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Genetické profilovani pomoci STR markert u psovitych
Selem

Souhrn

Bakalatska prace se zamétila na shromazdéni a zpracovani dostupnych literarnich zdrojt k
problematice souvisejici s genetickym profilovanim pomoci STR markert u psovitych Selem
(Canidae). Byla stru¢né popsana ¢eled’ psovitych Selem z hlediska taxonomického zafazeni,
anatomicko-morfologickych vlastnosti a evoluce studovaného taxonu. Zvlastni pozornost byla
vénovana dvéma zastupcium této ¢eledi, a sice psu domacimu (Canis lupus familiaris) a viku
obecnému (Canis lupus), jelikoz pfedev§im pro né€ jsou STR profilovaci systémy vyvijeny. K
ziskani uceleného piehledu o aktudlnim pokroku v genetice pst byly rovnéz shrnuty poznatky
o priabéhu a moznych ptic¢inach domestikace psa a vyzkumu jeho genomu.

Jako modelovy organismus se pes hojné pouziva v fad¢é genetickych a populacnich studii
diky své unikatni genetické variabilité a vnitrodruhové rozmanitosti. Kompletné mapovani
psiho genomu umoznilo Se zaméfit na vyzkum nékterych dédi¢nych onemocnéni spole¢nych
pro Clovéka a psy. Kromé toho kompletni osekvenovani psiho genomu umoznilo sestavit
podrobny fylogeneticky strom psovitych Selem, na zaklad¢ ¢ehoz byla posouzena variabilita
tohoto taxonu. Jsou znamy riizné metody jak provadét genetické studie u psa. Jednou z takovych
mozZnosti je genetické profilovani pomoci STR markert neboli mikrosatelita.

Piedkladana prace zacina historii objevu tandemovych repetic v podobé¢ tzv. satelitni DNA,
ke kterému doslo pted vice nez padesati lety. Postupem casu byly objeveny a klasifikovany
rizné typy repetitivni DNA pocinaje vétsi satelitni DNA az po mensi mini- a mikrosatelitni
DNA. Dale byly vysvétleny pfic¢iny problémil spojenych s pokusy o jednoceni nomenklatury
mikrosatelitd, popsany mechanismy a mozné nasledky jejich mutaci. STR jsou povazovany za
nejvhodnéjsi genetické markery pravé diky tomu, ze jsou velice polymorfni, coz vyplyva z
vysoké frekvence mutaci.

Rovnéz byly vypsany metody odbéru vzorkt (invazivni a neinvazivni) pro uspeésSnou izolaci
DNA a naslednou amplifikaci mikrosateliti. Byly popsany techniky (PCR, elektroforéza a
jejich modifikace), které se vyuzivaji v analyze mikrosatelitnich markerd.

Kli¢ova slova: mikrosatelity, genetické profilovani, STR, Canis lupus, Canis lupus familiaris



Genetic profiling of canidae species by STR markers

Summary

This bachelor’s thesis is dedicated to the collection and review of available literature on
genetic profiling using STR markers in canines (Canidae). The canine family has been briefly
described in terms of taxonomic classification, anatomical and morphological properties, and
the evolution of the taxon under study. Particular attention has been paid to two representatives
of this family, namely the domesticated dog (Canis lupus familiaris) and the common wolf
(Canis lupus) since STR profiling systems are mainly developed for them. To have a
comprehensive overview of up-to-date progress made in studying canine genetics, knowledge
about the course and possible causes of domestication of a dog and its genome studies have also
been generalized.

As a model organism, the dog is widely used in many genetic and population studies because
of its unique genetic variation and intraspecific diversity. A complete mapping of the canine
genome allowed us to focus on studying some inherited diseases common to humans and dogs.
Besides, the fully sequenced dog’s genome made it possible to collect a detailed phylogenetic
canine tree, which served as the basis for assessment of the variability of this taxon. Various
methods are known for conducting genetic studies of a dog’s genome. One of these methods is
genetic profiling using STR markers or microsatellites.

In this paper, microsatellites (short tandem repeats in DNA) were studied starting with the
point of satellite DNA discovery, which occurred more than 50 years ago. During this time,
various variants of repeating DNA were gradually identified and classified — from larger
satellite DNA to smaller mini- and microsatellites. The causes of the problem in compiling a
unified STR nomenclature were also considered and explained, the mechanisms and possible
consequences of their mutations were described. STR are considered to be the most suitable
genetic markers because they have pronounced polymorphism and a high mutation rate.

In addition, methods (invasive and non-invasive) of material sampling for successful DNA
isolation and subsequent amplification of microsatellites have been listed. A overview of
methods (PCR, electrophoresis, and their modifications) used in the assays of microsatellite
markers has been compiled.

Keywords: microsatellites, genetic profiling, STR, Canis lupus, Canis lupus familiaris



1 UVOM..uuiieiiieeieeestesteteetesssesaeesessseseessessssssesssessssssssssesssessesssesssesssessesssessesssesssessesssenss 8
2 Gl PrACE.. ittt ittt eee s e reeeraa e sse s s s e eesnnsssssesseeeesnnsssssssssseeesnnnssssssssseeernnnssssnssans 9
3 Literarni FESEIS..uuuuuuuueueutiitiit e 10
3.1 PSOVité SelMy...cccuuiiiiiieiiiiiiiiiiirrnirres s e sa s s s e s aassenns 10
0 St R - ) (o T Vo] o1 [ TSP PPT PP 10
3.1.2 POpis PSOVILYCh SEIEM ...cciiiiiii e 12
3.1.2.1 Popis téla, lebky a kon€etin .......coocciiiiiciie e, 12
3.1.2.2 P48 o] o TRV ] =T o SRR 13
3.1.3 EVOIUCE ..ttt e e e e e e e e e e eareeeeean 14
3.14 DOMESEIKACE e 15
3.1.5 Genetika psa dOMACTNO .....ceiiiiiiiiice e 17
3.15.1 LCT<] gToTo o 1 o 13- PPNt 18

3.2 MIKrosatelity ...cccciieeiiiieiiiiiiiiiiiiiiincrenncrenie s ree e s en e sen e s sensassnnns 19
3.2 1 UVOG ettt 19
3.2.2 Klasifikace opakujicich s&@ DNA SEKVENCi........ceeeeeiiieeieiiiiieeeeciieee e 20
3.2.2.1 Klasifikace MiKrosatelitl........ccvueerueeriieeiee e 20
3.2.2.2 Nomenklatura mikrosatelitl.........ccceeeeeercereiieicee e 21
3.2.2.3 [ [T Ao T TN o] o] (1Y TSR 21
3.2.3 FUNKCE ettt et e s e e s sbeeeeeeaas 22
3.24 MUtacni MECNANISMY ...uvviiiiieeieiierreeeee e e et e e e e e e e e s nannees 23
3.24.1 ReplikaCni SKIOUZNULE ......vveeeiiiiee et 23
3242 REKOMDINGCE ... 24
3.2.43 MoZné Nasledky MULACE .......ccuuii i e 24
3.2.5  VyUZiti MIKroSatelitl ....ceeceeiuveeeieiieee ettt e eeraeee e 26
205 TN |V =1 ' Yo 1S 27
75 2% R O o 7= o V7 2o T4 1 USSR 27
3.3.11 Invazivni Metody 0dbEIU ......cuueii i 27
3.3.1.2 Neinvazivni metody 0dberu.........cccveiiiiiie i 27
3.3.13 bZe ] [ol=TN 5] ) S PP 27
3.3.2 PR ettt e e e e e e e e e e e e e nnnneees 29
3.3.21 o o110 4 =] o Yo 1V 2SR 29
3.3.2.2 Varianty PCR .ouiiiiieieiiiiiiiiiiiiieiitiietiiiie bbb baesaasaaabaenesesanenennes 30

3.3.2.3 Vyhody @ NeVYhody PCR .........oiiiiieieeeee ettt 31



3.3.24 VYUZITE PCR...ceiitr e 31

3.3.3 ElEKErOfOrEza...cci et s 32
3.33.1 W4 | 1o Lo T o T4 o Tl T o PSR SPP 32
3.3.3.2 Agarosova a polyakrylamidova elektroforéza.........cocccoovveeeiccieiicccieeeenee, 32
3.3.3.3 Kapilarni elektroforéza......ccccooccveee i 33

3.4  Vyuiziti STR markeri pro analyzu DNA u psti @ VIKU........cccceeeeeeereecccccecccnnnns 35

3.4.1 FOrenzni geNetika.......coocveeeiiiiiiee e 35
3411 [AENEIFIKACE .. et 35
3.4.1.2 Kriminalistika......ocveeeiiieieece e 35

3.4.2 PopUlacni ENELIKA.....ccceviee e 38

343 (01 Yo Y=Y =] £ A PP RPN 39

L - V<1 40
5 Literatura.....ciiiiiiiiiiiimiiiiiiiiiiiiiineiiere e e e s e ss s s s s aaes 41



1 Uvod

Pes zije s ¢lovékem jiz mnoho desitek tisic let. Dnes je to jeden z nejrozsifenéjSich druht
domacich zvirat ve svéte, kdy jeho celkovy pocet na planeté ¢ini vice nez 500 miliond jedinct.
K tomu aby se pes zménil z divokého vlka na nejlepsiho piitele ¢lovéka, vedla dlouha cesta za
pomoci umélé selekce. Tato selekce a unikatni geneticka plasticita vedly ke vzniku vice nez
400 plemen uznavanych FCI, coz ¢ini psa zvifetem s nejvétsi fenotypovou variabilitou. Na
druhou stranu ma tato selekce i1 negativni dopad v podobé¢ relativné ¢astého vyskytu rtiznych
dédi¢nych onemocnéni. Diky své genetické variabilit¢ pes stal modelovym organismem pro
obrovsky pocet genetickych, medicinskych a populacnich studii, ve kterych je hlavni diraz
kladen na mikrosatelitni markery psa.

