifat byla ziskana zcela identickd sekvence

fragmentu o velikosti 204 bp uvedena v nésledujici tabulce.

Tabulka 8: Sekvence PCR markeru genu CBD103 pii pouziti primert Dbez23G-F
a Dbez23G-R

5¢-ctgttccaggaaatgggattataaataccctgcagaggtattattgcagaataaggagcggtcggtgegecttgctgagctgectg
ccaaaggaggagcagataggccgctgttcttccactggccgaaaatgctgccgaagaaagaaataaaaaaatccagaaatgggatg
ggagcgttgtaaagtgtgaaaatgcctcctgg-3

Na obrdzku 8 je provedeno porovnani sekvenci vSech ¢tyfech hodnocenych psti pomoci

programu BioEdit verze 7.0.9.0 (Hall, 1999).

Obrézek 8: Multialignment sekvenci PCR amplikonu pii pouziti primert primeri Dbez23G-F
a Dbez23G-R

> BioEdit Sequence Alignment Editor - [Untitled from Clipboard]
y File Edit Sequence Algnment Wiew Accessory Application RMNA  world Wide Web  Options  Window  Help

= b
g & [t =6 =B 4 total sequences
Mod ide Selection: 0 Sequence Mask: None Start
ode [Salect / Sl Pasition: Numbering Mask: Nane uler a1
R " o o ¢ Seroll L1 2l
&1 DI G oo E=EREEN 1. I R A e A @MIIE speed slow oy 4 fast

RN RN RN RN N RN RN IR IR BRI AN BRI BRI N SR AR
% | | | | | | | 1 | | | |

10 20 30 40 50 60

bearded kolie
bearded kolie
bearded kolie
bearded kolie

sernokbiléd ctgtteccaggaaatgggattataaataccectgcagaggtattattgecagaataaggageggteg
modrokila ctgttccaggaaatgggattataaataccctgecagaggtattattgecagaataaggageggteg
hnédobila ctgttocaggaaatgggattataaataccctgeagaggtattattgeagaataaggageggteg
plavobilsd ctgttecaggaaatgggattataaatacecctgeagaggtattattgecagaataaggageggteg

oW

Ziskana sekvence byla porovnana s mezinarodni nukleotidovou databazi NCBI BLAST.
Vysledek této analyzy je zobrazen v tabulce 9. Je ziejmé, Ze nalezené sekvence vykazovaly
maximalni stupeit homologie s polozkou databaze ozna¢enou ¢islem NM_001129980.1, které
odpovidd mRNA genu CBD103. Z této tabulky je rovnéz patrna 3 nukleotidova delece, ktera
je ptic¢inou vzniku kauzalni mutace vedouci ke vzniku dominantni ¢erné.

Na obrdzku 9 je provedeno blizsi porovnani ziskané sekvence rovnéz za pomoci
databaze NCBI BLAST. Tato poloZka databaze s ¢islem NM 001129980.1 byla pouZita pro
navrzeni primerdl. Z obrazku lze usuzovat, Ze v mezinarodni databdzi NCBI je uloZena

sekvence alely genu CBD103 bez trinukleotidové delece.
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Obrazek 9: Vysledek porovnani nalezené sekvence markeru genu CBD103 pii pouziti primerta Dbez23G-F a Dbez23G-R
s databazi NCBI BLAST

¥ Graphic Summary

Distribution of 3 Blast Hits on the Query Sequence &

|Mnuse-nvertn show defline and scores, click to show alignments |

color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 »=200
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¥ Descriptions
Legend for links to other resources: M vricere 3 ceo [@ sene B structure [ Map Wiewer

Sequences producing significant alignments:

Accession | Description | Max score Total score Query coverage | . E value Max ident | Links |
MM 0011299501  Canis lupus familiaris beta-defensin 103 (CBD103), mRKNA =gb|DQ011 363 363 100% 18-99 EEE U G|
ACIBE962.12 Canis familiaris chromosome 16, clone ¥X-202C11, complete sequence a5l 351 97 % 3g-96 98 %
AC191171.9 Canis familiaris chromosome 16, clone ¥X-465H6, complete sequence a5l 351 97 % 3g-96 98 %
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Tabulka 9: Porovnani sekvence amplikonu pfi pouZiti primeru pii pouziti primertt Dbez23G F
a Dbez23G-R s databazi NCBI BLAST

ref|NM 001129980.1] mE Canis lupus familiaris beta-defensin 103 (CBD103), mRNA

gb|DQ011972.1| mE Canis familiaris beta-defensin 103 (CBD103) mRNA, complete
cds Length=414

GENE ID: 100170103 CBD103 | beta-defensin 103 [Canis lupus familiaris]
(10 or fewer PubMed links)

Score = 363 bits (196), Expect le-99

Identities = 204/207 (98%), Gaps = 3/207 (1%)

Strand=Plus/Plus
Query 1 CTGTTCCAGGAAATGGG---ATTATAAATACCCTGCAGAGGTATTATTGCAGAATAAGGA 57

FITEETEErr el CETEErrrrr et et et et

Sbjct 163 CTGTTCCAGGAAATGGGGGAATTATAAATACCCTGCAGAGGTATTATTGCAGAATAAGGA 222
Query 58 GCGGTCGGTGCGCCTTGCTGAGCTGCCTGCCAAAGGAGGAGCAGATAGGCCGCTGTTCTT 117
Sbjct 223 GCGGTCGGTGCGCCTTGCTGAGCTGCCTGCCAAAGGAGGAGCAGATAGGCCGCTGTTCTT 282
Query 118 CCACTGGCCGAAAATGCTGCCGAAGAAAGAAATaa22aaaTCCAGAAATGGGATGGGAGC 177
Sbjct 283 CCACTGGCCGAAAATGCTGCCGAAGAAAGAAATAAAAAAATCCAGAAATGGGATGGGAGC 342
Query 178 GTTGTAAAGTGTGAAAATGCCTCCTGG 204

FEETTEEErrrrr et el
Sbjct 343 GTTGTAAAGTGTGAAAATGCCTCCTGG 369

5.3 GenTYRP1

5.3.1 Detekce alel TYRP1-331 a TYRP1-345 na principu PCR-RFLP

V hodnocené populaci bearded kolii se podatilo detekovat v§echny tfi znamé mutace
lokusu TYRP1 zpuasobujici hnédé zbarveni klize a srsti. Celkem bylo genotypovano 109
bearded kolii a zjistény genotyp zcela odpovidal jejich fenotypu, coz je patrné z tabulky 10.
Na obrazku 10 je znazornén elektroforeogram monomorfniho PCR produktu ptedstavujiciho
amplifikovanou ¢ast 5. exonu TYRP1, ve které se nachazeji potencidlni bodové mutace

vedouci ke vzniku hnédé barvy srsti.

Obrézek 10: Elektroforeogram PCR monomorfniho amplikonu markeru TYRP1 pied
restrikénim St€penim

500 bp
300 bp

100 bp 121 bp

S - O'GeneRuler = 100 bp DNA Ladder (Fermentas)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=66968819&RID=V4A43NGT01S&log$=unigenealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=66968819[NUID]&RID=V4A43NGT01S&log$=genealign&blast_rank=1

Na nésledujicich obréazcich jsou uvedeny vzorové elektroforeogramy PCR-RFLP

markerd, které umoziuji detekovat mutace na principu restrikéniho Stépeni.

Vzorovy elektroforeogram pro detekci bodové mutace, ktera ovlivnila restrikéni misto
pro enzym Acil, je prezentovan na obrdzku 11. U jedinci s nemutovanou sekvenci TYRP1
genu je v pozici 331. aminikyseliny zabudovan glycin. Tato alela je na obrazku zndzornéna
zapisem +331GIn. Bodova mutace vede ke vzniku stop kodoénu, ktery zplisobuje vznik
prematurni mRNA. Zminénd mutace alely je na obrazku 11 znizornéna zapisem STOP.
Jedinci, u kterych je napiiklad uveden genotyp +331GIn STOP, jsou z pohledu této mutace

heterozygotni. Vysledky hodnoceni vSech jedinct jsou uvedeny v tabulce 10.

Obrazek 11: Elektroforeogram PCR-RFLP markeru TYRP1-331 po restrikénim $tépeni
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300 bp
200 bp

100 bp
50 bp

121 bp
T2 e - c)gbp

23 bp

S - O’GeneRuler " Ultra Low Range DNA Ladder 10 - 300 bp
(Fermentas)

Vzorovy elektroforeogram PCR-RFLP detekce polymorfismu v lokusu TYRP1-345 po
restrikénim Stepeni enzymem MnlI znazornuje obrazek 12. U jedincti bez bodové mutace je
v pozici 345. aminokyseliny zabudovan prolin. Tato alela je na obrazku 12 oznacena jako
+345Prol. Bodova mutace, kterd mtze ve finale vést ke vzniku hnédého pigmentu, je zaloZzena
na principu delece tripletu kédujiciho prolin. Tato zmutovana alela je na obrazku oznacena
jako -345Prol. Jedinec, ktery je na obrazku 12 popsan jako +345Prol-345Prol, je z pohledu

této mutace heterozygotem. Vysledky hodnoceni vSech jedinct jsou uvedeny v tabulce 10.
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Obrézek 12: Elektroforeogram PCR-RFLP markeru TYRP1-345 po restrikénim $tépeni
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5.3.2 Detekce alely TYRP-41 na principu PCR-SSCP

Vzorovy elektroforeogram SSCP separace amplikonu exonu 2 genu TYRP1 o velikosti
186 bp, ktery mize obsahovat dalsi z potenciondlnich mutaci vedouci ke hnédému zbarveni,
je zobrazen na obrazku 13. Tato mutace je zaloZena na substituci A za T v pozici 93.
nukleotidu nezpisobujici zménu restrikéniho mista pro Zadnou ze znadmych restrikénich
endonukledz. Velikost amplikonu byla ovéfena separaci v 2% agardézovém gelu. Pfedpoklad,
ze u tohoto amplikonu nelze detekovat zadny délkovy polymorfismus, byl potvrzen. Oproti
tomu je pii separaci v podminkach SSCP naopak mozné pozorovat dva jednovldknové

konformacni polymorfismy lisici se elektroforetickou mobilitou.

Obrézek 13: Elektroforeogram PCR-SSCP markeru TYRP1-41

alela |
alela 2

reasociovany
amplikon
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Fragment s mensi mobilitou je na obrdzku 13 oznacen ¢islem 1. Fragment s vétsi
mobilitou je na obrazku oznacen Cislem 2. Lze ptedpokladat, Zze tento fragment odpovida
vladsence s vySe zmin€nou substituci, ktera mize byt pii¢inou vzniku hnédého zbarveni u
nékterych bearded kolii. Je tieba si uvédomit, Ze na vzniku ¢erného nebo hnédého zbarveni se
vSak nepodili jen tento lokus TYRP-41, ale vysledné zbarveni je vysledkem interakci vSech

lokust TYRP1. Vysledky hodnoceni vSech jedinct jsou uvedeny v souhrnné tabulce 10.

5.3.3 Interakce mezi hodnocenymi lokusy TYRPL1 a jejich vliv na vysledné
zbarveni srsti

Vyse popsané mutace v podstaté piedstavuji vznik nefunk¢niho tyrosinase-related
proteinu 1. Teoreticky sta¢i, aby vtomto proteinu probéhla alesponn jedna z uvedenych
mutaci, a protein neplni svou funkci. Pro vznik jedince s hnédym zbarvenim je nutné, aby
alespont k jedné z téchto mutaci doslo na obou homolognich chromozdémech. Proto musi u
cernobilych a modrobilych jedincl heterozygotnich ve dvou nebo tfech hodnocenych
polymorfnich mistech byt v§echny tyto mutace umistény na jednom z dvojice homolognich
chromozému. Avsak lokalizaci mutaci z tohoto pohledu neni mozné zvolenym metodickym
postupem prokazat. Celkové vyhodnoceni interakci téchto tfi lokust je uvedeno v tabulce 10.
Mezi skutenym zbarvenim srsti a vysledkem molekuldrni analyzy byla zjisténa plna
korelace. V diplomové praci vSak nebyly studovany geny zpusobujici fedéni zbarveni
z ¢erného na modré a z hnédého na plavé. Tudiz maji z pohledu studovanych genti modri

jedinci stejné genetické zaloZeni jako Cerni a plavi jako hnédi.

Tabulka 10 — 1. ¢ast: Piehled analyzovanych genotypt a jejich hodnoceni vybranymi markery

Genotypy Genotyp
x a - q dle
C. [ Jmenopsa | Pohlavi | Barvasrsti | cppin3 | TyRP1-331 | TYRP1-345 | TYRP1-41 | Dostéla
(2007)
Breaksea N s
1 November Mist F ¢ernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Warwick Black . s
2 vanilka P cernobila A/A QX PP 1/1 Bb
3 ggrtSda'e Secret P Eernobilé AA X PP 11 Bb
Vinnetou Black N s
4 Vanilka P Cernobila A/A QX PP 11 Bb
5 | BreakseaFlash P hnédobila NA XX PP 11 bb
Gordon
Hillbilly Molly o
6 Malone F Cernobila AVAAN QQ PP 1/1 BB
Sergeant
7 Pepper's Unique P Cernobila A/A QQ PA 1/2 Bb
Like Paul
Sergeant
8 Pepper's P ¢ernobila AVAAN QX PP 11 Bb
Woodstock
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Tabulka 10 — 2. ¢ast

: Pfehled analyzovanych genotypt a jejich hodnoceni vybranymi markery

Genotypy Genotyp
x p a . dle
€. | Jmenopsa | Pohlavi | Barvasrsti | cppigs | TYRP1-331 | TYRP1-345 | TYRP1-41 | Dostala
(2007)

Sergeant

9 Pepper's Vivid F Cernobila A/A QQ PA 1/2 Bb
Black Girl
Aijana von der . s

10 Teufelsbande F ¢ernobila A/A QQ PA 1/2 Bb
Everton From

11 | Peers Of P &ernobila A/A QQ PA 1/2 Bb
Miner's Lake
Josephine From

12 | Peers Of F hnédobila A/A XX PP 11 bb
Miner's Lake
Colours Of

13 | Snuggle Dogs F hnédobila A/A XX PP 11 bb
Britget
Love Magic hnédobila

14 vanilka P s palenim G/G QX PA 1/2 bb
Sergeant
Pepper's . s

15 Venture Of My P Cernobila A/A QX PP 11 Bb
Life
Celtsdale Sunny N 12

16 Side Up F &ernobila A/A QQ PP 11 BB
Celtsdale

17 | Search fora P Cernobila A/A QX PP 11 Bb
Star
Kindle Passion . 12

18 Sans-Soucis F &ernobila A/A QX PP 11 Bb
Kindle Passion's y .

19 Joy a Pride F Cernobila A/A QX PP 11 Bb
Celtsdale So

20 | Sweet At F modrobila A/A QX PP 11 Bb
Nonchalance
Kindle Passion N s

21 - F Cernobila A/A QX PP 11 Bb
Taliska

2o | Mluzeod Emy F hnédobila A/A XX PP 11 bb
Destinove

23 | Nobility Natural F Cernobila A/A o) PP 11 Bb
Beauty

24 | PurpleHills F Cernobili A/A o) PP 11 Bb
Arwen
Night Bird y oy

25 Cerny Faun P cernobila A/A QQ PA 1/2 Bb
Amazing Grace

26 | ThelaTt F modrobila A/A QX PP 1/2 Bb
Revue
Gillaber y .

27 Balnacroft F &ernobila A/A QX PP 11 Bb
Brambledale N s

28 Bubbles F &ernobila A/A QX PP 1/2 Bb

2 | Ramsgrove P Gernobild s AA o) PP 11 Bb
Roadrunner palenim
Grace Von Der o

30 Rohrbachau F modrobila A/A QQ PP 1/2 Bb
Gretchen Von N s

31 Der Rohrbachau F ¢ernobila A/A QQ PP 1/1 BB
Philemon -

32 Paparazzi P modrobila A/A QX PP 11 Bb
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Tabulka 10 — 3. ¢ast

: Prehled analyzovanych genotypi a jejich hodnoceni vybranymi markery

Genotypy Genotyp
> a . . dle
C. | Jménopsa | Pohlavi | Barvasrsti | cppig3 | TyRP1-331 | TYRP1-345 | TYRP1-41 | Dostala

(2007)

Our Own

33 | Surprise Indian F Cernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Moon
Holmsland-Klit

34 Finest P hnédobila A/A XX PP 1/1 bb
Chocolate Chip
Pahari

35 | Presenting P Cernobila A/A QQ PP 1/1 BB
Papageno
Zotti-Floppy o

36 Toppolino P plavobila A/A XX PP 11 bb
Moonhill

37 Dream Your F hnédobila A/A XX PP 11 bb
Dream
Ailli Blue 4

38 Hawart F modrobila A/A QQ PP 1/2 Bb
Woolpack's

39 | Oriental Spicy F Cernobila A/A QX PP 11 Bb
Pie

a0 | Andelkaze F Zernobila A/A QX PP 11 Bb
Srdce Sumavy
Alistair's Free NPT

41 And Easy P hnédobila A/A XX PP 1/1 bb
Anemolly Blue

42 Bohemia F modrobila A/A QX PP 1/1 Bb
Harmony
Shinuba's

43 | Oceanic F modrobila A/A QX PP 11 Bb
Goddess
Angel Face Cernobila s

44 | Anarinya F oalenim A/A QX PP 1/1 Bb

a5 | All About Me F Sernobild AA X PP 11 Bb
Kiaora
Helloween . s

46 Kiaora F ¢ernobila A/A QQ PP 1/1 BB

47 | Hendrix Kiaora P gernobila A/A QQ PP n BB
Firstprizebears y .

48 | Enield P ernobild A/A QQ PP 1/1 BB

a9 | Flibpo Z Vilete P Zernobila A/A X PP il Bb
Bohemia

50 | ForFansOnly P hnédobila A/A XX PP 11 bb
Kiaora
Fiorela Z Vilete -

51 Bohemia F modrobila A/A QX PP 1/1 Bb

5o | Miners Lake P hnédobila A/A XX PP 11 bb
Moviestar

53 | Kryspin Vanilka P &ernobila A/A QX PP 1n Bb

54 | Bartholdi Emiel P Zernobila A/A QQ PP 11 BB
Regis
Astiicka Maly N s

55 Vousacek F ¢ernobila A/A QQ PP 1/1 BB

56 g:giksea Mar di P Zernobila A/A QQ PA 1/2 Bb
Chuliganka od N 2

57 Emy Destinové F Cernobila A/A QQ PP 1/1 BB
Karkulin od s

58 Emy Destinové P hnédobila A/A XX PP 11 bb
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Tabulka 10 — 4. ¢ast: Piehled analyzovanych genotypt a jejich hodnoceni vybranymi markery

Genotypy Genotyp
> a . . dle
¢ Jménopsa | Pohlavi | Barvasrsti | ooh05 | ryRp1.331 | TYRP1-345 | TYRP1-41 | Dostala

(2007)

59 Egge”ac" Jay p modrobila AA X PP 11 Bb
Shinuba's . 12

60 Loud'n Proud P ¢ernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Demmi M.

61 | Brownz F hnédobila A/A XX PP 11 bb
KniZecich Sadt
Nobility Natural o

62 Blonde F plavobila A/A QX PA 1/2 bb
Amber Jet Gernobild s

63 Anarynia P palenim A/A QX PP 11 Bb
Cecilka . s

64 Chlupaty Hopan F Cernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Barborka . 1

65 Chlupaty Hopan F Cernobila A/A QX PP 11 Bb
Corrina Au

66 | Royaume F hnédobila A/A XX PP 1/1 BB
D'endjy
Yankee Black . 12

67 Vanilka P Cernobila A/A QX PP 11 Bb
Mayflower's

68 | Nathalie at Dea F Gernobila A/A QQ PP 1/1 BB
Dro
Audi Go Black . 12

69 Deline F ¢ernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Balza Black . 12

70 Aladin P &ernobila A/A QX PP 11 Bb

71 | Chicco Vanilka P gernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Philemon Lights N 12

72 Of Sherry Lane P ¢ernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Philemon . s

73 Occasion P &ernobila A/A QQ PP 11 BB

74 | Odin de Chester P Cernobila A/A QX PP 11 Bb
Spice Of Life

75 | "Chatterbox" F modrobila A/A QQ PA 1/2 Bb
Caprice

76 | Siggans Felicia F Cernobila A/A QQ PA 1/2 Bb
Natterjack Just y .

77 Czeching P &ernobila A/A QX PP 11 Bb
Westmilwunda N s

78 Starlight Xpress P &ernobila A/A QX PP 11 Bb
B'eastern Bunny . s

79 Kiaora F &ernobila A/A QQ PP 11 BB
Bonny and

80 | Clyde's de F &ernobila A/A QX PP 11 Bb
Cacharel
Sammy Lee

81 | Black VVon Der P &ernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Augustinerhdhe
Vallarens Ulla- -

82 Bella F modrobilé A/A QX PP 1/1 Bb
Erin Z Vilete N s

83 Bohemia F Cernobila A/A QQ PP 1/1 BB
Ulla Black

84 | Livie's Von Der F Gernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Silbermine
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Tabulka 10 — 5. ¢ast: Piehled analyzovanych genotypt a jejich hodnoceni vybranymi markery

Genotypy Genotyp
C. Jméno psa Pohlavi | Barvasrsti dle,
CBD103 TYRP1-331 | TYRP1-345 TYRP1-41 ?gg}g';‘

Tiffany My

gs | Only Onein F hnédobila A/A XX PP 11 bb
Brown of
Happy Family
Lucy's Kassie

87 | Black VVon Der F cernobila A/A QX PP 11 Bb
Silbermine
Lucy's Kassie

87 Black VVon Der F Gernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Silbermine
Indian od Emy s

88 Destinové P hnédobila A/A XX PP 1/1 BB

gg | Hadrian od Emy P hnédobila AA XX PP 11 BB
Destinové
Benedikt . s

90 Vanilka P Cernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Bonny And

91 Clyde's Sexy F Cernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Eyes

92 ESE‘L’eStO” Luna F gernobila AA Q0 PP 11 BB

g3 | Conie Brown z F hnédobila AA XX PP 11 bb
Knizecich sadd
Aja Brown z s

94 Knisecich sadii F hnédobila A/A QX PA 1/2 bb

g5 | Berdthiel Emiel F hnédobild AA XX PP 11 bb
Regis

9 g;‘fj'Bea”ty p Sernobils AA X PP 11 Bb
Cherry Parfait y .

97 Of Smartness F Cernobila A/A QQ PP 11 BB
Bambina Di N 1

98 Black Panas F Cernobila A/A QQ PP 1/1 BB
Qurina Du -

99 Chateau Du Lac F plavobila A/A XX PP 1/1 bb

100 | Breaksea p plavobila AA XX PP 11 b
Allegro
Breaksea

101 | Andromeda For F hnédobila A/A XX PP 1/1 bb
Karmeliann
Breaksea s

102 Captain Scarlet P hnédobila A/A XX PP 1/1 bb

103 | Bendale Special p hnédobilé AA XX PP 11 bb
Times
Breaksea . s

104 Masquerade P cernobila A/A QQ PA 1/2 Bb

105 E}eg‘;a'e Meant P Zernobila A/A Q0 PP 112 Bb
Breaksea 1 1is

106 Bewitched F hnédobila A/A QX PA 212 bb
Breaksea Paint

107 | it Black for F ernobil4 A/A QQ PP 1/1 BB
Karmeliann

108 | Armika Maly F gernobila AA ox PP 11 Bb
Vousacek
Philemon Sweet

109 | Lady F Cernobila A/A QX PP 1/1 Bb
Moonfellow
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5.3.4 Populaéni analyza frekvenci alel a genotyptu studovanych lokusu TYRP1
genu

V ramci diplomové prace bylo studovano plemeno bearded kolie, u né&hoz je
chovatelskymi fady povoleno libovolné kiizeni barevnych raza. Z tohoto hledisko se miizeme
na plemeno v roce 2010 divat jako na populaci. Cistokrevna plemenitba je zaloZena na selekci
rodici, ktefi musi spliovat podminky chovnosti. Takovyto zasah Clovéka do reprodukce
populace mize teoreticky vést k inbreedingu, ktery muze naruSovat i frekvence alel
hodnocenych markert. Vzhledem k moznému kiizeni vSech barevnych raza byla nésledujici
statistickd analyza zpracovana u vSech jedinct bez ohledu na zbarveni srsti. U kazdého lokusu
byly stanoveny frekvence pivodni a mutované alely prezentované v tabulce 11. Pomoci
programu TFPGA wver. 1.3 (Miller, 1997) byly stanoveny hodnoty pozorované
heterozygotnosti (Ho) a o¢ekavané heterozygotnosti (Hg). Tyto vysledky jsou rovnéz uvedeny
v tabulce 11. Hodnota He odpovida teoretické hodnoté heterozygotnosti, ktera by v populaci
nastala v piipadé platnosti Hardy-Weinbergova zadkona. Pozorovana heterozygotnost byla
velice blizka o¢ekavané hodnoté. Obecné plati, ze intenzivni pfibuzenska plemenitba vede
k homozygozytaci populace. Tento fakt se odrazil v nizkych hodnotach heterozygotnosti
v lokusech TYRP1-345 a TYRP-41. Tato problematika bude dale rozvedena v kapitole

Diskuse.

Tabulka 11: Relativni frekvence alel a heterozygotnost lokusu TYRP1 u sledovanych jedinct
plemene bearded kolie

L okus n 5 Frekvence alel 5 He Ho
TYRP1-331 | 109 0,5321 0,4679 0,5002 0,5138
P A (b9
TYRP1-345 | 109 0,9404 0,0596 0,1127 | 10,1193
1 2 (b°)

TYRP1-41 | 109 0,9128 0,0872 0,1599 [ 10,1560

n = pocet genotypovanych jedinct,
He = ofekavana heterozygotnost, Ho = pozorovana heterozygotnost

Terminologie oznacovani alel je pfevzata z prdce Schmutz et al. (2002). V zavorce je

uvedena i terminologie, kterou pouziva Schmutz a Berryere (2007).
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5.4 Hodnoceni lokusu DRD4

5.4.1 Detekce alel exonu 3 genu DRD4

Vysledek amplifikace, ktery byl ovéfen separaci v 1,5% agardézovem gelu, je uveden

na obrazku 14.

Obrézek 14: Elektroforeogram separace PCR amplikonu markeru exonu 3 genu DRD4 na
agarozovém gelu pii pouziti primert D4DogR5A a D4F5A

S - O’'GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas)

Z obrazku jsou sice patrné polymorfismy amplifikovanych fragmentd, ale spravné
stanoveni velikosti jednotlivych alel nebylo mozné. Proto byla optimalizovana separace PCR
produkti pomoci sekvenacni cely snéslednym barvenim ionty dusi¢nanu stfibrného.
Molekuly DNA jsou Vv denaturaénim gelu separovany V jednoifetézcové formé a dochazi
Kk rozvolnéni potencidlnich sekundarnich struktur. Tato strategie se ukazala jako vyhodna
a nezbytna pro spravné posouzeni polymorfismi multialelického lokusu DRD4. Na obrazku

15 je uveden vzorovy elektroforeogram tohoto zptisobu identifikace alel.