Mikrosatelity (STR, SSR) jsou kratka tandemova opakovani o délce 1 az 6 bp. Za kratkou
dobu od pocatku jejich objevu v 80. letech bylo zjisténo, Ze se nachazeji v hojném poctu ve
vSech studovanych organismech, podléhaji rychlym mutacim, a tedy vykazuji vysoky stupeni
polymorfismu. Diky svym vlastnostem a snadné amplifikovatelnosti lokusti pomoci PCR jsou
mikrosatelity vhodnymi markery pro hodnoceni genetické struktury populace, uréeni parentity,
forenzni analyzu, genetické mapovani a studium molekulérni evoluce.



2 Cil prace

Cilem této prace bylo sepsani strukturované¢ho textu zabyvajiciho se problematikou
genetického profilovani u psovitych Selem. Jednotlivé cile prace odrazeji napln piislusnych
kapitol zaméfenych na taxonomii psovitych Selem, problematiku molekularné genetickych
markerti, zejména mikrosatelitnich, a laboratornich technik (izolace DNA z rtznych
biologickych materialt, PCR, elektroforéza) potiebnych k ziskani genetickych profil. Posledni
kapitola navic ukazuje redlné piiklady uplatnéni téchto profilovacich systémii v raznych
oblastech lidské ¢innosti.



3 Literarni reSerse
3.1 Psovité Selmy

3.1.1 Taxonomie

Celed psoviti (Canidae), fad $elmy (Carnivora), tfida savci (Mammalia), kmen strunatci
(Chordata), fise zivo¢ichové (Animalia).

Psoviti jsou skupinou kosmopolitné€ rozsitenych dravych savci, jichz existuje kolem 13 rodii
(Byckov 2017). K nejvyznamnéjsim patii rod Canis, ze kterého pochazeji takové druhy jako je
vlk obecny (Canis lupus), sakal obecny (Canis aureus), Sakal pruhovany (Canis adustus), kojot
prérijni (Canis latrans) a nyni vymiely pravlk obrovsky (Canis dirus). Dal$imi rozsifenymi
rody jsou rod Vulpes a rod Urocyon, které piedstavuji rizné druhy liSek (Lyras & Van Der Geer
2003). Naopak malo pocetnym je rod Otocyon, ktery obsahuje jenom jeden druh, a sice psa
usatého (Otocyon megalotis) (Clark 2005). Zajimavym je také rod Lycalopex, ktery zahrnuje
druhy povazované za tzv. Pseudalopex — ,,falesné lisky* (Jimenez 2005) a dalsi rody. Béhem
genetickych studii bylo zjisténo, ze ¢eled’ psovitych Selem je rozdélena na tfi fylogeneticka
uskupeni, a sice formy vlkovité, liskovité a jihoamerické liskovité (Wayne et al. 1997).
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Obr.1: Fylogeneticky strom fady Selem (Carnivora) je vytvofen na zakladé sekvence 15 kb
exond a intronl) dle Lindblad-Toh et al. (2005), kdy je zvlasté detailn€ popsana celed’ psovitych
(Canidae). Strom je rozdélen na 5 zakladnich linii, které jsou oznaceny riznymi barvami:
podrad ploutvonozci (Pinnipedia) a celed’ medveédoviti (Ursidae) (¢erna), rod ostrovnich lisek
(Urocyon) (oranzova), rod vlkovitych (Canis) (modra), jihoamerické liskovité (Lycalopex,
Atelocynus, Chrysocyon, Cerdocyon atd.) (zelena), liskovité formy (Vulpes, Otocyon,
Nyctereutes) (Cervena). Horizontdln€ podtrhnuté nazvy druhit jsou prezentovany s
odpovidajicimi ilustracemi. Horni indexy vyjadiuji bootstrapové hodnoty (pomlcky oznacuji,
ze hodnoty jsou menSi nez 50 %) a dolni indexy bayesovské hodnoty posteriorni

MroZ
__

pravdépodobnosti (pomlcky oznacuji, Ze hodnoty jsou mensi nez 95 %).
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3.1.2 Popis psovitych Selem

3.1.2.1 Popis téla, lebky a koncetin

Zastupci ¢eledi Canidae dosahuji stiednich az velkych rozmérd. Jejich §tihlé a svalnaté télo
u riznych druhit mize dosahovat délky 18 az 160 cm. VySka v kohoutku se pohybuje v rozmezi
20 az 85 cm (Cope 1879).

Oblicejova cast lebky (Splanchnocranium) je protazena a izka, je del$i nez mozkova ¢ast
lebky (Neurocranium). Usi jsou obvykle ostrého tvaru a jsou umistény pomérné vysoko. Jejich
délka je stiedni az velmi dlouhd (del$i nez hlava), vyjimkou mohou byt kratké usi se zaoblenym
vrcholem. Diky specifické stavbé lebky maji psovité Selmy nejlepsi Cich ze vSech savcl
(Nanova 2009).

Obr.2: Lebka psa domaciho pii pohledu ze strany (lateraln¢) dle Suchly et al. (2015). 1 —
temenni kost (0s parietale), 2 — ¢elni kost (0s frontale), 3 — slzni kost (0s lacrimale), 4 — horni
Celist (maxilla), 5 — nosni kost (0s nasale), 6 — fezakova kost (0s incisivum), 7 — dolni éelist
(mandibula), 8 — jafmova kost (0s zygomaticum), 9 — usti zevniho zvukovodu (meatus acusticus
externus), 10 — spankova kost (0s temporale).

Koncetiny psovitych Selem jsou dlouh¢ a §tihlé, a proto jsou dobie piizptisobené pro dlouhy
a rychly béh (Stuchly 2015). Selmy patii mezi prstochodce, coZ znamené Ze maji digitigradni
typ chlize. Na piednich koncetinach maji 5 prstl, pficemz palec je rudimentarni, na zadnich
koncetinach maji pouze 4 prsty. Nicmén¢ néktera plemena pst a vici (Ciucci et al. 2011) maji
na panevnich konéetinach pasparky (digitus primus), coz jsou vlastné evolu¢ni pozistatky palce
(Park et al. 2004). Rovnéz existuji plemena pst s dvojitymi pasparky, které jsou plemennym
znakem. Mezi tato plemena patii napiiklad beauceron, pyrenejsky mastin a pyrenejsky ovcak.
Drapy na koncetinach psovitych jsou silné, tupé a nezatazitelné (Park et al. 2004).
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Obr. 3: Poloha chodidla u rtiznych druhii savci dle Carrano (1996). Pohled ze strany. Sipky
ukazuji na hlavni kloub ohybu stopy. (A) — plantigradni typ, (B) — subunguligradni typ, (C) —
digitigradni typ, (D) — unguligradni typ. Zkratky: as = hlezenni kost (astragalus); ca = patni
kost (calcaneum); ti = holenni kost (tibia); mt = nartni kost (metatarsals); ph = kosti prsti
(phalanges); un = posledni ¢lanek modifikovaného prstu (unguals).

3.1.2.2 Zubni vzorec

Vétsina druht psovitych Selem ma 42 zubd (Hough 1948). Nejmensi pocet (38-40) ma pes
pralesni (Speothos venaticus) (de Mello Beisiegel & Zuercher 2005), nejvétsi mnozstvi (az 50)
ma pes usaty (Otocyon megalotis) (Clark 2005). Rezaky se vyrazné zvétsuji od prvniho k
ttetimu. Pomoci téchto fezdkl pecuji psovité Selmy o svou srst, odstranuji parazity a
odhryzavaji zbytky masa z kosti (Stuchly 2015). Dlouhé $picaky jsou siln€¢ vyvinuté, slouzi k
zakousnuti kofisti a roztrhani velkych kusii masa. Tfenové zuby a stolicky (horni P4 a dolni
M1) se nazyvaji trhakovym komplexem (dentes sectorii), jsou velmi ostré a proti sobé
postavené tak, ze funguji jako ntizky. Tento komplex je pouzivan ke krajeni kusti masa a drceni
kosti a je typickym morfologickym znakem této celedi (Stuchly 2015).
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3.1.3 Evoluce

Pravdépodobné prvnimi spolecnymi predky soucasnych Selem byli primitivni dravi savci z
¢eledi Miacidae, ktefi zili na uzemi soucasné Severni Ameriky a vznikli v Paleocénu. Tato
zvirata byla podobna soucasnym kundm, meli malé t€lo a dlouhy ocas. Riizné druhy zily bud’
na zemi nebo na stromech. Zivily se bezobratlymi Zivo¢ichy, jestérkami, hmyzem, ptaky a
malymi savci (Heinrich et al. 2008).

Dosud neni pfesn¢ znamo kdy se fad Carnivora rozdé€lil na podiady psotvarni (Caniformia)
a kockotvarni (Feliformia). Piedpoklada se, Ze se to stalo v dob¢ pted 55-50 mil. let pf.n.l.
(Wang & Tedford 2008). Za prvniho praptedka ¢eledi Canidae je povazovan Prohesperocyon
wilsoni, jehoZ pozustatky byly nalezeny v jihozapadnim Texasu a jsou datovany do doby zhruba
40 mil. let pt.n.l. Pfiblizn¢ v raném Oligocénu byla ¢eled’ Canidae rozdélena na 3 podceledi:
Hesperocyoninae (fosilni), Borophaginae (fosilni) a Caninae (recentni) (Finarelli 2008).

-"
L 0

- ,,éﬂ' . ) Hesperocyoninae
i . Borophaginae

] y __|Caninae

Jﬁﬂ,.\

Osbornodon
Pes r&r‘alesni
v N {Spec! venaticus)
Pes hfivnaty
(Chrysocyon brachyurus)

Obr.4: Tlustrace znazornuje hlavni body vétveni u téi podéeledi psovitych v ¢asovém rozmezi
od Eocénu do Pliocénu dle Wang a Tedford (2008).
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3.1.4 Domestikace

Domestikace je evolu¢nim procesem adaptace. Vyznacuje se tim, Ze hlavni selektivni tlak je
umysln¢ vyvijen ¢lovékem. V priabéhu domestikace dochazi k tzv. domestika¢nimu syndromu
— transformaci fenotypovych a fyziologickych znakl. Mezi charakteristické znaky domestikace
psu patii (Trut 2007):

» zména anatomické stavby koncetin, zkraceni prstd na tlapach;

» zmen$eni lebky a hmotnosti mozku;

« zakrouceni ocasu;

* postupny prechod z masozravosti na vSezravost;

* zména zbarveni, délky a struktury srsti;

* vyskyt koZznich fas a zahybu, svislé usni boltce;

» zména hlasovych projevii;

* vEtsi poslusnost, porozuméni ¢loveku a jeho gest;

Pes byl pravdépodobné jednim z prvnich ¢lovékem domestikovanych zvitat (Axelsson et al.
2013; Ardalan et al. 2011), coz bylo dilezitym meznikem v rozvoji lidské civilizace. Dosud
neni pfesn¢ znamo, kdy zacal proces domestikace u psa. VétSina fosilnich nalezli je datovana
od 11-15 tis. let pi.n.l. (Izrael, Rusko, Irak, severni Cina, zapadni Evropa) az 33 tis. let pi.n..
(Axelsson et al. 2013; Larson et al. 2012). Piedpokladé se, Ze prvni domestikacni zmény u
pfedka psa zacaly pied 100 tis. let pi.n.l. (Vaysse et al. 2011). Ve svém vyzkumu Peter
Savolainen provedl genetickou analyzu mtDNA (mitochondridlni DNA) u 654 pst a dosel k
zaveru, Ze psy byli plné¢ domestikovani v dobé kolem 15 tis. let pf.n.l. ve vychodni Asii
(Savolainen et al. 2002).

Posledni genetické studie (Boyko et al. 2009) podporuji predstavu, Ze psi pochdzeji vyhradné
z vlka obecného, ale neni jasné, pro€ a jak byli vici domestikovani v psa doméciho. Jednim,
pravdépodobné nejrozsifenéjSim ndzorem je, Ze lidé chytali vi¢i mlad’ata k ucelu hlidani nebo
lovu, coZ vedlo k vyb&ru znakl dileZitych pro tyto nové role. Takova selekce vedla k vyvoji
riznych jedinct, ktefi se stali predky modernich psu (Boyko et al. 2009). Také existuje teorie,
ze vlci byli predky pst, které z néjakého dlivodu odmitli jejich smecky, a proto se prest€hovali
blize k lidskému obydli, kde se mohli zivit odpadky (Axelsson et al. 2013). Tito jedinci, ktefi
chtéli ptezit, se museli naucit nejen neutocit na lidi, ale také s nimi néjak spolupracovat, ziskat
jejich davéru a poté 1 jejich sympatii. VIk, ktery se naucil komunikovat s lidmi, se
pravdépodobné pieménil na psa (Trut 2007).

V pribéhu domestikace si lidé vybirali zvitata podle jejich posluSnosti. Pfedpoklada se, ze
pfi¢inou této poslusnosti byla hypofunkce neuralni listy a nasledné sniZzeni migraci bun¢k v
etapé embryonalniho vyvoje jedince. Existuji tfi hlavni cesty migrace téchto bun¢k. Jedna z
nich probihd ve ventrdlnim sméru pifes pfedni ¢ast primitivniho segmentu (somit). Takto
migrujici buniky nésledné tvofi vegetativni (sympatické a parasympatické) ganglie, pateini
ganglie a dfen nadledvin, kterd je zodpov&dna za produkci adrenalinu a noradrenalinu — tzv.
stresovych hormonti. Nasledkem zmenSeni diené€ nadledvin je nedostate¢na vyroba stresovych
hormont, coz ma velky vliv na dalsi chovani jedince, déld ho pokorn€jSim a snizuje jeho
agresivitu (Wilkins et al. 2014).

15



Selekce na poslusnost

l

Hypofunkce neuralni listy
("mild neuroctistopathy”)

1) Porucha funkce melanocytli Zmenseni pfedniho mozku

ZmenSovani hmoty dreni
y (bilé skvrny)

nadledvin a sympatickych

ganglii l 2) Zména tvaru u$i (chondrocyty)
o 3) Zmenseni obli¢ejové Casti lebky
Snizeni stresu a celisti (osteoblasty)

4) Zmenseni zub(l (odontoblasty)

SniZeni strachu pred ¢lovékem

}
Pfimé nasledky redukci neuralni listy

| I
‘ !

!

Vybrané vlastnosti Vedlejsi ucinky

Obr. 5: Schematické znazornéni disledki hypofunkci neuralni listy, ktera mtize byt ptic¢inou
domestikac¢niho syndromu u psa dle Wilkins et al. (2014)
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3.1.5 Genetika psa domaciho

V dnesni dob¢ existuje vice nez 400 plemen pst, kterd se charakteristicky lisi mezi sebou
podle fenotypu a chovani. Bez ohledu na takovou masivni plemennou diverzitu maji vSichni
psi stejny pocet chromozomii, a proto se mohou mezi sebou voln¢ pafit. Stejné tak miize dojit
u pst i k hybridizaci s vlky, Sakaly a kojoty, coz je nasledek stejného poctu chromozomi u
uvedenych druhii a jejich ptislusnosti ke stejné celedi (Vaysse et al. 2011).

Pes ma v télnich buiitkach celkem 78 chromozomt uspofadanych do 39 para. Z toho 38 pari
tvofi akrocentrické autozomy a 1 par jsou metacentrické gonozomy (Dostal 2007), pticemz
gonozom X je vyrazn¢ vétsi (125 Mb) nez Y (27 Mb) (Breen 2008). Urceni pohlavi u pst
odpovida typicky sav¢imu typu Drosophila tzn. Ze samice ma homogametické pohlavi XX,
samec ma heterogametické pohlavi XY (Dostéal 2007).

K podrobngj§imu studiu chromozomu lze vyuzit rizné techniky barveni, které pomahaji
urcit velikost, tvar, pocet chromozomt a jejich mozné aberace.

Existuje n¢kolik zakladnich a velice rozsifenych metod barveni chromozomu:

*  G-pruhovani (GTG) — je nejrozsitenéjsi metodou barveni chromozomu. U této metody
je pruhovéani na chromozomech zpisobeno dodanim proteolytického trypsinu a obarveni
roztokem podle Giemsy-Romanovského. Heterochromatinové oblasti se barvi tmave,
euchromatinové naopak svétle (Hosi & Ushiki 2001);

* R-pruhovani (reverse, RHG) — je ve vysledku opa¢né G-pruhovani; je zaloZeno na
pusobeni teploty 87 °C a barveni roztokem podle Giemsy-Romanovského (lannuzzi 1996);

e C-pruhovani (constitutive heterochromatin, GBG) - zobrazuje Kkonstitutivni
heterochromatin satelitni DNA;

+ DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) — je fluorescen¢ni barvivo pro metodu FISH
(fluorescent in situ hybridization) (Breen et al. 1999);
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Obr. 6: Piiklad G-pruhovani karyotypu feny psa domaciho dle Graphodatsky et al. (1995).
Réamecek ukazuje pro srovnani sestavu pohlavnich chromozomi u samcii.
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3.1.5.1 Genom psa

Velky rozvoj genetiky v 90. letech 20. stoleti dal védctim mozZnost nejen zkoumat obrovsky
pocet zivych organismi na chromozomadlni urovni, ale dokonce zacit sklddat mapy jejich
genomu. Jednim z takovych zivych organismul se stal pes. Existuje spousta divodii proc¢
studovat a mapovat genom psa. Napiiklad moderni plemena psi ptfedstavuji obrovskou
morfologickou a behavioralni diverzitu uvniti jednoho druhu, jejich geny maji velkou frekvenci
mutaci, coz muze vést k vyskytu genetickych onemocnéni (Dostal 2007). Vice nez 650 mil. bp
(25 %) sekvenci u psa se jednozna¢né shoduje s lidskym genomem, coz déla psa vhodnym
modelovym organismem pro komparativni analyzu genetickych onemocnéni u clovéka
(Kirkness et al. 2003).

Prvni vazbova mapa u pst byla vytvotfena pomoci 150 mikrosatelitnich markerti na zaklad¢
rodokmenové analyzy 163 jedinct. Tato prace byla zakladem pro dal$i pokusy o mapovani
psiho genomu (Mellersh et al. 1997). V roce 2005 se podatilo mezinarodnimu tymu védcti pod
vedenim profesorky Linblad-Toh osekvenovat genom psa (Linblad-Toh et al. 2005). Pro tento
vyzkum byl pouzit vzorek DNA od feny cistokrevného némeckého boxera jménem Tasha.
Spolu s Uplnym osekvenovanim genomu boxera byly ¢aste€né pieCteny genomy nékolika
dalSich plemen pst, a jejich pfibuznych druhtt — vlka a kojota. Jak se ukéazalo, u riznych
plemen psi se genomy shoduji na 99,85 %, zbyvajici 0,15 % je pfi¢inou meziplemenné
diverzity. Srovnani genomi raznych plemen umoznilo také vytvofit mapu jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP). Jejich celkovy pocet jiz dosahuje 2,5 milionu, coz je srovnatelné s poctem
SNP u ¢loveéka (Lindblad-Toh et al. 2005). Po skonéeni vyzkumu bylo stanoveno, ze celkova
velikost genomu psa Cini 2,4 miliardy nukleotidi, které jsou rozdéleny do 39 parti chromozomi
(Breen et al. 1999). Pro srovnani Ize uvést, ze genom ¢lovéka ma velikost pfiblizné 3,1 Gb.