Obrézek 15: Elektroforeogram separace PCR amplikonu markeru exonu 3 genu DRD4 na
sekvenaéni cele v polyakrylamidovém gelu
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Pro odliseni alely 447a a 447b byla pouzita dalsi PCR amplifikace pfi pouziti jiného

R- primeru. Vzorovy elektroforeogram je prezentovan na obrazku 16.

Obrézek 16: Elektroforeogram separace PCR amplikonu markeru exonu 3 genu DRD4 na
agarozovém gelu pti pouziti primertt D4DogBR5A a D4F5A

S - O’GeneRuler 100 bp DNA Ladder
(Fermentas)

Pro vyhodnoceni vlivu jednotlivych alel markeru exonu 3 genu DRD4 na chovani
jednotlivych zifat bylo nutné zpracovat dotaznik uvedeny v kapitole Material a metody.
Z celkového poctu 109 pst byli majitelé ochotni poskytnout hodnoceni pouze 65 jedincil.
Rada majitel? si neptala zvefejnit konkrétni vysledné skore svych pstl. Z téchto divodi budou

v nésledujici tabulce uvedeni jednotlivi psi pod anonymnimi kody.

Tabulka 12 — 1. ¢ast: Pfehled analyzovanych genotypu a vyslednych skére ADHD dotazniku

X6t E(jc?r? g ;Zrﬁ)u Skore pro nepozornost . _Ské_re pro
psa DRD4 aktivitu-impulzivitu
BCO001 435/498 2 1
BC002 435/498 X X
BC003 | 435/447a 12 12
BC004 | 435/447a 10 11

BC005 | 435/447a
BC006 | 435/447a
BC007 | 435/447a
BC008 | 435/447a

o O ([N |©
(o2 &2 I N Kop)
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Tabulka 12 — 2. ¢ast: Piehled analyzovanych genotypt a vyslednych skore ADHD dotazniku

Nk EE(;:: ?? ;Zrﬁ)u Skére pro nepozornost . _Ské_re pro
psa DRD4 aktivitu-impulzivitu
BC009 | 435/447a 6 8
BC010 | 435/447a 6 9
BC011 | 435/447a 6 3
BC012 | 435/447a 3 11
BC013 | 435/447a 3 4
BC014 | 435/447a 2 3
BC015 | 435/447a 2 2
BCO016 | 435/447a 2 9
BC017 | 435/447a 1 3
BC018 | 435/447a 0 8
BC019 | 435/447a X X
BC020 | 435/447a X X
BC021 | 435/447a X X
BC022 | 435/447a X X
BC023 | 435/447a X X
BC024 | 435/447a X X
BC025 | 435/447a X X
BC026 | 435/447a X X
BC027 | 435/447a X X
BC028 | 435/447a X X
BC029 | 435/447b X X
BC030 | 435/447b X X
BCO031 | 447a/447a 16 15
BC032 | 447a/447a 11 14
BC033 | 447a/447a 11 12
BC034 | 447al447a 9 10
BC035 | 447al447a 9 15
BCO036 | 447a/447a 8 7
BC037 | 447al447a 8 9
BCO038 | 447a/447a 7 11
BCO039 | 447a/447a 7 9
BC040 | 447al447a 7 0
BCO041 | 447a/447a 6 9
BC042 | 447al447a 6 8
BC043 | 447al447a 5 3
BC044 | 447a/447a 5 1
BCO045 | 447al447a 5 9
BC046 | 447a/447a 5 1
BC047 | 447a/447a 5 6
BC048 | 447al447a 4 6
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Tabulka 12 — 3. ¢ast: Piehled analyzovanych genotypt a vyslednych skore ADHD dotazniku

3 Genot -
I;:: Excng3Dgiérﬁ)u Skare pro nepozornost aktivistt(-)irr?lgl::)zivi U
BC049 | 447al447a
BC050 | 447al447a
BCO051 | 447al447a
BCO052 | 447a/447a
BC053 | 447al447a
BC054 | 447al447a
BC055 | 447a/447a
BC056 | 447a/447a
BC057 | 447al447a
BC058 | 447al447a
BC059 | 447al447a
BC060 | 447al447a
BC061 | 447a/447a
BC062 | 447a/447a
BC063 | 447a/447a
BC064 | 447al447a
BCO065 | 447a/447a
BC066 | 447al447a
BC067 | 447al447a
BC068 | 447a/447a
BC069 | 447al447a
BCO70 | 447a/447a
BCO71 | 447a/447a
BCO072 | 447al447a
BCO73 | 447a/447a
BC074 | 447al447a
BCO075 | 447al447a
BCO076 | 447al447a
BCO077 | 447al447a
BCO78 | 447a/447a
BC079 | 447al447a
BC080 | 447al447a
BC081 | 447a/447a
BC082 | 447al447a
BC083 | 447a/447a
BC084 | 447a/447a
BC085 | 447al447a
BC086 | 447a/447a
BCO087 | 447a/447a
BC088 | 447a/447a
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Tabulka 12 — 4. ¢ast: Piehled analyzovanych genotypt a vyslednych skore ADHD dotazniku

Kéd Genotyp ] Skore pro
. Ech)DnR3D%enu Skore pro nepozornost aktivitu-impulzivitu
BC089 | 447a/447a X X
BC090 | 447a/447b 9 6
BC091 | 447a/447b 8 8
BC092 | 447a/447b 6 6
BC093 | 447a/447b 2 3
BC094 | 447a/486 X X
BC095 447a/498 15 21
BC096 447a/498 X X
BC097 | 447a/498 X X
BC098 | 447a/498 X X
BC099 447a/498 X X
BC100 | 447a/498 X X
BC101 | 447b/447b 2 9
BC102 447b/486 X X
BC103 | 447b/498 0 0
BC104 | 447b/498 0 10
BC105 447b/498 0 5
BC106 | 447b/498 X X
BC107 | 447b/498 X X
BC108 | 447b/498 X X
BC109 | 447b/498 X X

X=u daného jedince se nepodafilo ziskat vyplnény dotaznik

V ramci vSech hodnocenych bearded kolii bylo detekovano celkem 5 alel. U Zadného
z jedincu s alelou 486 se nepodatilo ziskat vyplnény dotaznik. Terminologie oznacovani alel
podle jejich velikosti je pievzata z prace Ito et al. (2004). Ziskana data byla zpracovéana
Z hlediska popula¢ni genetiky programem TFPGA. Vysledky hodnoceni jsou prezentovany
v tabulce 13, ktera je rozd€lena na dvé ¢asti — na skupinu psu s vyhodnocenym dotaznikem
a na vSechny psy hodnocené molekularnim markerem. Vzhledem k tomu, Ze tyto dvé skupiny
(V a Q) jsou pouze odrazem ochoty majiteld poskytnout potiebné udaje, nelze z rozdilt
frekvenci alel a heterozygotnosti vyvozovat Zadné zavéry. Pro posouzeni variability plemene
Z hlediska tohoto markeru jsou smérodatnéj$i tidaje plynouci z hodnoceni vSech zvifat.

Pozorovana heterozygotnost byla velice blizka o¢ekavané hodnoté, jeZ by nastala pfi platnosti

Hardy-Weinbergova zakona.
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Tabulka 13: Relativni frekvence alel a heterozygotnost markeru exonu 3 genu DRD4 u

sledovanych jedinct plemene bearded kolie

. Frekvence alel
S 435 | 447a | 447b | 486 | 498 He Ho
\Y/ 109 0,1376 | 0,7110 | 0,0734 | 0,0092 | 0,0688 0,4675 0,4495
Q 65 0,1308 | 0,7615 | 0,0692 | 0,0000 | 0,0385 0,3967 0,3846

n = pocet genotypovanych jedinct,
V = vSichni sledovani jedinci, Q = jedinci s vyplnénym ADHD dotaznikem,
He = ofekavana heterozygotnost, Ho = pozorované heterozygotnost

5.4.2 Hodnoceni ADHD dotazniku

Ke zpracovani se podatilo ziskat 65 vyplnénych dotaznikli (60 %). Skoére pro
nepozornost a aktivitu-impulzivitu bylo vypo¢itano u 33 fen a 32 psi s primérnym vékem 4

roky a 11 mésici. VSichni sledovani psi ziji v domacnosti svych majitelti. Tabulka 14

charakterizuje vysledna skdre obou psychickych vlastnosti.

Tabulka 14: Vysledné skore pro nepozornost a aktivitu-impulzivitu a ziskané pomoci ADHD
dotazniku

Parametr Skdre pro nepozornost Skére pro aktivitu-impulzivitu
Xmin 0 0
P 16 21
x 4,678 6,908
S 3,662 4,057
Vi [%0] 78,298 58,733

Xmin = nejnizsi ziskané skore, xmax = nejvyssi ziskané skore, X = aritmeticky prumér,
s= smérodatnd odchylka, Vi = varia¢ni koeficient

5.4.3 Vztah mezi stupném nepozornosti a polymorfismem markeru exonu 3 genu
DRD4

A. Kategorizace hodnocenych psa podle stupné nepozornosti

Podle vysledného skére pro nepozornost byli jedinci rozdéleni do tiech skupin (A, B
a C). Pro hlubsi analyzu byla vytvofena skupina D vznikla sjednocenim skupin A a B
a skupina E slouc¢enim skupin A a B. Tabulka 15 popisuje relativni frekvenci alel a hodnoty
oc¢ekavanych a pozorovanych heterozygotnosti. Tyto udaje Ize chéapat pouze jako
charakteristiky uméle vytvotrenych skupin A aZ E. Nelze na né pohliZet jako na subpopulace
plemene, protoZze k plemenitbé jsou pouzivani psi bez ohledu na piislusnost ke skupinam.

Z téchto diivodli nemélo smysl ziskané koeficienty heterozygotnosti detailnéji porovnavat.
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Pro nésledujici statistické analyzy byly pouzity frekvence alel. Vlastni statistické zpracovani

bude uvedeno v nasledujici ¢asti diplomové prace.

Tabulka 15: Porovnéni relativnich frekvenci alel a heterozygotnosti markeru exonu 3 genu

DRD4 u jednotlivych skupin stanovenych na zdklad¢ hodnoty skore pro nepozornost

NEPOZORNOST
: ) Frekvence alel
Skupina | Skore | n 435 4472 | 447b 298 He Ho
A <0;2> | 24 | 0,1250 | 0,6667 | 0,1250 | 0,0833 0,5284 0,4167
B <3;8> | 32 | 0,1250 | 0,8438 | 0,0313 | 0,0000 0,2758 0,3125
C <9;18>] 9 | 0,1667 | 0,7222 | 0,0556 | 0,0556 0,4706 0,5556
D (B+C) | <3; 18> 41 | 0,1341 | 0,8171 | 0,0366 | 0,0122 0,3168 0,3659
E (A+B) | <0;8> | 56 | 0,1250 | 0,7679 | 0,0714 | 0,0357 0,3919 0,3571
n = pocet genotypovanych jedinct,
He = ofekavana heterozygotnost, Ho = pozorovanéa heterozygotnost
B. Populacni analyza markeru z pohledu stupné nepozornosti
Pomoci programu TFPGA Dbyla zpracovana shlukova analyza UPGMA

s vyhodnocenim na principu koeficientu podle Rogerse (1972). Vysledky této analyzy jsou
prezentovany v grafu 3. Ciselné koeficienty uvedené u uzla kladogramu vyjadiuji genetickou
vzdalenost mezi uméle vytvofenymi skupinami bearded kolii podle hodnoceni jejich

nepozornosti.

Graf 3: Kladogram UPGMA analyzy markeru exonu 3 genu DRD4 pro nepozornost

Geneticka vzdalenost

| | | | |

| | | | |
.2 15 A 05 0,000
A

0,0722
C
0,1270

B
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Z kladogramu vyplyva, ze minimalni geneticka vzdalenost (0,0722) byla zjisténa mezi
skupinami jedincti A a C, u nichz na zaklad¢ dotaznikl byly zjistény maximalni rozdily ve

stupni nepozornosti.

C. Hodnoceni vlivu frekvence skute¢nych genotypu a alel na zafazeni jedincu do
kategorii podle stupn€ nepozornosti

Distribuce genotypt v jednotlivych skupinich byla porovnana y>-testem. Tabulka 16
podava souhrny prehled o vysledcich neparametrického y?-testu pii porovnavani skupin zvifat
blize charakterizovanych v tabulce 15. Pro analyzy byly pouZity vSechny alely vcetné alel

s minoritnim vyskytem.

Tabulka 16: Porovnani distribuci genotypii markeru exonu 3 genu DRD4 y2-testem
v zavislosti na skupinéach stanovenych na zaklad¢ hodnoty skére pro nepozornost

A - - -
. W’ =17,347 ] ]
P =0,19610
c v?>=5,604  |y°=4,619 ]
P=0,46893 |P=0,20196
2
¥?=9,808 ] ]
D(B+C) |5 _ 13008
2
] ] v? = 8,187
St P = 0,22475
Skupiny A B C

Z tabulky 16 jednoznaéné vyplyva, ze na hladiné vyznamnosti oo = 0,05 nebyly
zjiStény statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni jednotlivych genotypli ani u jedné
z dvojice porovnavanych skupin. Pokud se v této tabulce zamétime na pravdépodobnosti,
kter¢ vyjadiuji stupenn shody frekvenci genotypi mezi skupinami, potom nejnizsi
pravdépodobnost (P = 0,13298) byla zjiStena mezi skupinou A a skupinou D. Pii porovnavani
skupiny A a C je patrnd nejvétsi podobnost (P = 0,46893). Tento vysledek plné koresponduje
s populacni studii zpracovanou programem TFPGA, kterd je prezentovana kladogramem

uvedenym v grafu 3.