18



3.2 Mikrosatelity

3.2.1 Uvod

Mikrosatelity (STR-short tandem repeats, SSR-simple sequence repeats) jsou soucasti
tandemovych opakovani repetitivni oblasti DNA, které se skladaji z kratkych motivii o délce 1-
6 bp (Oliveira et al. 2006). Obecné plati, Ze pocet opakovani v jednom mikrosatelitu je v
rozmezi od 5 do 40, ale mize jich byt i vice. Celkova délka takového opakovani je obvykle
méné nez 300-400 nukleotidi. STR jsou lokalizovany v koédujicich 1 nekodujicich oblastech
DNA (Galinskaja et al. 2019) a nachézeji se ve vétsim ¢i mensim mnozstvi v genomech téméer
vSech znamych organismi (jak eukaryotickych, tak 1 prokaryotickych) a jejich
semiautonomnich organel (Chambers & MacAvoy 2000). Zajimavé je to, Ze frekvence mutaci
mikrosatelitli je mnohem vyssi nez u ostatnich ¢asti genomu, kdy se pohybuje v rozmezi od 10
2 do 10 nukleotid® na lokus za jednu generaci (Oliveira et al. 2006). Vysoka frekvence mutaci
pfispiva k zna¢nému stupni polymorfismu mikrosateliti, coz déla z STR jedny z
nejvariabilngjSich sekvenci DNA v genomu (Chambers & MacAvoy 2000).
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3.2.2 Klasifikace opakujicich se DNA sekvenci

V celkovém pojeti jsou opakujici se DNA sekvence rozdéleny na dvé velké skupiny, které
se nazyvaji ,,tandemové repetice” (tandem repeats) a ,,roztrousené repetice” (dispersed repeats).
Skupiny téchto repetic se mezi sebou lisi podle typu (roztrousené nebo tandemové) v genomu
a podle molekuldrniho mechanismu jejich vzniku. Na schématickém obrazku 7 je vidét, ze
kazda skupina repetic je rozdélena na dalsi podskupiny. Mikrosatelity patii do podskupiny
satelitni DNA a skupiny tandemovych repetic (Richard et al. 2008).

Unikatni DNA
sekvence )/

Tandemové
repetice

/

Roztrousené
repetice
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Obr. 7: Opakujici se sekvence DNA v eukaryotickych genomech a mechanismy jejich
vzniku. pfevzato z Richard et al. (2008), pieklad dle VaSek (2011). Modré Sipky ukazuji na
molekularni mechanismy, které se podileji na Sifeni a vyvoji opakovanych sekvenci: replikacni
sklouznuti (REP); genova konverze (GKO); mismatch repair (MMR); duplikace celého
genomu (WGD); segmentové duplikace (SEG); reverzni transkripce (RTR); transpozice
(TRA).

3.2.2.1 Klasifikace mikrosatelitt

V podrobné;jsi klasifikaci se mikrosatelity daji rozdélit podle délky repetice na mono-, di-,
tri-, tetra-, penta- az hexanukleotidové (Ellegren 2004). Mononukleotidové repetice jsou
tvofené jednou opakujici se bazi, takovou repetici Ize zapsat napf. takto: (C)n (kde C je cytozin,
n je poctem opakovani dané baze). Dinukleotidové repetice jsou tvofeny dvéma nestejnymi
nukleotidy napf. (AT)n atd. Cetnost riiznych typii mikrosatelitnich nukleotidovych repetic
zalezi na jejich umisténi v genomu (exony, introny, intergenové oblasti) a na studovaném
organismu. V studiich o mikrosatelitech rtiznych eukaryotickych genomt bylo prokazano, ze




nejpocetnéj§imi jsou dinukleotidové (30—67 %) repetice (Toth et al. 2000), avSak u primata
prevladaji mononukleotidové repetice (Chistiakov et al. 2006).
Dalsim moznosti klasifikace mikrosatelitii je tfidéni podle struktury opakujici se sekvence
(Oliveira et al. 2006) na:
o dokonalé (perfect) — kdy opakovana sekvence mikrosatelitu neni pieruSena zadnou
bazi (napt. TATATATATATATATA);
e nedokonalé (imperfect) — kdy mezi opakovanymi motivy mikrosatelitu je par bazi,
ktery neodpovida sekvenci motivu (napt. TATATATACTATATA);
e prerusené (interrupted) — kdy uvniti opakované sekvenci mikrosatelitu existuje mala
sekvence, ktera neodpovida sekvenci motivu (napt. TATACGTGTATATATATA);
o slozené (composite) — kdy k opakované sekvenci mikrosatelitu pfiléha jedna nebo
vice repetic lisicich se typem opakovani sekvence (napt. TATATATAGTGTGT);

3.2.2.2 Nomenklatura mikrosatelitd

Dodnes neexistuje jediny standard v nomenklatufe mikrosatelitnich lokust. Problém je v
tom, ze fada autori ma rtiznd méfitka pro definici mikrosateliti z hlediska jejich typu,
minimélni a maximdlni délky sekvence ¢i opakovani. Dalsi rozpory jsou spojeny s pouzitim
riznych algoritm@i vyhleddvani mikrosatelitd. Z téchto divodd neni prakticky mozné
porovnavat vysledky jednotlivych studii (Richard et al. 2008).

3.2.2.3 Historie objevu

Prvni poznatky o tandemovych repeticich byly ziskavany v 60. letech minulého stoleti. V
této dob¢ védci zacinali pracovat s genomickou DNA s pouzitim ultracentrifug. Samotny termin
»satelitnt DNA® (stDNA) uvedl Saul Kit v roce 1961 (Kit 1961). Pozdéji byly identifikovany
krat$i (10-30 bp) tandemové repetice, které zacaly byt znamé jako minisatelity (Ellegren 2004).

Prvni mikrosatelity byly charakterizovany v praci Weller et al. (1984) jako polymorfni
(GGAT)165 opakovani v genech lidského myoglobinu. Termin SSR se objevil o nékolik let
pozd¢ji v praci Litt a Luty (1989), kteti studovali (TG)n repetice v lidském genomu a zjistili, ze
(TG)n vykazoval velikostni polymorfismy pii amplifikaci metodou PCR.

Sekvenovinim alel UkazKa rozsahle délkove V§voj genotypovini

globinového genu byly variability tandemové zaloZzeného na PCR Vyuziti mikrosateliti Vyuziti mikrosateliti v
objeveny kratké repetitivni DNA zjisténé s vyuZitim mikrosatelitd | |V sestaveni prvni podrobné analyze
seKvencni motivy s pomoci DNA-fingerpritingu u ' detailni mapy genetickych vztahi mezi
proménlivou délkou minisatelitl lidského genomu lidskymi populacemi

Identifikace nového opakujicilio Regiony "skryté" Zavedeni mikrosateliti do | |10¢fifikace velkého m1’loisrvi’
se prvku — stiidajici se polymery jednoduchjch sekvenci byly | |studia piirozenych populaci| | Mikrosatelituich mutaci, kiere
pyrimidinu-purinu — identifikovany jako diilefity byly identifikovany
v eukaryotickych genomech zdroj genetické variace z rodokmenové analyzy u lidi
s potenciilem tvorby Z-DNA

Obr. 8: Pocatecni historie objevu mikrosateliti dle Ellegren (2004)
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3.2.3 Funkce

Mikrosatelity jsou neoddélitelnou soucasti genomu vSech zivych organismu. V nekddujicich
¢astech DNA jsou povazovany za evolucné neutralni markery, ¢asto nemaji vymezenou funkci
a mohou nahromadit neomezeny pocet mutaci béhem nékolika generaci. Takova akumulace
vede nasledné k velké genetické variabilité, kterou Ize pouzit pro populacni analyzu a DNA
fingerprintingu (Li et al. 2002). V kédujicich ¢astech DNA se vyskytuji mikrosatelity, které
mohou mit velky vliv na organismus. Tento vliv mlze byt jak pozitivni, tak 1 negativni
(Chistiakov et al. 2006). Na obrazku 9 je vidét, ze se mikrosatelity mohou podilet na organizaci
chromatinu, regulaci metabolickych procesit DNA a regulaci genové aktivity.
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Obr. 9: Schematické zobrazeni funkci a G¢inkd mikrosateliti dle Li et al. (2002)
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3.2.4 Mutaéni mechanismy

Jak uz bylo diive feceno, mikrosatelity mutuji rychleji nez ostatni oblasti genomu. Obecné
se da fici, Ze neexistuje jednotna rychlost mutaci u mikrosatelitii. Frekvence mutaci se zpravidla
lisi podle lokusi, alel, chromozomt, mezi jedinci stejného druhu a mezi rliznymi taxony.
Frekvence mutaci v STR ¢asteéné zalezi na jeho vnitinich vlastnostech napt. na opakujicim se
motivu, jeho délce v bp, poctu opakovanych jednotek (Bhargava & Fuentes 2010). Po relativné
dlouhou dobu nebyly zndmy piesné pti¢iny a mechanismy mutaci mikrosatelitii. Bylo navrzeno
nékolik mechanisml vysvétlujicich vysokou frekvenci mutaci véetné rekombinacnich chyb,
nerovnomérného crossing-overu a sklouznuti polymerasy béhem replikaci a opravy DNA
(Oliveira et al. 2006). Avsak pti detailngjsi analyze vSech predstavenych variant, které by mohly
vysvétlit tento jev, védci identifikovaly dva hlavni mechanismy, to jsou: replikacni sklouznuti
(replication slippage) béhem replikace ¢i opravy DNA a rekombinace mezi fetézci DNA
(Oliveira et al. 2006).

3.2.4.1 Replikacni sklouznuti

V dnesni dobé je replika¢ni sklouznuti povazovano za ptrevladajici muta¢ni mechanismus u
mikrosateliti (Chambers & MacAvoy 2000). Tento jev se také nazyva SSM — single strand
mispairing (Levinson & Gutman 1987). Proces replikacniho sklouznuti nastava b&hem
replikace ¢i opravy DNA a zahrnuje denaturaci a uvolnéni fetézcit DNA, coz vede k chybnému
parovani komplementarnich bazi a naslednému zvySovani nebo sniZovani poctu repetic
(Chambers & MacAvoy 2000).

Replikace
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¢ Novy replikaéni cyklus l
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Obr. 10: Sklouznuti béhem replikace DNA. Predstavme si, ze v pivodni molekule DNA
bylo 5 repetic, které jsou zobrazeny jako obdélniky. Sklouznuti vede k tvorbé novych alel s 6 a
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4 opakovanimi, v zavislosti na fetézci, na kterém doslo ke sklouznuti polymerasy (Oliveira et
al. 2006).

3.2.4.2 Rekombinace

Za dal$i mechanismus je povazovana mitotickd a meiotickd homologni rekombinace. Pod
timto pojmem rozumime typ genetické rekombinace v pribchu které dochazi k vymeéné
nukleotidovych sekvenci mezi dvéma podobnymi nebo identickymi chromozomy (Richard &
Paques 2000). Pii rekombinaci mize dojit ke zméné délky STR. Pfi¢inou téchto zmén muze
byt nerovnomérny crossing-over nebo genova konverze (Li et al. 2002).
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Obr. 11: Nerovnomérny crossing-over mezi homolognimi chromozomy. Cerné a $edé oblasti
odpovidaji opakujicim se sekvencim mikrosatelitu (Oliveira et al. 2006).
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3.2.4.3 Mozné nasledky mutace

Velka ¢ast mikrosateliti se nachazi v nekodujicich ¢astech DNA a jsou biologicky neutralni
(Chistiakov et al. 2006). Naproti tomu se STR mohou vyskytovat i v regulacni nebo i dokonce
v kodujici casti DNA, coz v piipad¢ mutaci miZe vést k fenotypovym a fyziologickym zméndm
napf. riznym onemocnénim. Nedavna genetickd studie lidského genomu prokézala, Ze variace
mikrosatelitli pfispiva k 10-15 % dé&di¢nych variaci v genové expresi u lidi (Gymrek et al.
2016).

Velky vliv maji mutace mikrosateliti na proteiny a genovou regulaci v organismu. Mutacni
zmeény v opakujicich se segmentech nékterych geni mohou ovlivnit fyzikélni a chemickeé
vlastnosti proteint, coz miize vést k postupnym a predvidatelnym zménam ve funkci bilkovin.
Naptiklad zmény délky v tandemové se opakujicich oblastech genu Runx2, ktery koduje protein
zodpoveédny za vyvoj zubi, oblicejovych kosti a chrupavek, vedou k rozdilim v délce
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oblicejové Casti lebky u psa. Tyto fenotypové zmény plati také pro vétSinu jednotlivych druhii
psovitych Selem (Fondon & Garner 2004). Mutace v mikrosatelitech také mohou byt pfic¢inou
riznych onemocnéni. Zmény délky trinukleotidovych opakovani jsou spojeny s vice nez 40
neurologickymi onemocnénimi u lidi jako je napfiklad Huntingtonova choroba, syndrom
fragilniho X, myotonickd dystrofie atd. (Pearson et al. 2005). K mutacim rovnéz dochazi u
evoluéné jednodussich organismil. Naptiklad mutace v nékterych lokusech patogennich
baktérii zptisobuje rychlé evolu¢ni zmény povrchovych proteinti, coz zvétSuje adaptabilitu viici
imunitni reakci jejich hostitele (Moxon et al. 1998). Dalsim piikladem mohou byt zmény v
délce tandemovych opakovani u cervené chlebové plisné (Neurospora crassa), které méni jeji
cirkadidlni cykly (Michael et al. 2007).
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3.2.5 Vyuziti mikrosateliti

S naristajici dostupnosti amplifikacnich metod na zacatku 90. let doslo k obrovskému
narastu studii vyuzivajicich mikrosatelitt jako genetickych markert (Oliveira et al. 2006). Diky
svym vlastnostem jsou povazovany za ,,zlaty standard v profilovani DNA (Asch et al. 2009).
Z téchto diivodil jsou mikrosatelitni markery ¢asto pouzivany predev§im v populacni genetice,
evoluc¢nich studiich, genetickém mapovani, medicing, archeologii ¢i kriminalistice (Buschiazzo
& Gemmell 2006).

Samoziejmé metody genetickych analyz s vyuzitim STR markerti maji stejné€ jako vSechny
metody své vyhody a nevyhody. Mezi vyhody STR markeri patii (Richard & Thorpe 2001):

e vysoky stupen variability (je mozné rozliSit homo- a heterozygotni jedince);
e znacné rozSifeni v genomu;

e vyskyt u vSech dosud studovanych taxont;

e specificnost a reprodukovatelnost;

Mezi nevyhody patii:
e rozdilna frekvence mutaci v jednotlivych lokusech;
e problematické porovnani vysledkli mezi jednotlivymi laboratofemi;
e vyskyt vedlejSich produktt pfi provedeni PCR;
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3.3 Metody

3.3.1 Odbér vzorku

Pro jakoukoliv genetickou analyzu je nezbytné ziskat vzorky DNA ze studovaného objektu
a bezpecné ji izolovat (Hearn & Arblaster 2010). Izolace DNA byla poprvé provedena v roce
1869 svycarskym doktorem Friedrichem Miescherem, ktery ani nevédé€l, co piesné objevil. Pro
n¢ho a pro cely svét to byla Gplné nova molekula (Dahm 2008). Od té doby uplynulo mnoho
let a DNA se stala Siroce studovanou a nesmirné dtilezitou molekulou pro celou fadu védnich
disciplin.

Pro snadnou analyzu DNA je nezbytnym a dulezitym krokem spravné odebrat a uchovavat
vzorek. Nejcastéji mizeme ziskat DNA z télnich tekutin (krev, mo¢, sliny, sperma), epitelu,
trusu, nehtd, usniho mazu, vlast/chlupii (ov§em nejlépe vytrzenych s chlupovym folikulem).
Pro zamezeni kontaminace vzorkt cizorodou DNA je nezbytné dodrzovat hygienické normy
(prace v jednorazovych rukavicich, ¢istota v laboratoti). Kazdy vzorek biologického materialu
musi byt umistén v individualné oznacené obalce s kartdickem s bukalnim stérem nebo usnim
mazem, popi. chlupy nebo ve zkumavce obsahujici krev, trus ¢i mo¢ (Hearn & Arblaster 2009).

3.3.1.1 Invazivni metody odbéru

Invazivni metoda (invasive genetic sampling, IGS) predpoklada pronikani ptistroje dovniti
organismu. To je naptiklad odbér krve, biopsie, punkce. Odbér krve patii mezi nejspolehlivé;si
postup pro ziskéani Cistého vzorku DNA (Bartlett & Stirling 2003). Tento typ odb&ru smi
provadét pouze odbornik — specialista. Metoda je vhodné pro laboratorni vySetfeni vzorki
domacich zvitat. U divokych zvifat je situace sloZzitéjsi, protoze odbér Cerstvé krve u volné

nejsou invazivni metody popularni pro odbér vzorkl u volné zijicich zivoc¢ichi bez ohledu na
svou efektivnost (Waits & Paetkau 2005).

3.3.1.2 Neinvazivni metody odbéru

Pod neinvazivni metodou (non-invasive genetic sampling, NGS) rozumime odebrani
biologického materidlu bez poskozeni tkani. K tomuto mizeme provést bukalni stér, odebrat
vzorky epitelu, stolice, mo¢i, chlupt, pefi nebo vaje¢né skotapky (Taberlet & Luikart 1999). Je
to popularni a Siroce rozsifena metoda pro studium divokych druhti zvifat. Pomoci této metody
mohou védci sbirat data o populaci, provést identifikaci druhu a urcit pohlavi (Waits & Paetkau
2005).

3.3.1.3 lzolace DNA

Po odbéru a uloZeni vzorku je dal$im krokem izolace DNA. Pro vlastni extrakci genetického
materidlu je tfeba rozruSit bunéénou a jadernou membranu, aby doslo k uvolnéni DNA do
roztoku. Z ZivociSnych buné€k miize byt cast DNA uvolnéna napiiklad zahiatim. Pro spéSnou
analyzu je dulezité zbavit DNA necistot, protoze inhibuji aktivitu enzymii pouZzivanych v
navaznych molekularnich metodach. Nejrozsifenéj$Simi inhibitory v biologickych tkanich jsou:
hem (komponent erytrocytl pomoci kterého je pienaSen kyslik), kolagen v kostech a jinych
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pojivovych tkanich, melanin v chlupech a kizi, myoglobin ve svalovych tkanich a aromatické
slouceniny v rostlinnych vzorcich (Radstrom et al. 2004).
Jsou nutné 4 zékladni kroky pro tspésnou izolaci DNA (Aukenov et al. 2014):

1. lyse bunétnych a jadernych membran pro uvolnéni DNA, RNA, proteint, lipidd a
sacharidu do roztoku;

2. eliminace proteint spojenych s DNA pomoci proteas, enzymatické odstranéni RNA
pomoci RNas a inaktivace enzymi, které se vazou na uvolnénou DNA,

3. centrifugace riznych roztoka ve zkumavkach s kfemikovou membranou na kterou
se vaze DNA a propousti zbyvajici organické slozky bunky. Centrifugace
mnohonasobné zvysuje rychlost filtrovani pfes membranu,

4. rozpousténi a uchovavani DNA ve vhodném pufru. DNA rozpusténad v pufru mize
byt skladovana pti -20 °C po dobu n¢kolika let;

Podminky a metody pro izolaci DNA se mohou mezi sebou lisit. Pfi¢inou tohoto rozdilu je
pouziti riznych typt tkani a latek pro izolaci. Proto je pro védeckou praci doporuc¢eno pouzivat
komeréni ,kit* (angl. kit — souprava) pro extrakci DNA. Pouziti kitd umoznuje rychle ziskat
¢istou DNA pfipravenou pro dalsi etapy vyzkumu. VétSina modernich kitli pracuje na principu
kfemicitych filtrti, které jsou zabudovany do specialnich zkumavek (Aukenov et al. 2014).
Ptikladem muze byt kit NucleoSpin Tissue od Macherey-Nagel, ktery je ur€en pro rychlou
ptfipravu malého mnozstvi ¢isté genomové DNA z jakychkoli tkani, bunck, bakterii, kvasinek,
vzorkd pro forenzni analyzu, séra, plazmy nebo jinych télnich tekutin. Je také vhodny pro
ptipravu DNA z krve ¢lovéka nebo zvitfat. Vycisténa DNA mize byt pouzita piimo pro PCR,
Southerntiv blotting nebo jakékoliv enzymatické reakce (Macherey-Nagel GmbH & Co 2014).

1 Priprava vzorku Vlozit 25 mg vychoziho materiali
2 Pre-lyse vzorku T; » :8;}‘ WL T ;
M SNARE
E" 56°C,
1-3h
3 Lyse vzorku 'l‘T"' 200 pL B3
70°C,
t} 10 min
4 Upraveni podminek pro f’
navazdni DNA U 210 plL 96-100% ethanol
5 Navdzani DNA .
: Load all
‘
11,000 x g,
ﬁﬁ 1 min
§ Promyvini kfemicité 1 wach 500 L W
membran}-' 2 wash 600 uL B5
1% and 2+ f—i‘j, n ??3: @
T"Stadeni sucho" km. ) 1100 xg,
# Euce &isté DNA - 100 L BE
. (TO"C)
|5} AT,
v} 1 min
L 11,000 x g,
ﬁ?‘} 1 min

Obr. 12: Postup izolace genomické DNA z tkani dle Macherey-Nagel GmbH & Co (2014).
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3.3.2 PCR

3.3.2.1 Popis metody

Polymerazova tetézova reakce (,,polymerase chain reaction®, PCR) je rychlou a citlivou
laboratorni metodou v molekuldrni biologii, kterd byla objevena americkym biochemikem K.
Mullisem v roce 1983 (Mullis 1990). Tato metoda byla povazovana za revolu¢ni v tehde;jsi
biologii (Van Guilder et al. 2008).

Podstatou PCR je mnohonasobné zmnozeni (amplifikace) urcitych usekt DNA béhem
opakujicich se cykll in vitro. Pro provedeni této reakce je nezbytné mit ve smési nésledujici
komponenty (Innis & Gelfand 1990):

1. templatovou DNA, kterd poskytuje ptredlohu pro amplifikaci vybraného tuseku
molekuly;

2. dva primery (chemicky syntetizované kratké oligonukleotidy), které se vazou na
protilehlé fetézce DNA tak, ze jejich 3'-OH-konce smétuji proti sobé. Tim je zaroven
vymezen urcity usek DNA;

3. termostabilni DNA polymerasu slouzici k syntéze nového vlakna DNA. Pro tuto roli
jsou nejéastéji pouzivany enzymy termofilnich bakterii Thermus aquaticus (Taq
polymerasa), Pyrococcus furiosus (Pfu polymerasa), Pyrococcus woesei (Pwo
polymerasa), Thermus thermophilus (Tth polymerasa); DNA polymerasa rozpoznava
primery jako oblasti pro zacatek syntézy, kdy na 3" konci zac¢ina syntéza novych
usek DNA, které jsou komplementarni k templatové ssDNA (jednovlaknova DNA);

4. smés nukleotidi ANTP (deoxynukleosidtrifosfaty) slouzi jako stavebni bloky pro
syntézu novych tsekit DNA pomoci DNA polymerasy; Jsou 4 typy zakladni
nukleotidi pro klasickou PCR: dATP, dCTP, dGTP a dTTP;

5. roztok pufru, ktery poskytuje potfebné reakéni podminky — pH, iontovou silu
roztoku;

6. ionty Mg?*, které zesiluji aktivitu polymerasy (Chien et al. 1976);

PCR probihé ve specializovaném pfistroji nazyvaném termocykler. Toto zafizeni mizeme
naprogramovat tak, aby se automaticky meénila teplota v urcitych intervalech, coZ je pro tuto
metodu nezbytné (Smarda et al. 2005). Optimalni podet cykli se zpravidla pohybuje v rozmezi
20-35 a je zavisly na vychozim poctu molekul templatové DNA. Kazdy cyklus se sklada ze tii
fazi (Joshi & Deshpande 2013):

1. denaturace — templatova DNA se zahiiva na teplotu 90-97 °C (30 s—2 min.) nez dojde
k pferuseni vodikovych mistkd a vzniku ssSDNA,;

2. anelace (,,annealing*) — proces nasedani primerti na komplementarni vlakno DNA
pii teploté 50-60 °C. Obvykle teplota se nastavi o 5 °C nizsi nez teplota tani (Tm)
vybraného primeru. Polymerasa se pak vdze na useky primerd;

3. elongace — vznik novych fetézci DNA ve sméru 5° — 3° piisobenim polymerasy pfi
teploté 72 °C(2-5 min.);
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Obr. 13: Schéma PCR dle Kodicek et al. (2015).

Mnozstvi kopii vybraného useku cilové molekuly nariistd exponencidlné (2n, kde n je
poétem cyklt). Konetné produkty PCR se nazyvaji amplikony (Smarda et al. 2005). Po
poslednim cyklu zpravidla nasleduje tzv. finalni elongace, kdy jsou vzorky zpravidla
inkubovany pti 72 °C (5 min) (Joshi & Deshpande 2013).

Pro separaci a vizualizaci amplifikovanych fragmentli DNA se obycejné pouziva gelova
elektroforéza, ktera je popsana v dalsi podkapitole.

3.3.2.2 Varianty PCR

Klasickd metoda PCR existuje uz skoro 40 let (Mullis 1994), proto samoziejmé doslo k
jejimu rozvoji a vzniku velkého poctu rGznych variant. Modernizace metody odpovida
pozadavkiim konkrétnich tikoldi daného vyzkumu (Joshi & Deshpande 2013). V dne$ni dobé&
existuji varianty jako naptiklad: kvantitativni PCR (qPCR, real-time PCR), inverzni PCR
(IPCR), Nested PCR, mnohonédsobna (multiplex) PCR, PCR-RFLP, AS-PCR, RT-PCR,
asymetricki PCR a fada daldich (Smarda et al. 2005). Jednou z nejznaméjsich a
nejvyuzivanéjSich metod je kvantitativni PCR (qPCR, real-time PCR), ktera je odliSnd od
klasické metody tim, Ze vysledky kazdého cyklu jsou zaznamendvané ve skutecném case. U
této metody je pouzivan specialni termocykler, ktery v prib¢hu kazdého cyklu kontinualné
zaznamenava mnozstvi DNA. Pro detekci mnozstvi DNA se pfidava fluorescencni substrat
(Heid et al. 1996). Dalsi casto pouzivanou metodou je mnohonasobna PCR (multiplex), ktera
umoziuje soucasn¢ amplifikovat velky pocet cilovych sekvenci v jedné reakéni smési. U této
techniky se vyuzivano vice part primert, které se vazou na riizné useky templatové DNA. Pro
snadng&jsi prubéh reakce je nezbytny proces optimalizace koncentrace primert. Naklady na
reagencience jsou v mnohonasobné PCR mensi nez v jinych technikach, proto je idealni pro
usporu drahé polymerasy (Edwards & Gibbs, 1994).
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3.3.2.3 Vyhody a nevyhody PCR

Stejné jako jiné molekularni metody ma PCR své vyhody a nevyhody, k vyhoddm PCR patii
(Glik 2002):
o rychlost prib¢hu reakce a moznost automatizace;
e Citlivost;
o nizké naklady na provedeni reakce;
e univerzalnost;
o dostupnost;
e je zakladem pro dal§i navazné techniky;
e bezpecnost prace s metodou;

Naopak k typickym nevyhodam PCR patii (Ignateva 2007):
e pro spravny vybér vhodnych primert je nutné znat piedem hledanou sekvenci DNA,;
e primery pouzit¢ pro PCR mohou nespecificky nasedat na sekvence, které jsou
podobné, ale ne zcela identické cilové DNA,
e chybné nukleotidy mohou byt zahrnuty do sekvence PCR DNA polymerasou;

Také jednou z vyhod a zaroven nevyhod je schopnost detekovat minimalni mnozstvi DNA
ve vzorku. Béhem pfipravy reakéni smési mize dojit ke kontaminaci cizorodou DNA, coz vede
k faleSné¢ pozitivnim vysledkim. Pro zamezeni kontaminace se manipulace s DNA/RNA
vzorky provadéji ve specialnich PCR boxech. Rovnéz Cistota vzorki je zavisla na dodrzovani
hygienickych norem laboranty (Ignateva 2007).

3.3.2.4 Vyuziti PCR

Objev PCR se stal prilomovym momentem pro vSechny oblasti molekularné-biologického
vyzkumu. Proto se nelze divit, ze v dnesni dobé& je PCR rozsifenou a €asto pouZivanou metodou
nejen v molekularni biologii, ale 1 v medicin€, genovém inZenyrstvi, parazitologii, populaéni
biologii, kriminalistice, archeologii atd. Je tedy pouzivana vSude, kde je potfeba namnozit
unikatni sekvenci DNA (Gilmijarova et al. 2017). Pomoci PCR se stalo moZné snadno a rychle
urcit paternitu, rozpoznat nékterd onemocnéni v jejich inkubaéni dob¢, detekovat pfitomnost
virovych a bakteridlnich agens v bunkach, identifikovat pachatele a mnoho dalSich véci.
Neméné je dilezitym je to, Ze vyuziti PCR umoznilo rozvoj genetickych studii v oblastech
prenatalni diagnostiky, onkogenetiky, farmakogenetiky, imunogenetiky, metabolickych poruch
a dédi¢nych onemocnéni spojenych s mutacemi (Gilmijarova et al. 2017).
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3.3.3 Elektroforéza

3.3.3.1 Zékladni princip

Elektroforéza je separa¢ni metodou, kdy dochazi k migraci iontti, makromolekul, molekul a
koloidnich ¢astic v kapalném nebo plynném prostiedi pasobenim vnéjsiho elektrického pole
(Kohlheyer et al. 2007). Zakladnim principem je pohyb nabitych castic ve sméru elektrody
opacné polarity. Separace muze probihat bud’ ve volném pufrovaném roztoku nebo v jiném
vhodném nosici (Skrob, agarosa, polyakrylamid, zesitovany dextran). Vybér konkrétni metody
je zéavisly na velikosti a typu studovanych castic. Mobilita latek je ovlivnéna elektroosmotickym
tokem a elektroforetickou pohyblivosti (Zaruba et al. 2016).

Tato metoda ma Siroké uplatnéni v biochemii, molekularni biologii, klinické diagnostice a
populaéni biologii (Komarova & Kamentsev 2008). Pro rozdéleni molekul DNA se nejcastéji
pouziva gelova (agarosova, polyakrylamidova nebo kapilarni) elektroforéza.

3.3.3.2 Agarosova a polyakrylamidové elektroforéza

Polyakrylamidova elektroforéza (,,polyacrylamide gel electrophoresis®, PAGE) a agarosova
elektroforéza jsou univerzalnimi metody pro separaci proteini a nukleovych kyselin podle
jejich molekularni hmotnosti a mobility (Chrambach & Rodbard 1971).

Pouziti gell v elektroforéze ma fadu vyhod, které urcuji jejich Siroké pouziti. To jsou
(Chrambach & Rodbard 1971):

e chemicka inertnost a mechanicka stabilita;
o lehka pfiprava;

e vysoka transparentnost (prihlednost);

e pruznost a pevnost;

Efektivni velikost port v gelu urCuje jeho separacni vlastnosti, tedy odolnost gelu vuci
pohybu makromolekul. AvSak pii provedeni PAGE existuji limity koncentraci akrylamidu,
které lze jesté¢ pouzit. Pfi vysokych koncentracich akrylamidu se gely stavaji kieh¢imi a
rychlost pohybu molekul gelem. Zménou koncentraci gelu mizeme upravit velikost pora a
nasledné optimalizovat rozliSovaci schopnost metody pro konkrétné¢ analyzovany vzorek
(Struckova & Kaljasova 2012). V pribéhu reakce je cukrofosfatova kostra molekuly DNA
nabitd negativn¢, a proto se fetézce DNA pohybuji smérem od katody k anod€. Del§i molekuly
migruji pomaleji, protoze se zdrzuji v gelu, krat$i molekuly se pohybuji rychleji (Zaruba et al.
2016).

Nicméné gelové elektroforézy maji i své nevyhody a to jsou (Heiger 2000):

e delsi cas analyzy;
e Casov¢ naro¢né na vyhodnocovani;
e nelze ji automatizovat;

Etapy provedeni gelové elektroforézy na ptikladu pro separaci amplikont (Struckova &
Kaljasova 2012):
1. ptiprava gelu in situ v elektroforetické cele;
2. formovani jamek pomoci specidlnich hiebenii umisténych v gelu pted nalitim;
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3. naneseni vzorkl do jednotlivych jamek;

separace molekul v elektrickém poli;

5. dodani ethidium bromidu nebo stiibra pro vizualizaci DNA; vizualizace vysledkt
pomoci UV zafeni (pro ethidium) nebo barveni pomoci specidlnich roztoka (pro
sttibro);

&

3.3.3.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis, CE) je elektromigracni metodou ve které
separace materidlu probiha v kfemennych kapilarach o délce 25-75 cm a primeéru 20-100 um
(Zaruba et al. 2016). Aparat CE se sklada ze dvou inertnich elektrod ponofenych do roztoku
zakladniho elektrolytu, zdroje vysokého napéti, kiemenné kapildry a detektoru umisténého pied
jednim z konct kapilary. Vnitini objem kapilér je naplnén elektrolytickym pufrem (Komarova
& Jantsev 2008).

kiemenna kapilara

zdroj ﬁ detektor
napéti =

—

Obr. 14: Schéma piistroje pro CE s kiemennou kapilarou a detektorem v blizkosti katodické
nadobky s elektrolytem (Zaruba et al. 2016).

Existuje nékolik technik kapilarni elektroforézy: kapildrni zénova elektroforéza (CZE),
kapilarni gelova elektroforéza (CGE), micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC),
kapilarni isoelektrickd fokusace (CIEF), isotachoforéza (ITP). Tyto techniky se rozliSuji podle
mechanismu separace a typu latek potiebnych k separaci (Heiger 2000).

3.3.3.3.1 Kapilarni zéonova elektroforéza (CZE)

Jednou z nejjednodussich a nejpouzivanéjSich technik je CZE, protoZe se v ni jako zékladni
elektrolyt pouziva pouze pufr (Zaruba et al. 2016). Separace probihd tak, ze se rtizné
komponenty vzorku pohybuji riiznou rychlosti a tvoti takzvané zony. Rychlost pohybu kazdé
zony zavisi na elektroforetické mobilité rozpusténé latky a na elektroosmotickém toku v
kapilate. Pouziti CZE umoziiuje oddéleni jak malych, tak velkych molekul. CZE je vyuZivana
napiiklad k analyze proteinti (Heiger 2000).

Postup CZE (Komarova & Jantsev 2008):

1. mikroobjem analyzované smési je zaveden do kapilary, ktera je predem naplnéna
vhodnym pufrem;
2. ke konctim kapilary je piivadéno vysoké napéti (do 30 kV);
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3. slozky smési se zacinaji pohybovat kapilafe S raznou rychlosti, kterd zavisi
predevs§im na ndboji a hmotnosti slozek;
4. dochazi k separaci slozek smési na jednotlivé zony;

3.3.3.3.2 Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

CGE je Casto pouzivanou metodou pro separaci makromolekul (proteiny, nukleové kyseliny,
stereoizomery, sacharidy) podle jejich molekulové hmotnosti. Zakladem CGE je naplnéni
kapilar polymernim gelem, ktery tvofi tzv. molekulové sito (Heiger 2000). Dulezité je to, ze
diky absorpci gelu na stény kapilary neni pozorovan elektroosmoticky tok, a proto smérem k
detektoru putuje jenom jeden druh iontd (kladny nebo zaporny) (Zaruba et al. 2016). Uvnitf
muze byt kapilara naplnéna linearnim, sitovanym nebo polymernim gelem, av§ak mechanismus
separace zustane prakticky stejnym (Heiger 2000).

NV

Polyakralamidovy gel

Kapilara

Obr. 15: Piiklad modelu CGE separaci derivatli cyklodextrinu (CD) (Lin et al. 1995).

Polymer Koncentrace Poufziti
Sitované polymery
o B . .
Polyakrylamid, bis- 2-6%T,3-6%C e Oligonukleotidy, DNA
akrylamid o Proteiny, SDS-vazané
proteiny
Linrearni polymery
Polyakrylamid <01-6% ® Restrikéni fragmenty
Dextran,polyvinylalkohol, g _1g g, » Oligonukleotidy, DNA,
hydroxylalkylcelulosa proteiny
0.05-1.2 % e Restrikéni fragmenty
Agarosa e Proteiny

Obr. 16: Polymerni matrice (zaklady) pro CGE dle Heiger (2000).
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3.4 Vyuziti STR markeri pro analyzu DNA u psu a vlki

3.4.1 Forenzni genetika

3.4.1.1 Identifikace

Prakticky od zacatku svého objevu se mikrosatelity staly Siroce pouzivanymi v obrovském
poctu genetickych studii. Velmi Casto jsou mikrosatelitni markery pozivany pro identifikaci
zvitat v souvislosti s kriminalistikou, chovatelstvim a popula¢nimi studiemi (Wictum et al.
2013).

Bohuzel mélo pouziti STR markerti u zivo¢ichll ve forenzni analyze jednu velkou nevyhodu,
coz byl celkovy nedostatek vlastnich markerG a chybé&jici nomenklatura alel pro jejich
standardizaci. Kvili tomu nebylo moZné snadno a rychle porovnavat vysledky mezi
laboratofemi a vytvaret vefejnou genetickou databazi, coz omezovalo potencialni pouziti téchto
markert (Ash et al. 2009). V dalsich studiich byly pfedlozeny navrhy nomenklatury alel, které
byly zalozené na poctu opakovani, coz je normou v lidské genetice. Standardizovana
nomenklatura jiz byla zvefejnéna pro kocky (Lipinski et al. 2007), skot (Van de Goor et al.
2009) nebo pro kon¢ (Van de Goor et al. 2010). U psi se tomuto problému vénovalo nékolik
praci (Eichmann et al. 2005; Hellmann et al. 2006; Van Asch et al. 2009; Tom et al. 2010).
Naptiklad Eichmann et al. (2005) vypracoval nomenklaturu 15 STR lokusti u pstt (ZUBECA®6,
FH2132, FH2087Ua, ZUBECA4, WLIMSTF, PEZ15, PEZ6, FH2611, FH2087Ub, FH2054,
PEZ12, PEZ2, FH2010, FHX79 a FH2079). Dalsi studie pak charakterizovala 6 novych STR
(PEZ3, PEZ6, PEZ8, PEZ10, FHC2161 a FHC2328) (Hellmann et al. 2006). V soucasnosti uz
je charakterizovano 56 STR lokust s jejichZ pomoci byl vytvofen pevny zaklad pro systém
genotypizace psi pomoci mikrosatelitd (https://strbase.nist.gov/dogSTRs.htm).

3.4.1.2 Kriminalistika

Poslednich 30 let se stale ¢astéji pouziva molekuldrni analyza DNA Zivoc€ichil jako dikaz v
systémech trestniho soudnictvi po celém svéte. Tato analyza se vyuziva v situaci, kdyz zvite
nebo pachatel napadne ¢lovéka, a také pro ochranu zivo¢isnych druhd, ptikladem jsou: pytlactvi
chranénych vzacnych zvitat, tyrani zvifat a napadeni zvirete jinym zvifetem (Wictum et al.
2013).

V ptipadé¢ trestnych ¢intl, kdy ¢lovek ublizi jinému ¢lovéku, mize byt domaci zvife vyuzito
k prokazani daného trestného Cinu (Asch & Pereira 2010). Maze to byt naptiklad DNA psa
nebo kocky ve formé chlupi, slin, moci a vykali, které jsou ve velkém mnoZzstvi v domacnosti
kazdého majitele. Konkrétné bylo zjisténo, Ze srst domdacich zvitat je snadno pienositelna, Casto
se vyskytuje na obleceni, lizkovindch a v autech majiteli a tim padem miize byt jako
presvéd¢ivym a nezvratnym ditkazem v mist€ zlo€inu (Lyons et al. 2014).

Poprvé byly mikrosatelitni markery u zvitat pouzity pro analyzu a vySetfovani vrazdy na
zacatku 90. let minulého stoleti. Pfikladem toho je zabiti psa a jeho majitele nezndmou osobou
v roce 1991. Pfi dal§im vySetfovani byl nalezen podeziely, na jehoZ obleceni byly krevni
skvrny. Pti pozd¢jsi extrakei a vySetieni vzorkit DNA z krve bylo zjisténo, ze krvavé skvrny
patfily n¢kolika jedinciim: psovi a dvou rtiznym lidem. BohuZel dalSi vySetfovani nebylo
mozné, protoze ve vzorcich byla pfitomna latka inhibujici PCR. Nicméné v roce 1996 se
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védclim podafilo inhibitory odstranit a ziskat vysledky, které poukazovaly na to, ze jeden
vzorek DNA pattil psovi zavrazdéného, druhy patfil obéti a tieti podezielému. Kombinace
téchto dilkkazli se stala klicovym faktorem pfi feSeni tohoto piipadu po obdobi pétiletého
neuspé$ného vysetiovani (Shutler et al. 1999).

V situacich jako je napadeni clovéka zvifetem jsou Casto pouzivany STR markery pro
analyzu a identifikaci Gto¢iciho zvifete. Naptiklad v Australii v roce 2008 byla Zena napadena
nezndmym psem. Pro identifikaci uto¢iciho psa bylo provedeno profilovani DNA z uschlych
slin, které ziistaly na tricku obéti po napadeni. Bylo zjiSténo, ze utocici pes byl kiizencem
amerického stafordSirského teriéra. Majitel i jeho pes tohoto incidentu byli identifikovani a
potrestani (Clarke & Vandenberg 2010).

Obr. 17: Cast tri¢ka Zeny, kterou napadl pes. Na foto jsou zietelné vidét bile uschlé skvrny
slin, které zanechal pes pfi utoku. Z nichz byl ziskan psi profil DNA (Clarke & Vandenberg
2010)

Dalsi situace, kdy mtze byt pouzita forenzni analyza s vyuzitim STR markert, je pfi
napadeni zvifete jinym zvifetem. V jednom takovém ptipadé¢ byla zabita kocka pfimo v domé
majitele. Podezieni padlo na dva psy, ktefi bloudili po okolnich ulicich. U jednoho z nich byly
zjistény krvavé rany na hlavé, které mohl pes obdrzet pfi proniknuti do domu ptes dvifka pro
zvifata. Pfi odchyceni byla u téchto psii provedena analyza DNA pomoci bukélniho stéru a
nasledné srovnéavaci analyza krve z ran psa a krvavych stop, které byly nalezeny na dviikach.
Vysledky ukazaly, Ze kocka byla zabita pouze jednim z podezielych pst (Clarke & Vandenberg
2010).
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Obr. 18: Cast dvifek pro zvifata s viditelnymi stopami krve, ze kterych byl ziskan profil
DNA psa (Clarke & Vandenberg 2010).

Vzorek krve z Referenéni vzorek od Referenéni vzorek od
Lokus mista zlo¢inu podezielého psa ¢.1 podezielého psa €.2
PEZ1 119, 119 119, 119 123,123
FHC2054 164, 168 164, 168 156, 172
FHC2010 233, 233 233, 233 233, 233
PEZ16 300, 304 300, 304 300, 304
PEZ5 111, 111 111, 111 107, 107
PEZ20 185, 189 185, 189 177, 181
PEZI12 275, 275 275, 275 279, 279
PEZ3 132, 138 132, 138 135, 138
PEZ6 191, 191 191, 191 190, 194
PEZ8 242, 246 242, 246 234, 238
FHC2079 275, 279 275, 279 283, 283

Obr. 19: Srovnavaci analyza 11-ti lokust STR markerdt DNA extrahovanych ze vzorka krve
(z mista zlo¢inu a dvou podezielych psi). Na obrazku je vidét, ze alely podezielého psa ¢.1 a
alely ze vzorku krve z mista zlo¢inu jsou identické, coz svéd¢i o vniknuti psa ¢.1 do domu a
zabiti ko¢ky (Clarke & Vandenberg 2010).
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3.4.2 Populacni genetika

Velky pocet studii vyuzivd genomickou informaci psi pfedevSim pro posouzeni
rozmanitosti nebo historie a struktury populace u vlkl, coz umoznuje lepé studovat a
kontrolovat ohroZzené populace (Asch & Pereira 2010). Na druhou stranu ma geneticka
podobnost vlka a psa i své nevyhody. Hlavni nevyhodou je moznost mezidruhového kiizeni a
nasledné narozeni hybridl, coz mize negativné pusobit na Cistotu genofondu u volné zijicich
vlkt (Verardi et al. 2006). Touto problematikou se zabyva tada studii jako je napiiklad prace
od lacolina et al. (2010), ktera studovala stupen introgrese v populaci italskych vlkii pomoci
analyzy variability mikrosatelitd umisténych na Y chromozomu. Podobna préace byla provedena
také v Iranu. Zde Rasoul Khosravi et al. (2013) provedl analyzu mikrosatelitd u jedinct vlka
indického (Canis lupus pallipes) a zjistil, ze v Iranu dochazi k hybridizaci mezi vlky a psy stejné
jako v jinych zemich pouze sporadicky, a mize predstavovat nebezpeci pro populaci viki.

Analyza STR markert je také Casto pouzivana v chovu hospodaiskych zvitat. V ptipadé
zabiti hospodaiskych zvifat neznamym predatorem je mozné provést analyzu slin z ran mrtvého
zivocicha a identifikovat druhovou pfislusnost predatora. Chovatel mtize dostat nahradu skody,
jestlize Skody na stadu zpusobila volné Zijici Selma. Nicméné nejen vlk nebo rys mize
napadnout hospodaiské zvife. Proto je pro ziskdni nahrady Skody nezbytné identifikovat
uto¢nika. Geneticka identifikace je vzdy podporovdna vysledky veterinarni pitvy, coz
umoznuje poskytnout dikkazy, které napomahaji k spravnému urceni druhu, pohlavi a stanoveni
individudlniho genetického profilu predatorti hospodaiskych zvitat. Tyto faktory usnadni
zjiSténi dynamiky utoku a hodnoceni vlivu volné Zijicich Selem na hospodatstvi. Napiiklad
Caniglia et al. (2012) analyzoval 33 vzorki DNA slin, které ziskal z 13 mrtvych ovci a koni v
centralni ¢asti Italie, jez byly pravdépodobné zabity vlky. Vysledky ukazaly, Ze pouze 8 zvitat
bylo usmrceno vilky (1 samcem a 4 samicemi). Tyto metody identifikace jsou Siroce pouzivany
nejen v zadpadni ¢asti Evropy, ale 1 v jeji severni ¢asti. Naptiklad Plumer et al. (2018) se ve své
studii snazila zhodnotit podil vlkii a pst zapojenych do zabijeni ovei a vyvinout citlivou
genetickou analyzu, ktera by mohla umoznit lepsi odliSeni vlkd a domacich pst. V Estonsku
bylo dokonce analyzovano celkem 183 vzorkt slin predatorti, které byly ziskany z ran zabitych
ovci. Analyza urcila druh predatora ve 143 ptipadech (78 %). Ovce byly nejcastéji zabity vlky
(81 %), avsak podil zabijeni ze strany pst byl zna¢ny (15 %).
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3.4.3 Chovatelstvi

Urceni paternity a plemenné pfislusnosti jedince je nezbytnou soucasti v chovatelstvi
domécich zvirat. Pro tyto Ucely jsou nejcastéji pouzivany mikrosatelity. Diivodem je, ze testy
zalozené na téchto mikrosatelitech jsou snadnéji interpretovany ve srovnani se slozitéjSimi
metodami (Zajc & Sampson 1996).

Existuje fada diivodi k testovani DNA u domaécich zvifat jako jsou naptiklad:

identifikace — zodpovédni chovatelé se snazi vzdy uvést skutecné rodice v
registrech, ale nékdy vznikaji otazky o divéryhodnosti otce. DNA profilovani
umoznuje porovnavat lokusy STR markera rodict a potomkd, a tim ziskat
potvrzeni o jejich pfibuznosti. Také mliZe nastat situace, kdy je vyZzadovana
spolehliva identifikace psa (napftiklad pii ztraté nebo kradezi psa). MikroCipy
mohou byt nahrazeny, tetovani miiZze byt zniceno, takze jediny naprosto spolehlivy
zpusob, jak identifikovat psa, je ziskdni DNA profilu pomoci analyzy mikrosatelitl
(Binns et al. 1995);

udrzovani genetické rozmanitosti — geneticka rozmanitost znamena rozdil
genovych forem v individualnim genomu. Cim vice podobnych genovych forem
pes zdédi, tim pravdépodobnéjsi je, ze bude trpét nemocemi a dal$imi problémy
zpusobenymi inbridingem (Calboli et al. 2008);

zodpovédny chov psti — zarukou toho, Ze pes bude zdravy, je potizeni §ténéte u
zodpovédného chovatele, ktery bere v tvahu zdravi jedincti budoucich generaci.
Pokud ma pes dédi¢né choroby, musi byt vyloucen z dalSiho chovu;
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4 Zavér
V této bakalarské praci byla sestavena literarni reSerSe o vyuziti STR markerd DNA u

zastupcu Celedi psovitych Selem. Tematicky se prace zabyvala nasledujicimi okruhy:

o Charakterizaci taxonu psovitych Selem a né€kterych jejich zastupcu.

e Popisem vhodnych metod a postupit odbéru vzorki a izolaci DNA pro domaci a volné zijici
druhy zivocichu.

o Genetickou charakterizaci mikrosateliti.

o Popisem molekularn¢ genetickych technik, které jsou nejcastéji pouzivany pro analyzu
mikrosateliti.

o Priklady vyuziti mikrosatelitnich marker ve forenzni analyze, populacni genetice a
chovatelstvi.
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