Distribuce alel v jednotlivych skupinach byly také porovnany y2-testem. Tabulka 17
podavé souhrnny piehled o vysledcich neparametrického Xz-testu pfi porovnavani skupin

zvirat blize charakterizovanych v tabulce 15.
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Tabulka 17: Porovnani distribuci alel markeru exonu 3 genu DRD4 y>-testem v zavislosti na
skupinach stanovenych na zakladé hodnoty skére pro nepozornost

= - - -
5 x? =9,828* _ -
P = 0,02009
c 7$=0954  [4*=4,218 _
P=0,81226 |P =0,23886
2
¥% = 8,3218* ] ]
D (B+C) |5 -0.03982
2
_ ] % =0,443
E (A+B) P =0,92684
Skupiny A B c

Z tabulky 17 je ziejmé, Ze byly na hladiné vyznamnosti o = 0,05 zjistény statisticky
vyznamne rozdily v zastoupeni jednotlivych alel mezi skupinami A a B, stejné tak jako mezi
skupinami A a D. Ocekavané rozdily mezi skupinami A a C, které se maximalné liSily
Z hlediska vysledkt dotazniku, nebyly na alelické Grovni potvrzeny. Pravdépodobnost shody
pomérnych zastoupeni alel mezi skupinami A a C dosdhla hodnoty P = 0,81226. Tento
vysledek rovnéz odpovida prvotni populaéni analyze, kde podobnost vyjadiena kladogramem

byla rovnéz nejvyssi mezi skupinami A a C.

D. Hodnoceni vlivu poméru alely 447a ku ostatnim aleldm na zafazeni jedinct do
kategorii podle stupné€ nepozornosti

Hejjas et al. (2007b) zjistili statisticky vyznamny vliv alely 3a, které odpovida alela
4473, na stupen aktivity a impulzivity némeckych ov¢aki. Z téchto diivodi byla ziskana data
kategorizovana tak, aby mohl byt ovéfen vliv pomérného zastoupeni alely 447a vici ostatnim
alelam na chovani pst. Frekvence alel zpracovanych podle tohoto schématu jsou uvedeny

v tabulce 18.
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Tabulka 18: Porovnani relativnich frekvenci alely 447a exonu 3 genu DRD4 ku ostatnim
alelam u jednotlivych skupin stanovenych na zaklad¢ hodnoty skore pro nepozornost

NEPOZORNOST
. , Frekvence alel

i 447a ostatni alely

A <0;2> | 24 0,6667 0,3333

B <3;8> | 32 0,8438 0,1563

C <9;18>| 9 0,7222 0,2778
D (B+C) | <3;18> | 41 0,8171 0,1829
E (A+B) | <0;8> | 56 0,7679 0,2321

n = pocet genotypovanych jedinct
V tabulce 19 jsou sumarizovény vysledky statistického hodnoceni y? testem.

Tabulka 19: Porovnéni distribuce alely 447a exonu 3 genu DRD4 ku ostatnim aleldm
Xz-testem v zavislosti na skupindch stanovenych na zaklad¢ hodnoty skére pro nepozornost.

A - - -
E x* = 4,825* ] ]
P = 0,02805
c x?=0,186 ¥?=1,388 ]
P=0,66603 |P=0,23871
2
y2=3,772 ] ]
D(B+C) 15005213
2
i i x~ =0,178
E(A+B) P =0,67324
Skupiny A B C

V této analyze byly na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05 zji§tény statisticky vyznamné
rozdily v zastoupeni pouze mezi skupinami A a B. Skupiny A a B vSak nepfedstavovaly
extrémni rozdily v nepozornosti.

E. Hodnoceni rozdild v prumérné hodnoté vysledného skore pro nepozornost mezi
genotypy 435/447a a 447al447a

Béhem feSeni diplomové prace byla také provedena statistickd analyza pomoci
dvouvybérového t-testu, ktery rovnéz pouzili Hejjas et al. (2007b). Pro tuto analyzu byly
vybrany genotypy vykazujici vyssi ¢etnost nez 15 jedinct. Z tabulky 12 vyplyva, ze tuto nami
stanovenou podminku splnily genotypy 435/447a (16 psu) a 447a/447a (39 pst). Ostatni
kombinace alel byly zastoupeny v minoritnich poctech, a proto nebyly pro analyzy pouzity.
Primérné skore pro nepozornost u genotypu 435/447a bylo 5,0625 a u genotypu 447a/447a

dosahovalo hodnoty 4,5897. Pomoci programu Statistica 8 CZ byl zpracovan dvouvybérovy
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t-test, ve kterém se hodnota testovaciho kritéria rovnala t = 0,4617. Lze tudiz konstatovat, Ze
rozdily mezi praméry skore pro nepozornost genotypu 435/447a a 447a/447a nejsou na
hladiné vyznamnosti o = 0,05 statisticky vyznamné. Vysledek statistické analyzy

dokumentuje rovnéz graf 4.

Graf 4: Krabicovy graf vyjadiujici rozdily mezi primémym skérem pro nepozornost
u genotypt 435/447a a 447a/447a
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5.4.4 Vztah mezi stupném aktivity-impulzivity a polymorfismem markeru exonu 3
genu DRDA4

A. Kategorizace hodnocenych psu podle stupné nepozornosti

Na zéklad¢ vysledného skore pro aktivitu-impulzivitu byli jedinci rozd€leni také do
ttech skupin (A, B a C). Pro detailnéjSi analyzu byla opét vytvofena skupina D vznikla
sjednocenim skupin A a B a skupina E slou¢enim skupin A a B. V tabulce 20 jsou stejné jako
u hodnoceni aktivity uvedeny relativni frekvence alel 1 pozorované a ocekavané
heterozgotnosti. Rovnéz i v tomto piipad¢ je nutné na ziskané koeficienty pohlizet pouze jako
na hodnoty charakterizujici uméle vytvorené skupiny pst. Skupiny A az E nelze z hlediska

genetiky povazovat za populace ¢i subpopulace.
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Tabulka 20: Porovnani frekvenci alel a heterozygotnosti markeru exonu 3 genu DRDA4
u jednotlivych skupin stanovenych na zaklad¢ hodnoty skore pro aktivitu-impulzivitu

AKTIVITA-IMPULZIVITA
: ) Frekvence alel

Skupina | Skore n 435 4473 447b 498 He Ho

A <0;3> | 14 ] 0,1786 | 0,6786 | 0,0714 | 0,0714 | 0,5159 | 0,5000

B <4;9> | 38| 0,1184 | 0,7895 | 0,0789 | 0,0132 | 0,3611 | 0,3421

C <10; 21> | 13 | 0,1154 | 0,7692 | 0,0385 | 0,0769 | 0,4031 | 0,3846
D(B+C) | <4;21> | 51| 0,1176 | 0,7843 | 0,0686 | 0,0294 | 0,3691 | 0,3529
E(A+B) | <0;9> | 52 | 0,1346 | 0,7596 | 0,0769 | 0,0288 | 0,4020 | 0,3846

n = pocet genotypovanych jedinci,
He = oc¢ekavana heterozygotnost, Ho = pozorované heterozygotnost
B. Popula¢ni analyza markeru z pohledu stupné aktivity-impulzivity
Pomoci programu TFPGA byla zpracovana shlukova analyza UPGMA

s vyhodnocenim na principu koeficientu podle Rogerse (1972). Vysledky této analyzy jsou
prezentovany v grafu 5. Ciselné koeficienty uvedené u uzli kladogramu vyjadiuji genetickou
vzdalenost mezi uméle vytvoirenymi skupinami bearded kolii podle hodnoceni jejich aktivity-

impulzivity

Graf 5: Kladogram UPGMA analyzy markeru exonu 3 genu DRD4 pro aktivitu-impulzivitu

Geneticka vzdalenost
| | | | |
| | | | |
N | 075 .05 025 0,000
B
0,0553
C
— 0,0000
A
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Z kladogramu vyplyva, ze minimalni geneticka vzdalenost (0,0553) byla zjisténa mezi
skupinami jedinci B a C. Z hlediska vyhodnoceni dotazniku mtzeme tyto dvé skupiny
vyhodnotit jako vice aktivni a impulzivni. Je tieba vzit v potaz absolutni hodnotu Rogersova
koeficientu, ktery mezi skupinami B a C dosahl hodnoty odpovidajici 5,53% genetické
vzdalenosti. Skupina se od skupin B a C lisila pouze na urovni 9%. Tyto rozdily nelze

povazovat za vysoké.

C. Hodnoceni vlivu frekvence skuteénych genotypu a alel na zafazeni jedincu do
kategorii podle stupné aktivity-impulzivity

Distribuce genotypt v jednotlivych skupinach byla porovnana y>-testem. Tabulka 21
podava souhrny prehled o vysledcich neparametrického y?-testu pii porovnavani skupin zvifat
blize charakterizovanych v tabulce 21. Pro analyzy byly pouZity vSechny alely véetné alel

s minoritnim vyskytem.

Tabulka 21: Porovnani distribuci genotypi markeru exonu 3 genu DRD4 y2-testem
v zavislosti na skupinach stanovenych na zakladé hodnoty skore pro aktivitu-impulzivitu

A - - -
- ° = 4,026 . ]
P = 0,54562
c v? = 3,177 v? = 4,930 ]
P=0,67274 |P=0,42453
2
v? = 4,878 ] ]
D (B+C) |5 - 055055
2
] ] v? = 15,578
=) P =021138
Skupiny A B C

Z tabulky 21 jednoznaéné vyplyva, ze na hladiné vyznamnosti o = 0,05 nebyly
zjiStény statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni jednotlivych genotypli ani u jedné
z dvojice porovnavanych skupin. Piekvapivym zjisténim bylo, ze distribuce genotypt se
nejvice podobala (P = 0,67274) mezi skupinami A a C, které mély byt teoreticky

Distribuce alel v jednotlivych skupinach byly také porovnany y*-testem. Tabulka 22
podéava souhrny piehled o vysledcich neparametrického xz-testu pii porovnavani skupin zvitat

blize charakterizovanych v tabulce 20.
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Tabulka 22: Porovnani distribuci alel markeru exonu 3 genu DRD4 y>-testem v zavislosti na
skupinach stanovenych na zaklad¢é hodnoty skore pro aktivitu-impulzivitu

A - - -
- %’ = 3,305 . .
P = 0,34698
c v*=0,786 v® = 3,152 ]
P=0,85282 |P=0,36871
2
v?=1,957 ] )
D(B+C) |5 - 058137
2
] ] v2=1,756
£ (finE) P = 0,62460
Skupiny A B C

Z tabulky 22 jednoznaéné vyplyva, ze na hladiné vyznamnosti a = 0,05 nebyly
zjistény statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni jednotlivych alel ani u jedné z dvojice
porovnavanych skupin. Statistické hodnoceni zpracované na trovni frekvence alel plné
odpovidalo hodnoceni na urovni genotypi. Maximalni podobnost v distribuci alel byla rovnéz
zjiSténa mezi skupinami A a C (P = 0,85282), kter¢ vykazovaly nejvétsi rozdily

v aktivité-impulzivite.

D. Hodnoceni vlivu poméru alely 447a ku ostatnim aleldm na zafazeni jedincu do
Kategorii podle stupné aktivity-impulzivity

Tento typ zpracovani dat vychazel rovnéz ze zavéru Hejjas et al. (2007b), ktefi zjistili
statisticky vyznamny vliv alely 3a, resp. 447a, na stupen aktivity a impulzivity némeckych
ovCaki. Proto byla ziskand data kategorizovana tak, aby mohl byt ovéfen vliv pomérného
zastoupeni alely 447a vici ostatnim alelam na chovani pst. Frekvence alel zpracovanych

podle tohoto schématu jsou uvedeny v tabulce 23.

Tabulka 23: Porovnani frekvenci alely 447a exonu 3 genu DRD4 ku ostatnim alelam
u jednotlivych skupin stanovenych na zakladé hodnoty skore pro aktivitu-impulzivitu

AKTIVITA-IMPULZIVITA
. . Frekvence alel

i " 447a ostatni alely

A <0; 3> 14 0,6786 0,3214

B <4; 9> 38 0,7895 0,2105

C <10; 21> | 13 0,7692 0,2308
D (B+C) | <4;21> 51 0,7843 0,2157
E(A+B) | <0;9> 52 0,7596 0,2404

n = pocet genotypovanych jedinct,
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V tabulce 24 jsou sumarizovény vysledky statistického hodnoceni y*-testem.

Tabulka 24: Porovnani distribuce alely 447a exonu 3 genu DRD4 ku ostatnim alelam
x’-testem v zavislosti na skupinach stanovenych na zékladé hodnoty skoére pro
aktivitu-impulzivitu

B x> =1378 ] ]
P =0,24041
c %x* = 0,552 x> = 0,047 ]
P =0,45737 |P =0,82850
2
v~ = 1,353 ) )
P (B+C) 1P =0,24481
2
) ) x°=0,011
E (A+B) P = 0,91804
Skupiny A B C

I pfi této analyze nebyly na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05 nalezeny statisticky
vyznamné rozdily v zastoupeni jednotlivych alel ani u jedné z dvojice porovnavanych skupin.
Nejvétsi podobnost (P = 0,91804) byla zjisténa mezi distribucemi alel skupin E a C, které
predstavuji mén¢ aktivni a vyrazng¢ aktivni psy.

E. Hodnoceni rozdilt v prumérné hodnoté vvsledného skore pro
aktivitu-impulzivitu mezi genotypy 435/447a a 447a/447a

Béhem feSeni diplomové prace byla opét provedena statistickd analyza pomoci
dvouvybérového t-testu, ktery pouzili Hejjas et al. (2007b). Pro tuto analyzu byly vybrany
genotypy vykazujici vyssi Cetnost nez 15 jedinct, tj. genotypy 435/447a (16 psu) a 447a/447a
(39 psit). Ostatni kombinace alel byly zastoupeny v minoritnich poctech, a proto nebyly pro
analyzy pouzity. Praimérné skore pro aktivitu-impulzivitu u genotypu 435/447a bylo 6,6875 a
pro genotypy 447a/447a dosahovalo hodnoty 7,0000. Pomoci programu Statistica 8 CZ byl
zpracovan dvouvybérovy t-test, ve kterém se hodnota testovaciho kritéria rovnala t = -0,2826.
| vtomto ptipadé lze konstatovat, zZe rozdily mezi praméry skoére pro aktivitu-impulzivitu
genotypt 435/447a a 447al447a nejsou na hladiné vyznamnosti 0=0,05 statisticky vyznamné.

Vysledek statistické analyzy dokumentuje rovnéz graf 5
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Graf 5: Krabicovy graf vyjadiujici rozdily mezi primérnym skorem pro aktivitu-impulzivitu
u genotypt 435/447a a 447a/447a
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6. DISKUSE

6.1 Pocet hodnocenych zvirat

Pro spravné hodnoceni variability molekularnich markert je zasadni, aby se podatilo
ziskat dostate¢ny pocet vzorkit DNA reprezentativnich pro cilovou populaci. V piipadé pst
se muze jednat o nelehky ukol. Komplikace plynou ptfedev§im z neochoty majiteli
poskytnout vzorek svého psa z nejriznéjSich divodi. Mezi obavy chovatelu patii naptiklad
moznost zneuziti vzorku. Daéle se jednd o strach z poskozeni dobrého jména chovatelské
stanice ¢i konkrétniho chovného jedince. Tomu lze zabranit prezentaci vysledki anonymni
formou. Pocet zpracovanych vzorkli je také limitovan finan¢nimi moznostmi feSitele

a ¢asovou naroc¢nosti projektu.

V praci Schmutz et al. (2002), kteti se za zabyvali efekty gentt TYRP1 a MCI1R na
vysledné zbarveni srsti psi, bylo hodnoceno celkem sto jedincti 29 rtiznych plemen pst. Pri
studii mutace genu CBD103 zpusobujiciho dominantné ¢erné zbarveni srsti vyhodnotili

Candille et al. (2007) vzorky pochazejici od 454 psi 38 plemen.

Pii porovnavani polymorfismu exonu Il genu DRD4 u ¢tyf plemen psi bylo
genotypovano 38 bigli, 30 zlatych retrivr, 40 Seltii a 28 jedinc plemene shiba (Niimi,
2001). Ito et al. (2004) analyzovali v obdobné studii vzorky pochézejici od 1535 piislusnikt
23 rtiznych plemen pst. Nejvice zastoupenym plemenem bylo plemeno shiba se 192 jedinci.
Hejjas et al. (2007b) se zaméfili na studium variability exonu 3 genu DRD4 v ramci jednoho
plemene. Zvolili plemeno némecky ovcak, jehoz chov je po celém svété velmi rozsifen,

a vyhodnotili soubor 241 jedincu.

Variabilita plemene bearded kolie nebyla doposud pomoci vySe uvedenych
molekuldrnich markeri zkoumana. Diky osobnim kontaktim s pfedstaviteli chovatelskych
klubti i jednotlivymi chovateli se pro feseni této diplomové prace podarilo ziskat kolekci
celkem 109 vzorkl od zastupct plemene bearded kolie pochazejicich z riznych evropskych
zemi (Ceska Republika, Slovensko, Némecko, Rakousko, Polsko, Francie, Svycarsko a Velka
Britanie).

Pro hodnoceni vztahu mezi polymorfismem markeru exonu 3 genu DRD4
a psychickymi vlastnostmi pst bylo tfeba ziskat majitelem vyplnény ADHD dotaznik, coz se
podafilo u 65 jedinct (60 %). Hejjas et al. (2007b) m¢li k dispozici tato data o 189

némeckych ovéacich z celkového poctu 241 (78%).
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6.2 lzolace DNA

Pro odbér vzorkii DNA byla vybrana metoda stéru bun¢k z bukalni sliznice pstt pomoci
sterilniho cytologického kartaCku. Tato metoda je zcela neinvazivni a nevyzaduje asistenci
veterinarniho 1ékate. Tento zpiisob odbéru vyzaduje ovladatelnost a dobrou socializaci zvitat.
Standard plemene popisuje bearded kolii jako spolehlivého pracovniho psa, bez znamek
nervozity nebo agresivity, coz se v praxi potvrdilo. Naprostd vétSina zvifat snasela proceduru
bez problému. Sbér vzorkl byl provadén vétSinou na vystavach pst, kde musi byt predvadéni
jedinci zvykli na kontrolu chrupu rozhod¢im. Casto tedy nebyla nutn ani asistence majitele
pfi drzeni psa. DalSi podminkou bylo zamezit zvifeti alespoii dvé hodiny pfed odbérem
pfijimat potravu, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku. Podle Oberbauer et al. (2003) muaze byt
DNA izolovana z cytologickych kartacu skladovana pii -20°C po dobu mnoha let a kazdy
kartacek poskytuje mnozstvi DNA potiebné na vice nez 200 PCR reakci.

Jinou vhodnou metodou, ktera by piipadala v ivahu, je izolace DNA z chlupovych
cibulek. Odbér chlupti by mél byt teoreticky jednodussi zejména u méné krotkych zirat.
U bearded kolii je vSak tento postup obtizny, protoze se chlupy snadno ptetrhnou nebo se
podaii ziskat jen vylinalou srst. V obou ptipadech neobsahuje srst potfebnou chlupovou

cibulkou. Vytéznost ziskané DNA je oproti pfedchozimu postupu mala.

Nejvetsi vytéznosti se dosahuje pii izolaci DNA ze vzorkil krve. Odbér vSak smi
provadét pouze veterinarni 1ékat a jde o invazivni metodu, ktera miZze psa i jeho majitele
stresovat. Navic musi nejprve dojit k oholeni srsti v misté vpichu jehly, coz nepiichazi
u vystavnich jedinci v Ovahu. V avahu by pfichazelo vyuzit ¢ast krve ptvodné odebrané
k diagnostickym Gcelim.

Hejjas et al. (2007b) izolovali DNA pouze z bun¢k bukalni sliznice ziskanych stérem
pomoci cytologického kartacku. Ito et al. (2004) a Niimi et al. (2004) vyuzili vzorky jak
bun€k bukalni sliznice, tak i vzorky krve. Schmutz et al. (2002) navic piipravili CDONA ze
vzorkt kuze odebrané biopsii. Oberbauer et al. (2003) ovétovali moznost vyuziti odsttizenych
kust drapa a zjistili, ze poskytuji mnozstvi DNA dostate¢né pro tisice PCR reakci a navic se
ptvodni tkéan snadno skladuje.

Pro vlastni izolaci genomické DNA byl pouzit kit NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-
Nagel, SRN) s postupem doporu¢enym vyrobcem. Tato metoda je pomérné rychla a DNA
ziskana timto zptisobem byla pouzitelna pro nasledujici PCR analyzy a vykazovala vyborné

parametry kvality i kvantity, coz je patrné z elektroforeogramu na obrazku 5 v kapitole
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Vysledky. Navic zaruCuje na rozdil od tradi¢ni fenol-chloroformové purifika¢ni metody

sterilitu a stabilni slozeni pouzitych roztokd.

Ito et al. (2004) pouzili kit QIAamp (Quiagen, USA). Hejjas et al. (2007b) izolovali
DNA pomoci kitu Gentra DNA Purification kit. Schmutz et al. (2002) a Niimi et al. (2004)
zpusob izolace DNA neuvadéji. Fenol-chloroformovou purifika¢ni metodu pouzili pro izolaci
DNA z ¢&asti tkani vika a kojota Vild et al. (1999).

6.3 Genetika zbarveni srsti u bearded kolii

Zbarveni srsti je vyznamnou soucasti exteriéru psa. Jak uz bylo vySe zminéno,
vyzkumem jednotlivych barevnych variant srsti bearded koliii se na molekularni Grovni
doposud nikdo nezabyval. Standard plemene povoluje v podstaté libovolny odstin ¢erné nebo
hnédé barvy srsti s bilymi znaky v daném rozsahu, pii¢emz pigmentace pysku, okraju vicek
a nosni houby ma odpovidat barvé srsti. Dale se mohou na obo¢i, vnitini strané usi, na licich,
pod kofenem ocasu a na koncetinach objevovat tfislové zbarvené znaky (paleni). VéEtSinou
jsou takto zbarveni jedinci oznacovani jako trikolorni, evidence této barvy je vSak nedusledna,
do plemenné knihy se ¢asto zapisuje pouze barva zakladni, tj. Cernobila, hnédobila, modrobila

a plavobila.

Zminky 0 mozném zpusobu dédi¢nosti zbarveni konkrétn¢ u tohoto plemene se objevuji
v nékolika pramenech. Autofi se vétSinou shoduji, Ze za hnédobilé zbarveni s hnédym nosem
je u bearded kolii zodpovédna recesivni alela b v homozygotni sestavé (Willis, 1989; Collis a
Jones, 1992; Moorhouse, 1993; Rieseberg a McKinney, 1997) a Ze u plemene existuje gen
Casto oznacovany pismenem G, jehoZ dominantni alela zplsobuje postupné svétlani srsti.
Barevny odstin recesivnich homozygota gg zlstava po cely zivot stejny (Willis, 1989;
Isabell, 2002). Spornym bodem je pfedevsim plavobilé zbarveni srsti. Willis (1989) a Isabell
(2002) tvrdi, ze plava barva miize byt zptsobena bud alelou &’ lokusu agouti nebo alelou e
lokusu extension. Willis (1989) se spise ptiklani k prvni varianté (8’) s odkazem na ptvod
plemene. Podle autori majicich zkuSenost s chovem bearded kolii vznika plavé zbarveni
ziedénim hnédé (Collis a Jones, 1992; Moorhouse, 1993; Rieseberg a McKinney, 1997).
Ztedéni je fizené recesivni alelou d lokusu dilution stejnym zptisobem, jakym vznika z ¢erné

strsti modréa (Rieseberg a McKinney, 1997).

Cernobila barva srsti je u bearded kolii nejcastéjsi a udaje o barvach narozenych $téiat
svéd¢i o monogenné dominatnim zplsobu dédi¢nosti. Na rozdil od jinych druhti zvifat je

U pstt dominantni dédicnost ¢erného zbarveni fizena na molekularni Grovni jinak neZ mutaci
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genu MC1R. Pravou pfi¢inou je mutace genu CBD103 kodujiciho protein beta-defensin 103
zpusobujici deleci glycinu (AG23) v druhém exonu (Candille et al., 2007).

Jednim z cilt této diplomové prace bylo potvrdit hypotézu, ze je zbarveni u bearded
kolii kontrolovano pravé timto mechanizmem. Z vysledku je patrné, Ze az na jednu vyjimku,
se u hodnocenych jedinct vSech barev nachazi vzdy homozygotni sestava alel genu CBD103
s deleci tripletu kodujici glycin. Pes, u kterého nebyla v genu CBD103 detekovana delece
glycinu, vykazuje hnédé zbarveni s palenim. Podle Schmutz a Berryere (2007) zavisi barva
psti s genotypem K'/k’ na jejich ASIP genotypu, tudiz by mél byt tento jedinec homozygotni
pro alelu a' zpasobujici eumelanistické (Serné, hnédé, modré nebo plavé) zbarveni s palenim.
V kodujici sekvenci genu ASIP nebyla dosud zjisténa zadna mutace zptisobujici tento fenotyp.
Piedpokladana alela se tedy pravdépodobné 1isi v jedné z oblasti promotoru. Dal$im mozZznym
vysvétlenim je, ze je v genu CBD103 u tohoto jedince pfitomny jiny typ mutace, ktery nebyl
zvolenou technikou detekovan a tato mutace ma stejny efekt — zménénou funkci
beta-defensinu 103.

Mezi hodnocenymi jedinci se vSak nachazeli i tii Cernobili s palenim, u nichz delece
glycinu v genu CBD103 nalezena byla. Je tedy mozné, Ze u tohoto plemene existuje jeste
dalsi mechanismus kontrolujici paleni. Tento znak se velice t€Zko v populaci sleduje, protoze
je jeho evidence nedisledna. Navic neni paleni v dospélosti vétSinou patrné. Zminény
hnédobily pes s palenim byl dosud pouzit v chovu dvakrat a je otcem Sténat v Cernobilé,
hnédobilé a plavobilé barvé bez paleni. Z cernobilych jedinct s palenim byl v chovu pouzit
pouze jeden pes, ktery je otcem 30 $téfat viech barev opédt bez paleni. Stéfiata pochazeji od
péti ruznych fen. Z téchto dat je mozné usoudit, ze v obou piipadech jde o recesivni zptisob
dédicnosti.

Zmutovany protein beta-defensin 103 se vaze na receptor MC1R a brani tim puasobeni
agouti proteinu. Melanocyty proto produkuji pouze ¢erny nebo hnédy eumelanin a nedochazi
Kk tvorbé Zlutého feomelaninu. Tento fakt odporuje teorii Willise (1989) a Isabell (2002), ktefti
se domnivaji, Ze je plava barva fizena alelou @’ lokusu agouti. V ramci vyzkumu Katedry
genetiky a $lechténi FAPPZ CZU byla optimalizovana rovnéz detekce alely e na molekularni
arovni. Pro tyto experimenty byla pouzita plemena psu s typicky ¢ervenou barvou srsti (irsky
setr, pudl apricot). Hodnoceny byly i hnédé a plavé bearded kolie, alela e u nich vsak zjisténa
nebyla. Vzhledem k tomu, Ze detekce alely e nebyla soucasti feSeni mé diplomové prace,

uvadim toto zjisténi pouze jakou dopliujici soucast diskuse. Nejpravdépodobnéjsi se tedy zda
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byt kontrola plavého zbarveni pomoci alely d lokusu dilution zptsobujici #idké rozvrstveni

hnédych granuli pigmentu.

Drogemdiller et al. (2007) objevili mutaci v nekodujicim exonu 1 genu pro melanophilin
(MLPH) vykazujici asociaci se ziedénym zbarvenim u sedmi riznych plemen pst. Bearded
kolie nebyly v ramci této studie zkoumany, a tak neni dosud jasne, zda se tato mutace podili

na vzniku plavobilého a modrobilého zbarveni i u nich.

Ve své praci jsem se dale zaméfila na hodnoceni polymorfismu genu TYRP1 v populaci
bearded kolii. Schmutz et al. (2002) popisuji tii rtizné alely TYRP1. Alela b°® obsahuje
piedcasny stop kodon v exonu 5, u alely b? doslo k deleci jednoho prolinového zbytku rovnéz
vexonu 5 a u alely b® kjednonukleotidové substituci v exonu 2 zplsobujici zdménu
aminokyseliny. Uvadgji, ze jakéakoliv kombinace dvou téchto alel je pfi¢inou hnédé zbarvené
srsti. Vypozorovali totiz, ze se u zadneého z cernych psd, jejichz DNA analyzovali,
neobjevovala vice nez jedna ze zminénych mutaci v heterozygotnim stavu. Z toho usuzuji, ze
pokud jsou v genu TYRP1 u jedince pfitomné dvé rizné mutace, vyskytuji se vétSinou kazda
na jiném homolognim chromozému.

Do mého souboru bearded kolii ale pattilo celkem deset ¢ernobilych nebo modrobilych
jedinct heterozygotnich ve dvou hodnocenych polymorfnich mistech. Tyto mutace u nich
musi tedy byt umistény na jednom z dvojice homolognich chromozdmi. Lokalizaci mutaci z
tohoto pohledu vSak nebylo mozné zvolenym metodickym postupem prokazat. Jedince
s ¢ernou nebo modrou barvou srsti, ktery by mél ve svém genomu vSechny tfi znamé mutace
genu TYRP1 umisténé pravdépodobné na jednom z homolognich chromozémi, se detekovat
nepodatilo. Pro vznik jedince s hnédym zbarvenim je tedy nutné, aby alespon jedna z mutaci

probéhla na obou homolognich chromozémech.

U plemene bearded kolie jsou dle mych vysledkl pfitomny vSechny tii znamé alely
zpusobujici hn&dé zbarveni. Nejéastéji byla hnéda barva srsti zpiisobena alelou b°.
U nékterych jinych plemen, kde jsou hnédi jedinci bézni, se pritomnost vSech tfi alel prokéazat
nepodatila (Schmutz et al., 2002).

V Ceské republice bylo az do roku 2005 chovatelskym fadem piesné dano, které barvy
bylo mozné mezi sebou kiizit a které ne. Cerna barva se mohla kombinovat se viemi
ostatnimi, hnéda se vS§emi barvami krom¢ plavé a modra pouze s ¢ernou nebo hnédou. Plavy
jedinec se mohl pouzit poze ve spojeni s ¢ernym. V soucasné dob¢ tato pravidla jiz neplati
amohou se uskutecnovat spojeni v libovolné kombinaci barev, stejné tak jako v ostatnich

zemich svéta.
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Chovatelé po celém svéte ale Casto vyhledavaji uréita spojeni z pohledu barev vice nez
jind. Vazdova (2003) uvadi, ze v Ceské republice byly mezi lety 1981-2000 nejvice
v rodi¢ovskych parech zastoupeny cernobilé matky (55,7 %) a Cernobili otcové (64,7 %).
Hnédi jedinci se vyuzivali podstatné méné (18,5 % matek a 24,6 % otcll) a nejméné potomkii
mély plavobilé bearded kolie, ptedstavovaly pouhé 3,2 % matek a 1,6 % otct. Z celkového
poctu narozenych $ténat za toto obdobi tvofila ¢erna barva 59,5%, hnéda 23,2%, modra
12,9% a plava 4,4%. Pfic¢in upfednostiiovani konkrétnich barev nad jinymi muze byt hned
nékolik. Ve vystavnim kruhu je nejzadanéjsi barva ¢ernobila (Collis a Jones, 1992; Vazdova
2003). Plavé bearded kolie se vystavuji pouze ziidka. Svéd¢i o tom i fakt, Zze v celé historii
plemene byl v zemi puvodu titul Sampion ud€len pouze jediné plavé bearded Kkolii — fené
Romalia Rafaelle vroce 1984 (Partridge, 2005). Naopak zajemci, ktefi neplanuji $§téné
vystavovat ¢i na ném chovat, Casto preferuji vzacnéjsi barvy, jako je modrd nebo plava.
Z téchto duvoda chovatelé Casto vybiraji chovné pary tak, aby uspokojili momentalni
poptavku. Proto je vyhodné znat u chovnych jedincti genotyp pfislusnych gent ovlivitujicich
zbarveni, ktery lze zjistit naptiklad testovacim kiiZzenim. Zajimava by mohla byt i moznost

ur¢eni genotypu pomoci genetického testu, pokud by byl dostupny.

Vyse uvedené zasahy chovatelti do reprodukce plemene muize naruSovat frekvence alel
hodnocenych markeri. U plemene navic doSlo po druhé svétové valce K takzvanému
bottleneck efektu (efekt hrdla lahve), pifi kterém dochézi k silnému poklesu genetické
proménlivosti v disledku dramatického snizeni velikosti populace (Isabell, 2002). Tento fakt
se pravdépodobné odrazil v nizkych hodnotach heterozygotnosti v lokusech TYRP1-345
a TYRP-41.

6.4 Polymorfismus genu pro dopaminovy receptor D4 (DRD4) a jeho vztah
k chovani psi

DRD4 je gen, jehoz produkt ovliviiuje postsynaptické plisobeni dopaminu. U mnoha
druhti savcil vykazuje vysoky stupent polymorfismu a patii mezi kandidatni geny ovliviujici
psychické vlastnosti lidi i zvifat. U psi se podafilo detekovat VNTR polymorfismus v exonu
3 (Niimi et al., 1999) a bodovy polymorfismus v exonu 1 (Ito et al., 2004) a intronu 2 (Nara
et al., 2005).

Z osmi zndmych alel exonu 3 genu DRD4 se u bearded kolii podafilo detekovat celkem
pét. Ito et al. (2004) pozorovali u kazdého z 23 hodnocenych plemen vyskyt dvou az sedmi
alel, u zddného z nich vsak nebylo pfitomno vSech osm. Nejvice riznych alel bylo pfitomno u

plemene shiba. Toto japonské plemeno je znamé svoji vysokou genetickou diverzitou (Niimi
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et al.,, 2001). Nejmén¢ alel bylo nalezeno u papilont. U celkem sedmi plemen byly
detekovany tfi razné alely, do této skupiny patfila i pocetna plemena, jako naptiklad zlati
retrivii, labradorsti retrivii, mali knira¢i a toy pudlové. Z pohledu poctu alel se tedy zda byt

variabilita tohoto lokusu u bearded kolii lehce nadprimérna.

Pozorovana heterozygotnost (0,4495) byla velice blizkd ocekavané hodnoté (0,4675),
kterd by nastala pii platnosti Hardy-Weinbergova zakona. V praci Ito et al. (2004), ktera se
zabyva rozdily v distribuci alel exonu 3 genu DRD4 u 23 plemen pst, se hodnoty o¢ekavané
heterozygotnosti pohybovaly od 0,149 do 0,745. Niz$i hodnota heterozygotnosti muze byt
opét odrazem bottleneck efektu, k némuz u plemene doslo po druhé svétové valce (Isabell,
2002). Podle Parker et al. (2004) dosahovala o¢ekavana heterozygotnost u plemene bearded
kolie spocitand na zakladé¢ frekvence alel 75 SNP osmé nejnizs$i hodnoté z celkem 60

hodnocenych plemen.

Nejvyssi frekvenci vyskytu vykazovaly u bearded kolii alely 447a (0,7110) a 435
(0,1376). Alely 447b a 498 byly zastoupeny podstatné méné a nejnizsi Cetnost byla
pozorovana u alely 486 (0,0092). Ito et al. (2004) ptisuzuji plemenim s vysokou frekvenci
alel 435 a 447a okcidentalni pivod. Orientalni plemena maji podle né&j vyssi zastoupeni alel
447b, 498 a 549. Toto zatazeni se zda byt odpovidajici, protoze bearded kolie nepatii mezi
plemena vytvoiena v pomérné blizké minulosti a vyvijela se na Uzemi Velké Britanie

pfirozené po mnoho stoleti (Moorhouse, 1993).

Ito et al. (2004) dale uvadéji, ze skupina s vyssi Cetnosti alel 447b, 498 a 549
dosahovala vyssiho primérného skore pro agresivitu a niz§iho skore pro reaktivitu nez
skupina s vysokou frekvenci alel 435 a 447a. | v tomto ptipadé lze s autorem souhlasit,
protoze podle plemenného standardu maji byt bearded kolie pozornym, aktivnim, spolehlivym
a inteligentnim pracovnim psem, bez znamek nervozity nebo agresivity. Zadny z mnou
hodnocenych psii navic neprojevil pifi odbéru vzorka bukalni sliznice sebemens$i naznak
agresivity.

Pro posouzeni povahovych vlastnosti hodnocenych bearded kolii byl pouzit ADHD
dotaznik upraveny a validovany pro majitele psi (Vas et al., 2007), ktery byl pro tyto ucely
pouzit v pracich Hejjas et al. (2007b) a Hejjas et al. (2007a). Primérné skore pro nepozornost
dosahovalo hodnoty 4,678 a pramér skore pro aktivitu-impulzivitu byl 6,908. Velice podobné
hodnoty ziskali u némeckych ov¢aku i Hejjas et al. (2007b). Tito autofi rozdé€lili hodnocené
némecké ovEaky na zékladé vlivu riznorodych podminek prostfedi odchovu do dvou skupin

na psy ,policejni a psy ,,mazlicky”“. VSechny bearded kolie vSak byly odchovavané za
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podobnych podminek, Ziji v domacnosti svych majiteli a nejsou vyuzivany pro pracovni
ucely, proto je nebylo tieba z tohoto pohledu délit do skupin.

Hejjas et al. (2007b) zaznamenali vyznamné vy$si skoére pro aktivitu-impulzivity
u policejnich némeckych ovc¢aki, kteti méli alespon jednu alelu 447a. Tento rozdil nebyl u
psti zatazenych do skupiny ,,mazlicki“ pozorovan, coz si vysvétluje plisobenim riznorodych
vnéjSich podminek prosttedi, jako je naptiklad ptistup majitele, kvalita vycviku a podobné.
U policejnich psu jsou ¢asto podminky odchovu i vycviku jednotné. V nésledujici studii
provedené na belgickych ovcacich se vSak vliv genotypu na vysledné skére pro aktivitu-

impulzivitu ani nepozornost neprokazal (Hejjas et al., 2007a).

Z kapitoly Vysledky je patrné, ze také u bearded kolii zadna ze zvolenych statistickych
analyz neprokdzala vztah mezi stupném nepozornosti ¢i  aktivity-impulzivity
a polymorfismem markeru exonu 3 genu DRD4. Oc¢ekavané rozdily v zastoupeni genotypi ¢i
alel mezi skupinami jedinct, které se maximaln¢ lisily z hlediska vysledkt dotazniku, nebyly
na hladiné vyznamnosti a = 0,05 pozorovany. Vliv na chovani bearded kolii nebyl prokazan
ani pii porovnani pomérného zastoupeni alely 447a vici ostatnim alelam. Mezi jedinci
snejvetsimi  rozdily ve stupni nepozornosti a aktivity-impulzivity byla dale pomoci
Rogersova koeficientu zjisténa minimalni geneticka vzdalenost. Dale byl ovéfen vliv
pomérného zastoupeni alely 447a vuc¢i ostatnim aleldm na chovéani pst. Rozdily mezi
pruméry skore pro nepozornost ani mezi praméry skore pro aktivitu-impulzivitu nebyly
u genotypt 435/447a a 447a/447a na hladiné vyznamnosti o = 0,05 statisticky vyznamné.

| vpfipadé lidi byl v nékterych studiich polymorfismus genu DRD4 asociovan
S psychickymi vlastnostmi ¢i (Ebstein et al., 1996; Benjamin et al., 1996, Faraone et al.,
2005), zatimco jiné prace tento vztah vyvraceji (Castellanos et al., 1998; Vandenbergh et al.,
1997). Pozornost je zaméfena i na jiné kandidatni geny souvisejici s dopaminovym,
noradrenalinovym a serotoninovym neurotransmiternim systémem. Jde predevs§im o geny pro

transportéry a receptory téchto transmiterd a geny pro nékteré enzymy (Drtilkova et al.,

2007).

Hejjas et al. (2007a) identifikovali VNTR polymorfismus u pst v genech pro tyrosin
hydroxylazu (TH), dopaminovy transportér (DAT) a dopamin-betahydroxyldzu (DBH). Z
vysledkt autorky vyplyva, Ze existuje asociace mezi polymorfismem exonu 1 genu DRDA4,
genu DBH a DAT a nepozornosti u plemene belgicky ovcak tervueren. Van den Berg et al.
(2005) studovali strukturu a variabilitu tfi genti serotoninového neurotransmiterniho systému

u pst — genu pro serotoninovy receptor 1A (htrlA), genu pro serotoninovy receptor 2A
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(htr2A) a genu pro serotoninovy transportér (sic6A4). Abnormality metabolismu serotoninu
v mozku by mohly byt pfi¢inou agresivniho chovani u pst.

Ze soucasnych poznatki vyplyva, ze K variabilité chovani pst a rozmanitosti jejich
psychickych  vlastnosti pravdépodobné ptispivaji polymorfismy vétsiho mnozstvi
kandidatnich gent. Nelze ale opomenout vliv interakce s faktory vnéjsiho prostiedi, jako je

naptiklad zpasob chovu, vyzivy, socializace a vycviku.
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7. ZAVER

Béhem feSeni diplomové prace byly ziskany vysledky jak metodického, tak i védeckého
charakteru. Mezi dulezit¢é metodické vysledky je mozné zaradit vSechny vystupy
optimalizacnich experimentl, které byly nezbytné pro detekci konkrétnich alel vsech
studovanych gent. Zavéry vyplyvajici z metodické ¢asti diplomové prace je mozné shrnout

do nasledujicich bodu:

e |zolace pomoci kitu NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel, SRN) se ukazala byt
vhodnou metodou zisku DNA v potiebné kvalité i kvantité¢ pro nasledné detekce
polymorfismu studovanych gend.

e Dvojice navrzenych PCR markerti umoznila jednozna¢né detekovat trinukleotidovou
deleci v CBD103 genu. Sekvena¢ni analyzou bylo potvrzeno, ze se opravdu jedna
o deleci tripletu kédujiciho glycin.

e Metoda PCR SSCP byla vhodnym néastrojem pro odliSeni alel se substituci v exonu 2
lokusu TYRP1, kterou nelze identifikovat pomoci restrik¢niho $té€peni. Na zakladé
konforma¢niho polymorfismu jednovldknové DNA byly detekovany dvé alely, které
v interakcich s ostatnimi mutacemi genu TYRP1 prokazatelné ovliviiovaly vysledné
zbarveni srsti bearded kolii.

e Pro amplifikaci PCR markeru jednotlivych alel exonu 3 genu DRD4 byla pouzita Pfu
polymerédza v kombinaci s 7-deaza-dGTP, coz se ukazalo byt nezbytné pro amplifikaci
fragmentu s tendenci vytvaret sekundarni struktury.

e Pro detekci jednotlivych alel exonu 3 genu DRD4 bylo nutné pouzit sekvenaéni

elektroforézu a amplikony separovat v denatura¢nim prostiedi.

Vyse uvedené metodické zavéry byly nezbytnym predpokladem pro nasledné hodnoceni
vzorku populace bearded kolii a pro ovéteni vSech hypotéz zminénych v kapitole 2 této

prace. Tyto védecké vysledky jsou shrnuty v nésledujicich bodech:

e U vSech 109 hodnocenych pst, s vyjimkou jednoho, byla zjisténa piitomnost delece tii
nukleotidd v genu CBD103 vedouci ke vzniku dominantniho eumelanistického
zbarveni srsti. Mutace byla u vSech jedinct pfitomna v homozygotni sestave. Tento

vysledek odpovida chovatelské praxi, kde se u plemene bearded kolie nevyskytuje
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Zluté ani vlkosedé agouti zbarveni. Jedina vyjimka se tykala hnédého psa s palenim,
ktery mohl byt teoreticky nositelem jiného typu mutace CBD103 genu.

Byla prokézana asociace kombinace tii kauzalnich mutaci TYRP1 genu s ¢ernym,
resp. hnédym eumelanistickym zbarvenim. Ziskané vysledky pIn¢ korespondovaly
i s rodokmeny hodnocenych zvitat, popiipadé se zbarvenim srsti jejich potomkd.
Vysledkem populaéni studie bylo zjisténi, Ze u markerdt TYRP-345 a TYRP-41 doslo
Kk snizeni heterozygotnosti, coz lze vysvétlit poklesem genetické variability vlivem
efektu hrdla 1dhve, k némuz u plemene doslo po druhé svétové valce

V ramci hodnoceného vzorku populace bearded kolii bylo nalezeno celkem 5 riiznych
alel exonu 3 genu DRD4, pticemz alely 447a a 498 se vyskytovaly pouze
s minoritnimi frekvencemi. Nejvyssich Cetnosti dosahovaly alely 435 a 447a, coz lze
povaZzovat za typické pro evropska plemena psii.

Na zédkladé dotaznikového Setfeni byl charakterizovan stupeni nepozornosti
a aktivity-impulzivity u 65 pst, jejichz majitelé byli ochotni spolupracovat na
vyzkumu genetické determinace chovani bearded kolii. Pomoci neparametrického %
testu ani dvouvyb&rového t-testu nebyla potvrzena statisticky vyznamna zavislost
mezi frekvenci alel, resp. genotypu a vyslednym skorem jak pro nepozornost, tak i pro

aktivitu-impulzivitu.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

oMSH
ADHD
AK
ASIP
bp
BSA

cAMP
CBD103
CBD1034G23

cDNA

CFA
DAT
dATP
DBH
dCTP
dGTP
DHI
DKK1
DNA
dNTP
DOPA
DQ
DRD4
dTTP
EDTA
ER1

FAPPZ CZU

F-primer
He

Ho
htr1A
htr2A
MCI1R
MITF
MLPH
mMRNA
PCR

RFLP

SSCP

melanocyty stimulujici hormon

hyperkineticky syndrom s poruchou pozornosti
aminokyselina

agouti signal peptid

pocet parti bazi v molekule nukleové kyseliny
bovinni sérovy albumin

cyklicky adenosinmonofosfat
beta-defensin 103
dominantni alela genu CBD103 s deleci glycinu

molekula DNA ziskana reverzni transkripci z molekuly RNA

(Complementary DNA)
autosomalni chromozém psa

dopaminovy transportér
deoxyadenosin-5"-trifosfat
dopamin-betahydroxylaz
deoxycytidin-5"-trifosfat
deoxyguanin-5"-trifosfat
5,6-dihydroxyindol

dickkopf 1

deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotid-5"-trifosfat (obecné)
3,4-dihydroxyfenilalanin
dopachinon

dopaminovy receptor D4
deoxytymidin-5"-trifosfat

disodna siil kyseliny etylendiamintetraoctové

endothelin 1
Fakulta agrobiologie, potravinovych a ptirodnich zdroju
Ceské zeméd¢lské univerzity v Praze

pfimy primer

ocekéavana heterozygotnost

pozorovana heterozygotnost

serotoninovy receptor 1A

serotoninovy receptor 2A

melanocortin 1 receptor

microphtalmia-associated trancription factor
melanophilin

messenger RNA, tézZ medidtorova nebo informacni RNA

polymerazova fetézova reakce

metoda vyuzivajici délkového polymorfismu restrikénich
fragmentli analyzované DNA

polymorfismus konformace jednofetézcové DNA

(single strand conformation polymorphism)
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Pfu

PKA

R96C
R-primer
SILV
slc6A4
SSDNA
Taq

TBE
TFPGA
TH

Tli

TYRP1
TYRP2
TYRP1-331
TYRP1-345
TYRP1-41

UPGMA

Vi
VNTR

termostabilni polymeraza pochéazejici z Pyrococcus furiosus
proteinkinaza A

recesivni alela ASIP

zpétny primer

gen kodujici protein Pmel 17

serotoninovy transporter

jednotetézcova molekula DNA (Single Stranded DNA)
termostabilni polymeraza pochazejici z Thermus aquaticus.
tris-boratovy pufr (Sambrook et al., 1989)

program Tools For Population Genetic Analyses

gen pro tyrosin hydroxylazu

termostabilni polymeraza pochazejici z Thermococcus litoralis
tyrosinase-related protein 1

tyrosinase-related protein 2

marker exonu 5 genu TYRP1

marker exonu 5 genu TYRP1

marker exonu 2 genu TYRP1
shlukové analyza
(Unweighted Pair Group Method for Arithmetic Averages)

varia¢ni koeficient
variabilni pocet tandemovych repetic
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PRILOHY
Piiloha €. 1 - Plemenny standard

Bearded kolie (FCI standard ¢. 271 z 1. 12. 1989)

Skupina: 1
Sekce: 1 - ovéaci
Zemé puvodu: Velka Britanie / 24. 06. 1987

Celkovy vzhled: stihly, slachovity, aktivni pes; jeho délka piesahuje kohoutkovou
vysku zhruba v poméru 5 : 4 méfeno od predniho okraje prsni kosti az po vrchol sedaci kosti.
Feny mohou byt ponckud delSi. Pies robustni stavbu téla by mél byt pes postaven dostatecné
vysoko a nemél by pusobit tézkym dojmem. Charakteristickym znakem tohoto plemene je
¢ily a zvidavy vyraz.

Charakteristika: pozorny, ¢inorody, sebejisty a aktivni pes.

Povaha: spolehlivy, inteligentni pracovni pes, bez znamek nervozity nebo agresivity.

Hlava a lebka: hlava ve spravném poméru k velikosti téla. Lebka Siroka, plocha
a kvadraticka. Vzdalenost mezi stopem a tylnim hrbolem odpovida Sifce hlavy mezi otvory
usi. Tlama je silna a jeji délka odpovida vzdalenosti stopu od tylniho hrbolu. Plusobi celkovym
dojmem psa se silnou tlamou a lebkou, jeZ poskytuje velky prostor pro mozek. Piiméfeny
stop. Nosni houba velka a kvadratickd, vétSinou Cernd, u modrych a hnédych pst vSak
obvykle odpovida barvou barvé srsti. Nosni houba a pysky jednobarevné, bez tecek nebo

skvrn. Pigmentace pyskl a okraju vicek odpovida barvé nosni houby.

OC¢i: barevnym tonem jsou sladény s barvou srsti. Siroko posazené a velké, mékkeé
a laskyplné, nevystupuji. Oboc¢i klenuté nahoru a doptedu, jeho délka vSak neni takova, aby
piekryvalo oci.

USi: stiedn¢ velké a visici. Pfi vzbuzené pozornosti se jejich nasazeni zvedne az na
uroven temene, nesmi se vSak presahovat. Diky nim se zda lebka Sirsi.

Tlama / skus: zuby velké a bilé. Silné celisti, pokud mozno se dokonalym
pravidelnym a uplnym nizkovym skusem, pfi¢emZ horni fada fezdkl ptesahuje t&€sné pies
dolni fadu a zuby jsou v Celistech posazeny Sikmo. Klestovy skus je povolen, ale neni
zadouci.

Krk: ptimétené dlouhy, svalnaty a lehce klenuty.



Hrudni koncetina: plece uloZzené dobfe Sikmo nazad. Koncetiny rovné a svislé, se
silnymi kostmi, celé pokryté chundelatou (hunatou) srsti. Pfedni nadprsti lehce pruzné, ale

bez znamek slabosti.

Trup: Délka hibetu plyne z délky hrudniho kose, ne z délky beder. Hibet rovny, Zebra
dobie klenuta, ale ne sudovita. Bederni partie silnd, hrudni kos hluboky, se spoustou mista pro

srdce a plice.

Panevni kondetina: dobie osvalené se silnymi lytky, dobfe whlenymi koleny
a hluboko postavenymi hlezny. Zadni nadprsti je v pravém uhlu k podlozce a v normalnim
postoji se nachazi na svislici, spusténé z vrcholu sedaci kosti.

Tlapy: ovalné sdobie vyplnénymi pruznymi polStaiky. Prsty klenuté a dobie
uzaviené, dobie kryté srsti i mezi polstarky.

Ocas: hluboko nasazeny, bez zalomku a nezatoceny, tak dlouhy, aby posledni obratel
ocasu dosahoval nejméné k hleznu. Ve stoji nebo v pohybu nizko neseny se Spickou,
oto¢enou vzhuru, pfi rychlejSim pohybu i rovné neseny. Nikdy nenesen nad hibetem. Pokryt
bohatou srsti.

Chody / pohyb: plynuly, stejnomérny, pruzny a prostorny i pfi minimalni vynaloZzené
namaze.

Osrsténi: dvojité, s jemnou, hunatou a hustou podsadou. Kryci srst hladka, tvrda, silna
a hunata. Kryci srst neni vInita ani kucerava, ttebaze velmi lehka zvlnénost je povolena. Délka
a hustota srsti dostacuje k tomu, aby poskytovala ochranu a dobfe uplatnila tvary psa, nesmi
vSak byt tak bohatd, aby stirala pfirozené linie téla. Srst se nesmi nijak zkracovat. Hibet nosu
je pokryt srsti spofe, srst je po stranadch ponckud delsi a staci praveé tak k pokryti pyskl. Na
licich, dolnich pyscich a na brad¢ se délka srsti smérem k hrudi prodluzuje a tvofii typicky
VOUS.

Barva: btidlicové Seda, rezavé plava, Cerna, modrd, vSechny odstiny Sedé, hnédé
a piskové, s bilymi odznaky nebo bez nich. Jsou-li v osrsténi bilé znaky, vyskytuji se na
tlamé, jako lysinka na temeni, na $pi¢ce ocasu, na hrudi, na bézich a na tlapach. Ma-li jedinec
bily limec, nesmi nasazeni bilé srsti piesahovat pies plece. Bild by se na vnéjsi strané
panevnich koncetin neméla vyskytovat nad hlezny. Lehce tfislov€é zbarvené znaky jsou
povoleny na obo¢i, vnitfni stran¢ us$i, na licich, pod kofenem ocasu a na koncetinidch na

pfechodu mezi bilou a zakladni barvou.



Velikost / hmotnost: Idealni kohoutkova vyska: psi: 53 az 56 cm

feny: 51az53 cm
Pfi hodnoceni by méla mit pfednost celkova kvalita a proporce, ptehnané odchylky od
idedlni velikosti by se v§ak nemély podporovat.
Vady: Vsechny odchylky od vy$e uvedenych bodl by se mély posuzovat jako vady,
jejichz hodnoceni musi byt v piesném poméru k velikosti odchylky.
Poznamka: psi musi vykazovat dvé viditelné normalné vyvinuta varlata, nachazejici

se zcela v Sourku.



Priloha €. 2 - Odbér vzorku DNA ze sliznice dutiny astni

Obréazek 17 - Odbér vzorku DNA ze sliznice dutiny tstni - provadi se vytérem sliznice dutiny ustni
minimaln¢ dvé hodiny po piijmu krmiva, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku. Rukou zdvihneme horni

pysk psa a kartacek ptiloZime na vnitini stranu pysku psa.

Obréazek 18 - Odbér vzorku DNA ze sliznice dutiny ustni - horni pysk poté pustime tak, aby
kartacek zhstal mezi vnitini stranou pysku a dasni. KartaCkem pohybujeme asi 20 — 30krat tam a zpét

a zaroveinl s nim pomalu otac¢ime.




Piiloha ¢. 3 — Agardzova gelova elektroforéza

Priprava agar6zového gelu:

1.

Odvazit potiebné mnozstvi agardzy (Serva, SRN, pro molekularni biologii) podle
pozadované koncentrace gelu.

Rozpustit ve 250 ml pufru 1XTBE v Erlenmayerové batice s Uzkym hrdlem.
Rozvaftit v mikrovinné troubé.

Na magnetickém michadle ochladit na teplotu 60°C a poté ptidat 12,5 ul zasobniho
roztoku ethidium bromidu (Sigma, USA) a diikladn¢ rozmichat.

Naplnit gelovou vanu, jejiz Celni stény byly utésnény v odlévacim stojanu

Ponechat polymerizovat pfi laboratorni teploté 1 hodinu.

Poznamka: VeSkeré operace s roztokem ethidium bromidu a s gelovym roztokem, ktery

ethidium bromid obsahuje, je nutno provadet v ochrannych latexovych rukavicich.

Priprava vzorku pro separaci

1.
2.

0,7 pl vzorkového pufru
10 pl PCR produktu odebraného pod hladinou mineralniho oleje nebo shodny objem
izolované DNA fedéné na koncentraci 100pug.pl™

dikladné promichat v mikrozkumavce o objemu 0,5ml

Sestaveni elektroforetické cely a naneseni vzorku

1.

Z polymeryzovaného gelu odstranit hieben a gel i s nosi¢em vyjmout z odlévaciho
stojanu

Gel 1 s nosi¢em vlozit do elektroforetické vany.

Prevrstvit 1500ml elektrodového pufru (hladina pufru musi byt ptiblizn€ 2mm nad
povrchem gelu).

Specialné vyclenénou pipetou nanaset pfipravené vorky pod hladinu pufru.

Poznamka: Veskeré operace s gelem a elektrodovym pufrem, ktery obsahuje ethidium

bromid, a vlastni nanaSeni vzrki je nutno provadét vzdy v ochrannych latexovych rukavicich.



Roztoky a jejich sloZeni:

Vzorkovy pufr (Sambrook et al., 1989)
- 0,25 % bromfenolové modfi - sodna stl (Serva, SRN)
- 0,25 % xylencyanolové modfi FF (Sigma, USA)
- 15,0 % ficolu (Sigma, USA)
- v§e rozpustit ve sterilni 2x deionizované H,O

- uchovéavat pii 4°C

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

- uchovévat pii 4°C

IXTBE pufr (Sambrook et al., 1989)
- nafedit 10xTBE pufr 1x deionizovanou H,O

- uchovévat pii 4°C

Zasobni roztok ethidium bromidu (Sambrook et al., 1989)
- 10 mg ethidium bromidu (Sigma, USA)
- 1 ml sterilni 2x deionizované H,0O
- pfi pfipravé a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

- uchovavat ve tmé pii teploté 4°C

Elektrodovy pufr
- 1500 ml 1XTBE
- 75 ul zésobniho roztoku ethidium bromidu
- pfi pfipravé a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

- puft je urcen pro okamzité pouziti.



Priloha €. 4 — Sekvenacni elektroforéza

Priprava vzorku pro separaci

1.
2.

3.

5 ul PCR produktu

5 ul denatura¢niho nanaseciho pufru podle Benbouza et al. (2006).

Vlastni denaturace probihala pfi teploté 96°C po dobu 5 minut. Denaturované vzorky

byly okamzité¢ umistény na led a uchovavany v mrazéku az do nandseni na separacni

gel.

Priprava sekvenacni cely Sequi-Gen GT (Bio-Rad, USA)

© N o a k~ w D

Samostatné sklo elektroforézy se osetii roztokem Silanu
(3-(metakryloxypropyl)-trimethoxysilan).

Na druhé sklo s pufrovou komorou se nanasi 1ml roztoku Sigma-Cote (Sigma, SRN).
Sestaveni sekvenacni cely.

Naliti gelového roztoku a zasunuti hiebenu.

Polymerizace gelu trva pfiblizné 1,5 hodiny.

Naplnéni elektroforézni cely 1x TBE pufrem a zahtati gelu na teplotu 50°C.
Nanaseni vzorkt o objemu 5 pl.

Elektroforeticka separace po dobu 7 hodin pii konstantni hodnot¢ vykonu 70 W.

Barveni sekvenac¢niho gelu

Barveni sekvenacniho gelu se provadi s gelem ptichycenym na skle v disledku aplikace

silaniza¢niho roztoku.

1.

o ok~ w N

Fixace fragmentli DNA na gel inkubaci ve fixa¢nim roztoku po dobu 5 minut za
mirného tfepani.

Inkubace skla s gelem v barvicim roztoku po dobu 7 minut.

Opléchnuti gelu 1x deionizovanou vodou.

Vyvijeni gelu v roztoku vyvojky dokud nejsou patrné fragmenty DNA (cca 10 minut).
Zastaveni vyvijeci reakce inkubaci ve fixaénim roztoku po dobu 5 minut.

Vysu$eni gelu na skle a nasledna digitalizace.



Roztoky a jejich sloZeni:

Denaturaéni nanaseci pufr podle Benbouza et al. (2006)
40 ml obsahuje:

38,19 ml formamidu (99,5%)

400 pl 1M NaOH

1,41 ml sterilni 2x deionizovana H,O

20 mg bromfenolové modii - sodna stl (Serva, SRN)

20 mg xylencyanolové modii FF (Sigma, USA)

Silanizacni roztok
1 ml ¢istého nedenaturovaného ethanolu (96%)
5 ul ledové kyseliny octové (99%)
3 ul Silanu (3-(metakryloxypropyl)-trimethoxysilan)

Roztok na pripravu 6 % polyakrylamidového denaturaé¢niho gelu
100 ml roztoku obsahuje:
15 ml 40% smé&si s pomérem akrylamidu : bis-akrylamidu 19:1
10 ml 10x TBE
42 g mocoviny (vysledna koncentrace mocoviny je 8 M)
Aby doslo k polymerizaci, je nutné pii konecné ptipravée pridat:
833 ul 10% persiranu amonného
50 pl Temedu

Poznamka: pfi pfipravé a manipulaci pracovat v ochrannych latexovych rukavicich

Fixa¢ni roztok podle Benbouza et al. (2006)
5 ml ledové kyseliny octové
100 ml ¢istého nedenaturovaného ethanolu (96%)

895 ml 1x deionizovana H,0O

Barvici roztok
1,5 g AgNO3
1000 ml 1x deionizované H,O
Tésné pied pouzitim ptidat 3 ml formaldehydu

Poznamka: pfipravit vzdy Cerstvy, pouzivat vzdy ochranné latexové rukavice



Piiloha €. 5 — Metoda PCR-SSCP

Priprava vzorku pro separaci

1.
2.

3.

7 ul PCR produktu

7 ul denatura¢niho nanaseciho pufru podle Benbouza et al. (2006).

Vlastni denaturace probihala pfi teploté 96°C po dobu 5 minut. Denaturované vzorky

byly okamzité¢ umistény na led a uchovavany v mrazéku az do nandseni na separacni

gel.

Priprava gelu, systém DCode (Bio-Rad, USA)

o~ o

Sestaveni dvojice skel predstavujicich formu pro odliti gelu.

Ptiprava gelového roztoku a zasazeni hiebend.

Polymerizace gelu po dobu pfiblizn¢ 1 hodinu.

Nanaseni vzorktl o objemu 14 pl.

Separace v 0,5 x TBE pii konstantni teploté 4°C po dobu 4 hodin pii konstantni
hodnoté vykonu 30 W.

Barveni sekvenacniho gelu

Po ukonceni separace provedeme samostatné barveni gelu bez skla nasledujicim zptisobem:

1.

IS

Fixace fragmentli DNA na gel inkubaci ve fixa¢nim roztoku po dobu 5 minut za
mirného tiepani.

Inkubace skla s gelem v barvicim roztoku po dobu 7 minut.

Opléchnuti gelu 1x deionizovanou vodou.

Vyvijeni gelu v roztoku vyvojky dokud nejsou patrné fragmenty DNA (cca 10 minut).
Zastaveni vyvijeci reakce inkubaci ve fixa¢nim roztoku po dobu 5 minut.

Obarveny gel je inkubovan po dobu 3 hodin v 30% roztoku glycerolu a nasledné je

vysuSen mezi dvéma celofanovymi foliemi

Roztoky a jejich sloZeni:

Denaturacni nanaseci pufr podle Benbouza et al. (2006)

40 ml obsahuje:

38,19 ml formamidu (99,5%)
400 pl 1M NaOH



1,41 ml sterilni 2x deionizovana H,O
20 mg bromfenolové modfi - sodna stl (Serva, SRN)

20 mg xylencyanolové modii FF (Sigma, USA)

Zasobni roztok na pripravu 8 % polyakrylamidového nedenaturacniho gelu
240 ml roztoku obsahuje:
48 ml 40% smési s pomérem akrylamidu : bis-akrylamidu 37,5:1
12 ml 10x TBE
24 ml glycerolu (vysledna koncentrace glycerolu je 10%)
Aby doslo k polymerizaci, je nutné pti kone¢né ptiprave pridat:
2400 pl 10% persiranu amonného
240 ul Temedu
Doplnit 1x deionizovanou H,O do objemu 240 ml.

Poznamka: pfi ptipraveé a manipulaci pracovat v ochrannych latexovych rukavicich

Fixac¢ni roztok podle Benbouza et al. (2006)
5 ml ledové kyseliny octové
100 ml ¢istého nedenaturovaného ethanolu (96%)

895 ml 1x deionizovana H,O

Barvici roztok
1,59 AgNO3
1000 ml 1x deionizované H,O
Tésné pred pouZitim piidat 3 ml formaldehydu

Poznamka: ptipravit vzdy Cerstvy, pouzivat vZdy ochranné latexové rukavice



Priloha ¢. 6 - ADHD dotaznik validovany pro majitele psi

Otazky v dotazniku jsou zaméfeny na schopnost psa se soustiedit a jeho aktivitu a impulzivitu.

Jméno psa (dle PP):

Pohlavi: opes 0O fena

Dotaznik pro majitele psi, kterym byl odebran vzorek DNA

Datum narozeni psa:

P1,'0s1m y’y%nacte} a,l_( casto projevuje Vas pes Nikdy | Obias | Casto Yelmi
néasledujici chovani: ¢asto
Muj pes ma potize s u€enim, protoze je nepozorny
1. | nebo je jeho pozornost snadno odvedena jinymi 0 1 2 3
podnéty:
5 Je snadné upoutat pozornost mého psa, ale brzy ztrati 0 1 5 3
" | zajem:
3 SouEtre’:dlt se na cvik nebo hru je pro mého psa 0 1 9 3
obtizné:
4. | Muj pes opousti misto, kde mél zlstat: 0 1 2 3
5. | Mij pes neumi byt v klidu, je t€Zké ho uklidnit: 0 1 2 3
6. | Maj pes je neposedny: 0 1 2 3
Zda se, ze pes Casto neposlouchd, 1 kdyZ vi, Ze na n¢j
7. y . 0 1 2 3
n¢kdo mluvi:
My pes je divoky, htife ovladatelny, kdyz vyrazi
8. T e y 0 1 2 3
vpred, je t¢Zké ho udrzet:
9. | Mij pes by si porad hral a béhal: 0 1 2 3
Lehké ukoly vyfesi muj pes snadno, ale ¢asto ma
10. | problémy se slozitymi cviky, 1 kdyz je zna a Casto s 0 1 2 3
nim byly procvicovany:
Ve vykonavani cvikl selhava, protoZe ma tendenci
11. _ 0 1 2 3
reagovat zbrkle:
12 | Pozornost mého psa muze byt snadno rozptylena 0 1 2 3
13 Neumi ¢ekat, protoze nema kontrolu nad sebou 0 1 9 3

samym:




