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Variabilita D-smy¢ky mtDNA a gonozomalnich SSR
lokusii u plemen psi odvozenych ze zamérnych kriZeni S

vlkem obecnych (Canis lupus L.)

Souhrn

V ramci diplomové prace byla posuzovéana variabilita D-smycky mtDNA a SSR
lokust u plemen psit odvozenych ze zamérnych kiizeni s vlkem obecnym (Canis lupus L.).

Prvni ¢asti diplomové prace je Cast teoreticka, pojednava o popisu historie rodiny
psovitych, pivodu a domestikaci psa doméaciho, popisu vlka obecného. Je zde rozebirana
problematika kiizeni psa a vlka a wvzniku téchto kiizencl, Saarloosova vlcaka
a Ceskoslovenského vicaka. V dalsich kapitolach je nastinéno déleni a vlastnosti genetickych
markerd, které jsou vyuzivany v praktické casti. Konkrétné se jedna o mitochondridlni DNA
a mikrosatelitni DNA. Také byla popsana problematika fylogenetiky a tvorba kladogramt
na zéklad¢ jednotlivych metod.

V praktické Casti této prace byla hodnocena variabilita genetickych marker u plemen
psu, vlki a jejich vzajemnych kiiZzenci. Do analyzy bylo zahrnuto 539 jedinct plemene
ceskoslovensky vI¢dk a 42 jedinci plemene Saarloostv vl¢dk. Pro studium variability
haplotypli D-smycky mtDNA byly sekven¢ni analyzy provedeny u zastupcl dalSich
24 plemen, ktera nemaji svlij ptivod odvozen ze vzajemného kiiZeni psa a vlka. Databaze
haplotypt ziskanych pti feSeni diplomové prace byla doplnéna jesté o sekvence D-smycky
mtDNA u dalsich plemen a zastupct vlkl a kojota pochézejici z mezinarodni nukleotidové
databaze NCBI. Diulezitym krokem byla optimalizace metod vSech analyz. Jednalo se
0 izolaci DNA z bukélnich sliznic, navrzeni vhodnych primeri a optimalizace metod
PCR-RFLP. Vzhledem k tomu, ze u plemene C¢eskoslovensky vi¢ak byly identifikovany dva
haplotypy, byl navrzen PCR-RFLP marker, ktery je dokazal vzajemné spolehlivé odlisit.
Pii feSeni diplomové prace byly na zdklad¢ studia D-smycky mtDNA pomoci programu
MEGAG6 sestaveny kladogramy vyjadiujici sekvencni €i evolu¢ni podobnosti jednotlivych
haplotypt. Na zaklad¢ ¢tyt vybranych mikrosatelitnich markerti byla zvolena vhodna metoda
a nasledné byla provedena identifikace gonozému Y.

Z vysledkil vyplyva, Ze ani u jednoho ze soucasnych zéastupct plemen ¢eskoslovensky
a Saarloosiiv vicak se nevyskytuji mitochondrie pochazejici ze samice vlka. Statistickym

a bioinformatickym porovnanim ziskanych sekvenci bylo identifikovdno celkem



17 haplotypt. Na zékladé genealogické studie propojené s molekularnimi sekvencénimi
analyzami D-smycky mtDNA u potomkl po matei'ské linii byla potvrzena stabilita sekvenci.
U vsech zkoumanych potomkti byl identifikovany zcela identicky haplotyp. Byla potvrzena
hypotéza, ze pomoci mikrosatelitnich markerti lokalizovanych na heterologni ¢asti gonozému
Y Ize identifikovat pivod gonozomu Y (psi nebo vI¢i) u plemene ceskoslovensky vi¢ak. Tyto
rozdily byly potvrzeny dvéma SSR markery, které se liSily 2 bp. U plemene Saarloostv vI¢ak

bylo zjisténo, ze existuje pouze jediny donor gonozoému Y — némecky ovcak.

Kli¢ova slova: Canis lupus familiaris L., Canis lupus L., pes, vlk, kiizeni, mtDNA,

D-smycka, gonozomy, SSR markery



Variability of mtDNA D-loop and Gonosomal SSR Loci in
Dog Breeds Derived from Deliberate Crossbreedings with

Wolves (Canis lupus L.)

Summary

In this work the variability of mtDNA D-loop and SSR loci in dog breeds derived
from deliberate crossbreedings with wolves (Canis lupus L.) was assassed.

The first part of this work is theoretical and deals with description of the canid family
history, origin and domestication of the dog, description of the wolf. There is analyzed the
issue of dog crossbreeding with wolf and creation of these hybrids, Saarloos wolfdog and
czechoslovakian wolfdog. In next chapters there are described the division and characteristics
of genetic markers that are used in the practical part. Specifically, the mitochondrial DNA and
the microsatellite DNA. Also there is discussed the issue of phylogenetics and cladogram
creation based on different methods.

In the practical part of this work variability of genetic markers in dog breeds, wolves
and their hybrids was evaluated. The analysis included 539 individuals of czechoslovakian
wolfdog and 42 individuals of Saarloos wolfdog. To study the variability of haplotypes
mtDNA D-loop sequenation analyses in representatives of 24 other dog breeds that have thein
origin derived from crossing of dog and wolf were performed. Haplotype database obtained
from diploma work was complemented by sequences of mtDNA D-loop in other breeds and
representatives of wolves and coyot from international nukleotide database NCBI. An
important step was the optimization of analytic methods. It was the isolation of DNA from
buccal mucosa, the design of appropriate primers and the optimization of PCR-RFLP method.
According to identification of two haplotypes in czechoslovakian wolfdog, it was designed
PCR-RFLP marker which is able to reliably distinguish each other. Based on study of the
mtDNA D-loop by using MEGAG6 programme the cladograms expressing sequential or
evolutionary similarity of individual haplotypes were compiled. Based on the four selected
microcatellite markers the suitable method was chosen and identification of gonosome Y was
performed subsequently.

The results show that not a single one of the present czechoslovakian and Saarloos
wolfdog representatives occur mitochondria derived from the female wolf. 17 haplotypes

were identified by statistical and bioinformatical comparison with the obtained sequences.



Sequences stability was confirmed based on genealogical studies connected with molecular
sequential analysis of mtDNA D-loop in the maternal line offsprings. Completely identical
haplotype was identified for all the studied offsprings. We confirmed the hypothesis that by
using microsatellite markers located on heterologous gonosome of Y can be identified the
origin of gonosome Y (dog or wolf) in czechoslovakian wolfdog. These differences were
confirmed by two SSR markers that differed in 2 bp. In Saarloos wolfdog it was found that

there is only one gonosome Y donor — German shepherd.

Keywords: Canis lupus familiaris L., Canis lupus L., dog, wolf, breeding, mtDNA, D-loop,

gonosoms, SSR markers
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1 Uvod

Pes domaci (Canis lupus familiaris L.) je povaZovan za jedno z prvnich domestikovanych
zvifat, u n€hoz tento proces zapocal asi pied 15 000 lety. Pivodnim mistem domestikace psa
je podle vétsiny autord pfifazovano Asii. Dnes je jiz potvrzeno, Ze jedinym piredkem psa je
vlk obecny (Canis lupus L.). Clovéka pes doprovazi dlouhd léta a cilenou genetickou selekci
bylo dosazeno velké variability v raznych vlastnostech, a proto je v dnes$ni dobé znamo vice
jak 400 plemen pst. Hodnoceni této variability je zaloZeno na pouziti genetickych markerd,
které jsou vysoce polymorfni. Pro genetickou analyzu se vyuzivd zkoumani polymorfismu
DNA, a to hlavné mitochondrialni a mikrosatelitni DNA.

Mitochondridlni DNA vykazuje cytoplazmatickou dédi¢nost a je tedy vyuzivdna
pro zkoumani piibuzenskych vztahit po materndlni linii. Tato analyza je zaloZeno
na variabilit¢ tzv. D-smycky (hypervariabilni tsek mtDNA), kterd se u psi nachazi
mezi 15 458. az 16 727. nukleotidem. Mikrosatelity jsou kratké tandemové se opakujici
genomové sekvence, které se vyuzivaji pro zjisténi paternity a pribuzenskych vztahti v dané
populaci. Tyto genetické markery mohou byt snadno amplifikovany polymerazovou
fetézovou reakci (PCR).

Princip paternity a maternity je zaloZzen na zékladé¢ zakoni Mendelistické dédicnosti.
Kazdy jedinec zdédi od svych rodi¢t alely, pokud se vSak u potomka dana alela nevyskytuje,
je vhodné uvaZovat, zda je rodi¢ opravdu rodicem. Pro potvrzeni nebo vyvraceni daného
zjiSténi je nutno vyhodnotit data ziskand analyzou vice mikrosatelitnich lokusii. Touto
analyzou mizeme také zjistit a porovnat fylogeneticky pavod jedince a vztahy
mezi populacemi. Vztahy mezi jedinci ¢i populacemi lze vyjadiit graficky pomoci
kladogramd, které jsou konstruovany na zaklad¢ algoritmt riznych statistickych metod.

V této diplomové praci byla zkoumdna variabilita D-smycky mtDNA a SSR lokust
u plemen psi odvozenych ze vzajemného kiizeni s vlkem obecnym (Canis lupus L.).

A to hlavné u plemen ceskoslovensky vI¢ak a Saarloosiiv vi¢ak.
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2 Védecké hypotézy a cile prace

2.1 Védecké hypotézy
Na zacatku teSeni diplomové prace jsem si na zdklade studia védecké literatury zvolila

nasledujici védecké hypotézy:

e Pes domaéci patii mezi jedno z nejdéle domestikovanych doméacich zvirat a 1ze tudiz
predpokladat, ze budou existovat genetické rozdily mezi nim a vlkem (Canis lupus
L.). Existuji plemena psu, ktera vznikla ve 20. stoleti na zakladé zamérného kiizeni
mezi psem domdcim a vlkem. Lze predpokladat, ze u téchto plemen se bude
vyskytovat urcity podil genomu vlka.

e Plemena, kterd takto vznikla, jsou CcCeskoslovensky vil¢dk a Saarloostv vicak,
kde na zakladé zamérné plemenitby je udrZzovan podil genomu vlka v rozmezi
28 — 32 %. Lze tudiz hypoteticky predpokladat, Ze v genomu zastupcti téchto plemen
se mohou nachazet sekvence DNA charakteristické pro vika.

e Problematika ktizeni feralnich populaci pst a vlkd je aktualné studovana. Variabilita
zamérné vytvorenych kiiZzencl psa a vlka muze hypoteticky predstavovat vhodny
model pro genetické studie téchto kiizeni.

e D-smycka mtDNA piedstavuje sekvenci charakteristickou vyskytem neutrdlnich
mutaci vykazujicich matroklinni dé&dicnost. Variabilita D-smycky mtDNA je
pouzivana v cel¢ fad¢ populacnich studii u psovitych Selem a lze ji teoreticky pouzit
1 pf1 hodnoceni genetické variability cytoplazmy plemen odvozenych ze zamérné¢ho
ktiZzeni psa a vlka.

e Vzhledem k matroklinni dédi¢nosti D-smycky mtDNA je mozné charakterizovat
kazdého hodnoceného jedince z hlediska haplotypu, ktery odpovidd fendm —
zakladatelkdm plemene. Pokud jsou znadmy uplné rodokmeny jedinci plemene
Ceskoslovensky a Saarloostv vicak, je mozné na zakladé molekuldrnich analyz
vyhodnotit stabilitu mutaci D-smycky mtDNA u soucasnych reprezentanti obou
plemen.

e Nejpresn€jsi metodou pro charakterizaci mutaci vyskytujicich se v D-smy¢ce mtDNA
je ptiméa sekvenace PCR amplikond, které vznikly pfi pouziti primerovych para
umisténych do konzervativnich sekvenci mtDNA. Na zdklad€ téchto sekvenci lze
identifikovat haplotypy, které jsou definovany jako sekvence D-smycky mtDNA,

které maji v ramci jednoho haplotypu vzdy identicky se vyskytujici mutace.
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Variabilitu haplotypii D-smyc¢ky mtDNA lze hodnotit na zaklad¢ statistickych
a bioinformatickych metod napiiklad formou kladogramu, které vykazuji sekvencni
podobnosti a potencialni evoluéni vztahy mezi hodnocenymi haplotypy. Lze
predpokladat, ze rizné typy statistického — kladistického vyhodnoceni vyuzivaji riizné
matematické algoritmy a tudiz i1 vytvaieni vétvi v kladogramech ziskanych riznymi
metodami mtize byt odlisné.

Hypoteticky lze pfedpokladat, ze jedno plemeno, které vzniklo pouzitim vice fen
zakladatelek, mize byt charakteristické vetSim poctem haplotypti 1 u soucasnych
predstavitell plemen. Pokud rozdily mezi haplotypy D-smycky mtDNA budou
zpusobovat vznik nebo ztratu palindromatické sekvence rozpoznavané restrikéni
endonukledzou, 1ze navrhnout PCR-RFLP marker, ktery umoZzni tyto haplotypy
vzajemné odlisit bez nutnosti sekvenacnich analyz.

Pokud jsou u plemen odvozenych ze zdmérného kiiZeni psa a vlka znamé kompletni
rodokmeny, Ize identifikovat i pivodni donory gonozému Y, ktery se nachazi
u soucasnych psu. Hypoteticky lze predpokladat, ze existuji mikrosatelitni markery
lokalizované na heterologni ¢asti gonozému Y, které umozni odlisit gonozém Y psiho
a vi¢iho ptvodu.

Variabilita mikrosatelitnich markert je zplisobena rozdilnym poctem tandemové se
opakujicich motivii. V soucasné dobé& existuji techniky kapilarni elektroforézy, které
jsou schopny spolehlivé odliSit 1 jednonukleotidové rozdily mezi porovnavanymi
fragmenty DNA. Tyto techniky Ize pouzit pro hodnoceni polymorfismu

mikrosatelitnich markert.
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2.2 Cile prace
Cile prace vychazeji z konkrétnich experimentti, které byly pouzity pro potvrzeni
nebo vyvraceni hypotéz uvedenych v predchazejici kapitole. Cile prace lze charakterizovat

nasledujicimi body:

1. lIzolovat vysokomolekularni DNA od vybranych zéastupci plemen ceskoslovensky
vicak, Saarloostv vi¢ak, referencnich genotypa vlka a nékterych kiizent F; generace
mezi psem domacim a vikem.

2. Optimalizovat metodu PCR amplifikace v oblasti D-smy¢ky mtDNA s pomoci
publikovanych primera nasedajicich do konzervativnich sekvenci mtDNA.

3. Na zéklad¢ studia rodokment plemen Ceskoslovensky a Saarloostiv vicak identifikovat
u soucasnych ptedstavitelli plemen jednotlivé haplotypy mtDNA odpovidajici fendm
zakladatelkam.

4. Optimalizované PCR markery D-smycky mtDNA aplikovat na vybrané zastupce
predem definovanych potencialnich haplotypti a vyhodnotit jejich polymorfismus.

5. Pro ziskéni dalSich dat nutnych pro statistické, bioinformatické a kladistické
vyhodnoceni aplikovat PCR markery D-smycky mtDNA na dal$i plemena pst, ktera
nejsou odvozena ze zdmérného kiizeni psa a vlka.

6. Bioinformatické vyhodnoceni ziskanych sekvenci D-smycky mtDNA, nalezeni
polymorfismii a posouzeni sekvencni popiipadé evolucni podobnosti pomoci
kladogramd.

7. U plemene Ceskoslovensky vilcak navrhnout PCR-RFLP marker, pomoci kterého lze
hodnotit variabilitu haplotypti D-smycky mtDNA.

8. Na zakladé¢ studia rodokmenti plemen ¢eskoslovensky a Saarloostiv vicak identifikovat
u soucasnych predstaviteli plemen jednotlivé haplotypy na zéklad¢ plivodu gonozému
Y.

9. Optimalizovat mikrosatelitni markery lokalizované na gonozému Y s cilem nalézt
takové markery, které u plemene ceskoslovensky vl¢dk umozni odli§it gonozém

Y pochazejici od némeckého ovcaka a vlka.
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3 Literarni reserse

3.1 Psovité Selmy

Za prvni predky viech Selem se povazuji Creodonti (Zack, 2012; Sebkova, 2001).
Heinrich et al. (2012) uvadgéji, Ze je za spole¢ného piedka psovitych Selem povazovan Miacis,
ktery je spolecnym predkem vlki, Sakala a kojota. Miacis svou velikosti a stavbou téla
pfipominal lasici a chrupem psovitou $elmu. Pravdépodobné vyhynul pied 20 miliony lety
pt. n. 1. Za tzv. nejstar$iho prapsa je uvadén Tomarktus, kterého popsal v roce 1873 Cope.
Avsak dnes je jiz znamo, ze na piimém vyvoji psa domaciho nema zasluhu, jelikoz se jednalo
0 slepou vyvojovou vétev. Wang (1993) uvadi jako predka psa Leptocyona.

Vila et al. (1997) publikovali, Ze moderni rodina carnivorti vznikla pied 40-50 miliony
lety. Udaje DNA hybridizace potrvrzuji, ze se ¥ad Carnivora déli do dvou sesterskych rodin,
Caniformia a Feliformia. Prvni sesterska rodina Caniformia zahrnuje psovité (Canidae),
skunkovité (Mephitidae), lasicovité (Mustelidae), medvidkovité (Procyonidae), medvédovité
(Ursidae), a tii rodiny moiskych savci (tuleiovité Phocidae, lachtanovité Otariidae,
mrozovité Odobenidae). Druha sesterska rodina Feliformia zahrnuje kockovité (Felidae),
cibetkovité (Viverridae), promykovité (Herpestidae) a hyenovité (Hyaenidae).

Podle Ruvinskeho a Sampsona (2001) fadime do rodu Canis sakala pruhovaného (Canis
adustus), sakala obecného (C. aureus), kojota (C. latrans), vlka obecného (C. lupus), Sakala
¢abrakového (C. mesomelas), vlka rudohnédého (C. rufus), vic¢ka etiopského (C. simensis)
a psa domaciho (C. lupus familiaris).

Parra et al. (2008) uvadégji, ze rozdily pozorované v mtDNA znamenaji, Ze vSichni psi
pochazeji ze spoleéného genofondu. Srovnani sekvence mtDNA mezi druhy Canis naznacuji,
ze psi pochazeji z vlki. Jaderné markery podporuji blizky vztah pst a vikt (Vila et al., 1997,
Savolainen et al., 2000; Pang et al., 2009; Parker, 2012). Moderni analyza mitochondrialni
DNA ukazuje, ze vlk Sedy (Canis lupus) byl jedinym pfedkem modernich psii (Boyko, 2011).
Analyza mtDNA ukdzala, Ze DNA domestikovanych psi a Sedych vlkt se liSi pouze
v 0,2 % (Ostrander et al., 2000). Galibertova et al. (2011) studie ukazala, Ze pes a vlk sdileji
98 % mitochondrialni DNA, ktera kontrastuje s 7,5% rozdilem mezi vilkem a kojotem (Canis

latrans), druhem, ktery je jejich nejblizsi divoky piibuzny.
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3.1.1 VIk obecny (Canis lupus L.)
RiSe: Animalia

Kmen: Chordata

Trida: Mammalia

Rad: Carnivora

Celed’: Canidae

Rod: Canis

(Zdroj: biolib.cz)

VIk (Canis lupus L.) je nejrozsifenéjsim velkym masozravcem v Evropé (Baltriinaite
et al., 2012; Randi et al., 2011). Vlci byli rozsifeni po celém kontinentu, Zili na riznych
stanoviStich od tundry az po stepi a pousté. Béhem 18. a 19. stoleti byli vSak postupné
vyhubeni a to hlavné v celé zapadni Evropé, prezili zde pouze jedinci v Ibérii a Italii.
V soucéasné dob¢ ¢ita populace viki v Evropé 18000 — 20000 jedinct (Hindrikson et al., 2012;
Randi et al., 2011). Sundqvist et al. (2001), Vila et al. (2003) zjistili, Ze populace
skandinavskych vlkt dosahuje cca 100 jedinct. Sundqvist et al (2001) a Godinho et al. (2011)
uvadgji, ze vlci se dnes vyskytuji kromé Evropy také v Severni Americe, na Blizkém vychod¢
a Vv Asii.

Vlci jsou velmi mobilni a obyvaji rozsahla teritoria. Mladi jedinci obou pohlavi jsou
schopni se rozptylit na vice nez stovky kilometrii (Randi, 2011). Baltriinaite et al. (2013)
uvadéji, ze jejich rozSifeni je nerovnomérné, s poloizolovanymi populacemi ménicich se
ve velikostech od méné nez padesati po nékolik tisic jedincti. Dle Hindrikson et al. (2012)
pfetrvavaji malé a roztfiSténé populace, ale Casto jen v pfitomnosti velkého mnoZstvi pst,
ktefi zvySuji potenical pro jejich hybridizaci.

Pilot et al. (2010) analyzovali fylogenetické vztahy a geografické rozloZeni haplotypii
mtDNA 947 soucasnych evropskych vlkl. Srovnavali také sekvence soucasnych vlki
S publikovanymi sekvencemi starovékych evropskych vlka. Zjistili, Ze haplotypy
predstavujici dveé haploskupiny se prekryvaji geograficky, ale podstatné se 1i8i, co do Cetnosti

mezi populacemi z jihozapadni a vychodni Evropy. Srovnani mezi haplotypy z Evropy
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a dalSich kontinentli ukézalo, ze obé haploskupiny jsou rozsifeny po celé Euroasii, zatimco
pouze haploskupina 1 se vyskytuje u soucasnych severoamerickych vlka. VSechny vzorky
starych vlkii ze zépadni Evropy, které se datuji mezi 44 000 a 1 200 lety pf. n. 1., patiily
k haploskupiné 2, coz naznacuje dlouhodobou pievahu této haploskupiny v oblasti. Kromé
toho, porovnani soucasnych a minulych frekvenci a distribuci obou haploskupin v Evropé
naznacuji, ze haploskupina 2 ptevazovala nad haploskupinou 1 v pribéhu nékolika poslednich
tisich letech. Paralelni nahrada haploskupiny, haploskupina 2 je zcela nahrazena
haploskupinou 1, byla hlasena u severoamerickych sSedych vlkii. Na zaklad¢ vyzkumu Pilot et
al. (2010) rozdélili viky vychodni Evropy do deseti podpopulaci (na zakladé 257 bp kontrolni
oblasti) a k podpopulacim s relativné nizkou rozmanitosti haplotypi nésledné ptifadili
jednotlivé zemé - Litvu, LotySsko, Bélorusku, vychodni Polsko, severni Ukrajinu a zapadnim

Rusko. Podobnych vysledkii dosahli také Baltriinaite et al. (2012).

3.1.2 Pes domaci a domestikace

Fenotypova a genotypova rozmanitost psu jasn¢ ukazuje, ze pes domaci (Canis lupus
familiaris L.), povazovany za prvni domestikované zvife, pochazi z populace vlka obecného
(Canis lupus L.), vysoce mobilniho a pfizpisobivého masozravce, ktery byl pted nékolika
staletimi rozsiten po celé Holarktidé (Vila et al., 1997; Wayne a Ostrander, 1999; Savolainen
et al., 2000; Rokas et al., 2003; Parker et al., 2004; Boyko et al., 2011; Wade, 2011).

Nejstarsi fosilie psa jsou tvofeny dvéma lebkami z nalezisté v Eliseyevichi (Centralni
Ruské planina pted 13 - 17 000 pf. n. l.) a Celisti z nalezisté¢ v Oberkasselu (Némecko,
14 000 pt. n. 1.). Kosti vlkii a ranych hominidt byly nalezeny spole¢né na nékolika mistech,
jako jsou Zhoukoundian na severu Ciny datované 300 000 let pi. n. 1. nebo jeskyné Lazaret
na jihu Francie datované 150 000 let pt. n. 1. Tyto nalezy neprokazuji, Ze by domestikace jiz
byla pfitomna, ale naznacuji, Ze lidé a vlci zfejmé sdileli stejné uzemi a zili v blizkém
kontaktu.

Z nalezii velkych fosilii psovitych je zietelna odliSnost od poslednich vlk,
pravdépodobné piipominajicich prehistorick¢é psy. Tento pes je identifikovan jako
Paleoliticky pes (Lindblad-Toh et al., 2005; Germonpré et al., 2009). Nalez z jeskyné Goyet
byl totozny s nalezem v jeskyni Chauvet (26 000 pi. Kr.) a Mezhirich na Ukrajiné
(15 000 pi. Kr.), kde ho identifikovali jako prehistorického psa. Tyto vysledky naznacuji,
ze domestikace psa byla jiZ zahdjena béhem obdobi Aurignacian. Nicméné ne vSichni jsou
0 tomto zjisténi presvédceni (Druzhkova et al., 2013) a diskutuje se, Ze v této rané dobé

nebyli hominidé jesté schopni provadét proces domestikace. Lze spiSe predpokladat, ze vlci
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byli v rdmci hledani potravy pfitahovéni k lidskym ptibytkiim, kde mohli najit zbytky, a tak si
postupné zvykli na pfitomnost lidi. Lidé lovci, také pravdépodobné zabijeli vlky hledajici
potravu okolo taborii a jejich kzi pouzivali jako obleceni. N¢kdy se také starali o Sténata,
ktera si zvykla na rodinu a zkrotla. Tito ochoceni vici byli vzdaleni mnoho generaci
od pravych domestikovanych psti, ale byli pravdépodobné jejich predchidci.

Galibert et al. (2011) uvadgji, ze domestikace psa zacala pravdépodobné velmi brzy
beéhem obdobi mladého paleolitu, tedy mnohem dfive, nez domestikace jakéhokoli jiného
zvifete ¢i rostliny. Tento c¢asny proces, pravdépodobné¢ neuvédomély, se nazyva
proto-domestikace, aby se odlisil od skutecné domestikace, ktera se datuje
kolem 14 000 pi. n. 1. Oskarsson et al. (2011) na zakladé analyzy mtDNA datuji proces
domestikace na 10 000-16 000 pi. n. 1.

Podle Galiberta et al. (2011) ukdzaly neddavné analyzy genomické DNA,
ze domestikace zacala na Blizkém Vychodé a Sifila se rychle do vSech lidskych populaci.
Tuto teorii potvrzuje i Li et al. (2012) a Druzhkova et al. (2013). AvSak Wang et al. (2011)
publikovali, ze pivodnim centrem domestikace psa je jihovychodni Asie. Dle Oskarssona et
al. (2012) je to presné jizni Cina. Ding et al. (2012) uvadgji, ze archeologické nalezy pfitazuji
puvod Evropé nebo v Jihovychodni Asii nebo dokonce vice oblastem.

Mezi mnoha druhy zivocicht, které byly domestikovany, drzi psi prvni misto.
Domestikace je dlouhy proces, béhem kterého jsou lidé selekci zvitat pro budouci kiiZeni
schopni upravit fadu fyziologickych a behavioralnich vlastnosti, generace po generaci
(Galibert et al., 2011; Jensen, 2006). Gagliardi et al. (2011), Parker et al. (2004) uvadéji,
ze vétSina psich plemen se vyvinula v prubéhu 19. stoleti. Na rozdil od ostatnich
domestikovanych zvifat ma rychld fenotypova selekce za nasledek vznik mnoha riznych
plemen. Silny selekéni tlak, ktery byl pouzZit k rozvoji rliznych plemen, vedl ke ztraté
genetické variability v rozsahu, ktery se 1i$i v zavislosti na historii plemene a na pouZitém
postupu plemenitby. Riizné genetické markery jsou pouZzity pro analyzu genetického
polymorfismu a heterozygotnosti psich plemen. Tyto markery vykazuji vysoky stupen

polymorfismu, ndhodné distribuce v genomu a neutrality s ohledem na selekci.

3.1.3 Hybridizace

Munoz-Fuentes et al. (2010) uvadéji, ze hybridizace mezi divokymi canidy a psy
domacimi se vyskytuje jen ojedinéle. Pfitomnost haplotypu mtDNA psa domaciho u kojotil
(Canis latrans) se vyskytuje pravdépodobné v dusledku pfitomnosti pouze mladych samct

kojott, kteti vyrazeji na lov. Pfitomnost hybridi ve velmi roztiist€éné a malé populaci vlka
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etiopského (Canis simensis) vyplyva z kiizeni samic vlka a samcti psa (Anderson et al., 2002;
Mufioz-Fuentes et al., 2010).

Muinioz-Fuentes et al. (2010) ve své praci zjistili, ze poklesy populace vlkl zptisobené
lidmi mohou nastavit podminky pro hybridizaci mezi divokymi vlky a psy domacimi. Neni
znamo, zda pfitomnost mtDNA psa u téchto vlkli miize mit fenotypovy efekt, ale presto
ukazuje na moznost, Ze samci vlkii a samice psi mohou produkovat potomstvo, které se
za urcitych okolnosti mize zpétné kiizit do divoké populace viki.

Sindici¢ et al. (2011) publikovali, ze vlk a pes maji shodné karyotypy, mohou se kiizit
a produkovat plodné potomstvo. Jejich interakce se mize pohybovat od formy predator-kofist
po vzajemné souziti, coz muze vést k hybridizaci. Anderson et al. (2002) uvadéji,
ze hybridizace ma potencial pfinést morfologické, fyziologické a behaviordlni zmény
u canidl Zijicich v zajeti nebo volng. Zatimco se linie psa a vlka v pfipad€ analyzy jadernych
genl oddéluji Spatné, tak pti analyze mitochondridlni DNA jsou linie jasné rozliSitelné a diky
tomu lze dobie vyhodnotit rozdily mezi témito druhy (Sindici¢ et al., 2011).

Hindrikson et al. (2012) publikovali, ze nejcastéjSim piipadem je hybridizace
mezi samicemi vlka a samci psa. Avsak tento tym ve své studii odhalil prvni dikazy pareni
mezi samci vlka a samicemi psa v Evropé. Godinho et al. (2011) uvadéji, ze hybridizace
mezi volné zijicimi druhy a jejich domécimi protéjsky mulze predstavovat hlavni hrozbu
ptirodnich populaci. Ve skutecnosti Sifeni ,,domestikovanych genli*“ do ptirozenych populaci
muze narusit mistni pfizplisobeni nebo zvysit genetickou homogenizaci, piipadné miize vést
k vyhynuti druht pfes introgresivni hybridizaci. Kromé& toho nerovnovaha mezi poctem
populace domestikovanych a divokych forem miize usnadnit jednosmérny tok gent
a naznacuje, Ze hybridizace je vaZznou hrozbou pro genetické integrity ptirodnich populaci.

Randi a Lucchini (2000) zjistili, ze v Italii po¢et volné Zijicich psu pfevySuje pocet
vlkt. Je tedy mozné, Ze tato nerovnovaha, spolecné€ s nizkou hustotou a roztiistitelnosti vI¢i
populace, zvysuje riziko hybridizace se psy. Bohuzel vysoka genetickd podobnost pst a viki
odhaluje hybridy obtizné, coz mize vysvétlovat, pro¢ je dikazd hlaSeni vyskytu hybridnich
vkl v Evropé malo a vyznam této problematiky pro ochranu vlkl zistdva do zna¢né miry
neznamy.

Vila et al. (2003) ve své praci potvrdili pfitomnost F1 hybridd vzniklych kiizenim
samic vlka a samct psa ve velmi malé a nedavno znovu obnovené skandinavské populaci.
Bylo potvrzeno, ze mtDNA psa se neintrodukovala do Zadné vI¢i populace. To naznacuje,
ze je hybridizace bud’ asymetrickd nebo ze samice F1 hybridi se mtDNA psa se nemnozi,

cey

jelikoz nepteziji do dospélosti nebo ze nejsou schopny se socializovat do vI¢i populace (Vila
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et al., 1997; Randi et al., 2000). Vila et al. (1999b) uvadgji, ze v Italii a Spanélsku se mohou
vlci obecni kiizit s polodivokymi populacemi domestikovanych psi. Takové hybrizidace
mohou opravdu ohrozit genetickou integritu divokych populaci vlki, ackoli ¢etnost vyskytu
nemusi byt tak vysoka jak se diive myslelo.

Vila et al. (1997), Randi et al. (2000) zjistili, ze nukleotidova sekvence hypervariabilni
¢asti kontrolni oblasti mtDNA definuje haplotypy, které jsou ve vétsiné populaci evropskych
vlkli rizné, a nejsou sdileny zadnym z dosud studovanych plemen. Haplotypy kontrolni
oblasti mtDNA mohou byt pouzity jako maternalni genetické markery pro detekci hybridizace
vik-pes. Randi et al. (2000) pouzili panel mitochondridlnich lokust psa, hypervariabilni
biparentalni geneticky marker, ktery mize byt pouzit pro identifikaci jednotlivych genotypi
vlka a psa a pro detekci piipadl hybridizace a introgrese genu.

Podle Hindriksona et al. (2012) znamena zvySujici se po¢et domestikovanych zvifat
doprovazejici lidi, Ze potencial pro hybridizaci mezi divokymi a blizce pribuznymi
domestikovanymi zvitaty se zvysuje. Existuje stale vice dikazl, ze se mnoho zivocisSnych
druht mize kiiZit. Soucasné odhady ukazuji, Ze nejméné 6 % evropskych druhli savci
podstupuje urcity stupenn hybridizace. Hybridizace davajici Zivotaschopné potomstvo se miize
objevit mezi vSemi druhy rodu Canis. Sindi¢i¢ et al. (2011) uvadégji, ze pro zjisténi
hybridizace byly vyvinuty specialni genetické metody pro detekci stupné a toku gent
mezi vlky a psy. Mezi tyto metody patii analyza mtDNA, variability autosomalnich

mikrosatelitli a mikrosatelitii Y gonozému.
3.1.4 Charakteristika plemen vzniklych hybridizaci vlka a psa

3.1.4.1 Saarloosiv vié¢ak

Zakladatelem tohoto plemene je Leendert Saarloos z Nizozemi (1884 — 1969), jehoz
zdmerem bylo navratit psovi jeho pfirozené vlastnosti vlka, které¢ diky lidem postupné ztratil

(Riiber, 1994).

V roce 1932 tedy doslo ke zkiizeni némeckého ovcaka Gerarda van der Fransenium
(pes klasického pruského typu) s vi€ici Fleur z Blijdorp Zoo v Rotterdamu (pochézejici
ze sibifské vétve evropského typu) (Cisatfovsky, 2008). Toto kiizeni zpét na otce nckolikrat
jeste opakoval. Potomci vSak byli plasi a jejich vztah k lidem nebyl spolehlivy. Proto tyto
potomky dale kfizil s némeckymi ov¢aky a doufal, Ze dosdhne svého cile. Béhem této

experimentalni Casti s pfisnou selekei doslo k vytvofeni nového plemene, tzv. ,,evropského
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vicdka®. Tito jedinci byli vyuziti jako privodci slepcl. Ale 1 nadale tito jedinci zistavali,
stejné jako vlci, plasi a opatrni.

Nové plemeno, ne pracovniho psa, ale psa s vlastnostmi téméf prirodnimi, malem opét
vymizel, kdyby ,,Raad van Beheer op Kynologisch Gebied in Nederland*“ 5. Cervence 1975
neuznal vl¢éka jako 10. nizozemské plemeno, a dal mu jméno Saarloostv vicak podle jeho

zakladatele. Radime ho do prvni skupiny klasifikace F.C.I, kde je zapsan pod &islem 331.

3.1.4.2 Ceskoslovensky vI¢ak

Plemeno ceskoslovensky vl¢ak vzniklo vzajemnym ki#izenim némeckého ovcaka
a vlka eurasijského (Canis lupus lupus). Prvni pokusy o spojeni vlka a psa probéhly v roce
1955. V roce 1958 doslo pod vedenim Ing. Karla Hartla ke spojeni vi¢ice Britty a némeckého
ovCaka Cézara z Biezového haje. Prvni vrh kfizenci se narodil v chovné stanici Pohrani¢ni
straZze v Libé&jovicich. Vybrani jedinci z této F; generace byli déle kiiZzeni s neptibuznymi
jedinci plemene némecky oveak. V roce 1966 jiz existovaly Ctyfi filidlni generace kiiZenct
prvni linie (vl¢ice Britta x némecky oveak Cézar z Bifezového haje) a dvé filidlni generace
druhé linie (vI¢ice Britta x némecky ovéak Kurt z Vaclavky). V roce 1968 probéhlo v chovné
stanici v Bychorech dalsi kfizeni a to vlka Arga s fenou némeckého ovcaka Astou z SNB.
V této chovné stanici byli odchovani i jedinci druhé filidlni generace z této linie. Meziliniovi
kiizenci dostali oznadeni CV, tj. Gesky vl¢dk. V sedmdesatych letech byla populace
obohacena tfetim jedincem — vlkem Sarikem, kterym byla kryta kiizenka tieti filialni generaci
Xela z Pohrani¢ni straze a fena Ceskoslovenského vicdka Urta z Pohrani¢ni straze (Hartl
a Jedlicka, 1996).

Plemeno ceskoslovensky vi¢ak byl uznan jako narodni plemeno v roce 1982.
Problémem vSak bylo udrzet pfirozenou strukturu populace plemene a nedovolit erozi
genofondu. Resenim bylo nové kiizeni. Doslo ke zkiizeni némeckého ovéaka Bojara von
Schotterhof s vi¢ici Lejdy. Z tohoto spojeni byl vybran Kazan z Pohrani¢ni stfaze, ktery byl
dale pouzit v plemenitbé Ceskoslovenskych vicaki (Hartl a Jedlicka, 1996).

Za vznikem plemene Geskoslovensky vI¢ak stoji tedy &tyfi vici — Britta, Argo, Sarik a Lejdy.
Plemeno c¢eskoslovensky vI¢ak byl uznan F.C.I. dne 13. ¢ervna 1989. V roce 1989 bylo
zapsano pod cislem 332. Nalezi do prvni skupiny klasifikace F.C.I. (ov€acti a honacti psi)

a zemi piivodu je Ceskoslovensko. Patronem se po rozdéleni republiky stalo Slovensko.
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3.1.5 Genom psa

Vila et al. (1999b) uvadéji, ze stejné jako genomy ostatnich savcd, se psi genom
vyznacuje nékolika obecnymi tfidami opakujicich se prvki. Prvni z nich, satelitni DNA,
existuje jako heterochromatin a je slozen z dlouhych tandemovych opakovani tizce spojenych
sekvenci, které nejsou piepsany. Z vysledkl vyzkumu zjistitli, Ze Southern blotting ukazuje
druhové specifické vzory pro ¢étyfi hlavni studované Canidy — cervena liska, pes, liska
a myval. Prvni skupinou jsou tzv. BSP prvky, druhou velkou skupinou opakujici se sav¢i
DNA jsou kratké a dlouhé roztrousené nukleotidové prvky znamé jako SINE a LINE, které¢
vznikaji retropifesunem. Tteti tfidou repetitivnich elementd, které jsou spolecné vSem savéim
genomim, jsou mikrosatelity, které jsou malymi useky DNA sestavajici se z mono-, di-, tri-
nebo tetranukleotidovych sekvenci. Tyto opakujici se prvky jsou v obecném zajmu, protoze
jsou velmi uzitecné v genetickém mapovani. Podle Sugiyama et al. (2013) je kompletni
nukleotidova sekvence mitochondrialniho genomu domestikovaného psa, Canis lupus
familiaris L., dlouha piiblizn¢ 16728 bp, obsahuje 13 protein kdodujicich genti, 22 tRNA
a 2 rRNA. Stejné jako lidska mtDNA obsahuje psi mtDNA polymorfni nekodujici oblasti
uvadéné jako hypervariabilni oblasti (HVR) (Verginelli et al. 2005).

3.2 Genetické markery a jejich déleni

Dle Iriona et al. (2003) jsou pro zjisténi genetického polymorfismu, heterozygotnosti
a fylogeneze vyuzivany rizné markery — autosomalné mikrosatelitni markery,
Y chromozomové markery, mtDNA a v dne$ni dobé vyuzivané jednoduché nukleotidové
polymorfismy (SNPs).

Pouziti téchto markeri ma svd omezeni pokud jsou pouzity samostatn€. Analyza
Y chromozomalnich markeri a variability mtDNA sekvence je omezena pouze na jedno
pohlavi. mtDNA vykazovala 20ti nasobné zvySeni rychlosti mutaci v celém hypervariabilni
oblasti v poméru k jaderné DNA, Y chromozomalni mikrosatelity maji stejné¢ vysokou miru
mutace s autozomalnimi markery. Autozomalni markery se pouzivaji pro studium genetické
diverzity u ruznych plemen psl, a to pfedevSim pro ucely stanoveni rodiCovstvi, feSeni
forenznich ptipadii a pro charakterizaci vazebnych vztahi mezi konkrétnimi plemeny (Irion et
al., 2003).

Arif et al. (2011) uvadéji, Ze molekuldrni markery hraji dalezitou roli pfi odhadovani
pfibuzenosti mezi jedinci srovnadvanim genotypt v fadé polymorfnich lokust. K dispozici je

nékolik typd genetickych markert, ale Zadny z nich neni optimalni pro vSechny aplikace.
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VétSina systematickych a fylogenetickych studii vyuziva ptistupy se sekvenovanim mtDNA.
Nicméné fylogeneze mtDNA piedstavuje pouze genealogii ur¢it¢ho genu, ktery je témcf
vyhradné¢ dédén maternalné. Proto je pro piesnéjsi interpretaci populacni genetiky,
biodiverzity, fylogeneze a forenznich véd potieba pouzit dalsi genetické markery zamétené
na jadernou DNA — napt. RAPD, AFLP nebo mikrosatelity.

Pro ziskani a analyzu genetickych markert Ize vyuzit rizné metody, jejichz principem

je restrikéni Stépeni, hybridizace, amplifikace ¢i jejich kombinace (Kenis, 2003).

3.2.1 Repetitivni DNA

Benson (1999) uvadi, ze tandemova repetice DNA predstavuje dvé nebo vice
souvislych kopii vzorku nukleotidi. Podle Sharmy et al. (2004) obsahuji genomy vsech
eukaryot opakujici se prvky rizné délky, které mohou zabirat znacnou ¢ast celkového obsahu
DNA. Alberts et al. (1998) publikovali, ze 30 % z celkové lidské DNA obsahuje tuto,
tzv. repetitivni DNA. V genomu eukaryot existuji dvé hlavni skupiny repetitivnich prvki.
Jedna se o tandemové repetice, které jsou obvykle omezeny na specifické chromozomalni

oblasti (Denoeud et al., 2003; Sharma et al., 2004; Alberts et al., 1998; Liping et al., 2007).
3.2.1.1 Roztrousené repetice

Sharma et al. (2007) uvadéji, Ze stejné jako se déli tandemové se opakujici repetitivni
DNA, tak se mohou d¢lit i roztrousené repetice. Tyto repetice délime paralogy, transpozony,
tDNA a retro (pseudo-) geny. Rozlisujeme dvé tiidy transpozond. Podle van Dellen et al.
(2002), Wicker et al. (2007) a Richard et al., (2008) piedstavuji prvni téidu kratké roztrousené
repetitivni DNA elementy (SINE), dlouhé roztrouSené repetitivni DNA elementy (LINE),
dlouha terminalni opakovani (LTR transpozony), PLE (Penelope-like elementy) a DIR
(Dictyostellium stfedné repetitivni sekvence), naopak druhou tfidu ptedstavuji DNA
transpozony.

3.2.1.2 Tandemové repetice, tj. tandemové se opakujici repetitivni DNA

Tandemové repetice jsou seskupeny do tfi hlavnich tfid- tandemové paralogy, rDNA
a satelitni DNA. Satelitni DNA se dale dé€li na satelity, minisatelity a mikrosatelity. Tyto
podtiidy sdili n€kolik vlastnosti, ale li§i se na zéklad€ jejich rozloZeni chromozomi a délce

opakujicich se motivil (Zajc, 1997; Richard et al., 2008).
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Bézna satelitni opakovani se skladaji z velmi dlouhych tandemovych poli 5 - 171 bp
repetitivnich jednotek, obvykle ptfitomnych na centromerdch. Minisatelity se skladaji
z tandemovych opakovani kratkych jednotek o 6 — 64 bp nachazejicich se v blizkosti
telomery. Mikrosatelity jsou vysoce repetitivni sekvence skladdajici se z 1 — 4 bp opakujicich

se az 50 x a rozptylenych ve v§ech chromozomech (Sharma et al., 2007).

Minisatelity

Zajc et al. (1999), Chambers et al. (2014) uvadéji, ze 1 kdyz to neni pravidlem,
minisatelity neboli také VNTR (variable number of tandem repeats) mnoha organismii maji
tendenci byt seskupeny do protermindlnich koncii chromozomi. Délka opakujici se jednotky
se méni od 10 po 60 bp. Kvuli jejich extrémné vysokému stupni intrapopula¢niho
polymorfismu, jsou testy minisateliti pouZzitelné ve forenzni védé, testovani rodiCovstvi u lidi
a pii identifikaci jedincti domestikovanych zvifat. Metodou zaloZenou na polymorfismu

minisatelitt je naptiklad fingerprinting.

FINGERPRINTING

Fingerprintig neboli ,,DNA otisky prsti”“ je metoda zalozend na polymorfismu
minisateliti. Zakladatelem metody fingerprintingu neboli ,,DNA otiski prsti“ je Alec
Jeffreys, ktery ji objevil na zaklad¢ identifikace opakujicich se motivii v genu lidského
betaglobinu. Southern blotting testy hypervariabilni oblasti DNA se pouzivaji k odhaleni
genotypu. Prvni vyuziti fingerpritingu bylo v pfipadé testovani rodiCovstvi (Travis et al.,
1995; Jobling, 2013).

Vzorek se enzymy naStépi na rizné€ dlouhé fragmenty, které jsou separovany gelovou
elektroforézou a preneseny metodou Southern blotting na nylonovou membranu, ktera je poté
hybridizovéna radioaktivné znac¢enou sondou. Po nasledném odmyti nenavazanych sond se
pfi autoradiografii zobrazi ,,zebficek® fragmentll, jeZ odpovidd ,,DNA otisku prsti*. Tyto
,,otisky* se vizualn€ porovnaji a uré¢i se biologicky otec a matka (Avise et al., 1989; Wayne et
al., 1999; Jobling, 2013).

Chamber et al. (2014) uvadéji, Ze pouZiti fingerprintingu na bazi minisatelitd bylo
nahrazeno mikrosatelity. PouZziti DNA fingerprintingu na bazi mikrosateliti se stava stale vice
roz$itené. Technicky méné narocné aspekty izolace a bézné amplifikace DNA mikrosatelity
(ve srovnani s multilokusovymi minisatelity) a jejich uzite¢nost pro jednoznacné piifazeni

rodicovstvi ma za nésledek exponencidlni rist studii reprodukéniho systému zvifat.

26



Podle Joblinga (2013) je vyvoj genotypingu jedinci na bazi PCR pomoci polymorfismu
mikrosateliti a jejich pouziti pfi ur€ovani otcovstvi koncepcné zakotfenén v prikopnické praci
Aleca Jeffreysa.

Nejcastéji pouzivanymi genetickymi markery pro fingerprinting jsou RAPD (ndhodné
amplifikovand polymorfni DNA), AFLP (polymorfismus délek amplifikovanych fragmentt)
a mikrosatelity neboli SSR (kratké tandemové repetice). Jak RAPD, tak AFLP markery
nevyzaduji ptfedchozi molekuldrni informace, zatimco SSR markery vyzaduji sekvenacni
informace k pfipravé primerd. VSechny tyto markery jsou hojné vyuzivany pro analyzu
genetické diverzity z divodu velkého poctu lokust, které mohou byt promitany soucasné.
RozliSovaci sila téchto markert plisobi v nasledujicim potadi SSR > AFLP > RAPD. RAPD
1 AFLP markery maji dv¢ alely na lokus a proto jsou povazovany za dominantni (pfitomnost
nebo absence bandu). Naproti tomu jsou SSR schopny rozpoznat jak alely (kodominantni
marker), tak mohou také snadno rozlisit mezi homozygotem a heterozygotem. RAPD a AFLP
jsou multilokusové systémy s vyuzitim primerti, které se zaroven vazou k rliznym castem

genomu, coz vede k amplifikaci mnoha lokust ve stejny ¢as (Arif et al., 2011).

Mikrosatelity

Mellersh et al. (1997) a Chistiakov et al. (2006) publikovali, ze jednoduché
repetetitvni sekvence (SSRs), kratké tandemové repetice (STR) neboli mikrosatelity
pfedstavuji jedinecny typ tandemové se opakujicich genomovych sekvenci, které jsou hojné
distribuovany v celych genomech a prokazuji vysokou uroven polymorfismu alel.
Mikrosatelity jsou zaloZeny na opakovani kratkych usecich (1 — 5 bp), které jsou ndhodné
rozdéleny v celém genomu obratlovctl (Zajc et a., 1999).

Podle Sharmy et al. (2007) byly mikrosatelity vyvinuty do jedné z nejpopularngjSich
tiid genetickych markerti vzhledem k jejich vysoké reprodukovatelnosti, kodominantnimu
typu dédicnosti, hojnosti a Sirokému genomickému pokryti. Ptes jejich vSude pfitomny vyskyt
se hustota mikrosateliti a distribuce vyrazn€ 1i$i napfi¢ genomy. Vysokd proménlivost
v mikrosatelitnich lokusech hraje roli ve vyvoji genomu tim, Ze vytvaii genetickou variabilitu
v ramci genofondu. Mikrosatelity jsou kodominantnimi markery pomérné malé velikosti,
kter¢ mohou byt snadno amplifikovany polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Analyza
(AC)n mikrosateliti u péti tiid obratlovcl (savci, ptaci, plazi, obojzivelnici a ryby) ukézala,

ze délka je vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje miru mutace (Chistiakov et al., 2006).
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Ackoliv jsou lokusy mikrosatelitli obecné méné variabilni nez vétSina minisatelitl,
mohou nabidnout cennou alternativu k minisatelitim pfi testovani rodi¢ovstvi u lidi (Zajc et
al., 1999).

V genomu psa mize byt piitomno tisice sad spolecnych opakovani (napt. (CA)n,
(GATA)Nn nebo (CAG)n. Podle Vila et al. (1999b) jsou jednotlivé alely spojené s kazdym
markerem (znackou) sledovany skrz generace rodin pouzitim testi na bazi PCR. Kazdy
jednotlivy marker se odliSuje od ostatnich PCR primery ziskanymi z unikétnich sekvenci
DNA, které obklopuji kazdé opakovani. Ackoli se Casto jevi jako unikatni distribuce alel
v ramci jednotlivych plemen, primery, které definuji kazdy marker, funguji dobfe u vSech
domaécich plemen, a samoziejmé u jinych Canidii.

DNA profilovani analyzou STR lokusi je Siroce pouzivan v soudnich kauzach od roku
1993. Testovani kratkych tandemovych repetic se vyuZiva pro testovani paternity. Stale
Cast¢j$i vyuzivani této metody vedlo k vytvoreni 20 nebo vice vhodnych STR systému, které
jsou k dispozici bud’ komer¢n¢, nebo pomoci publikovanych sekvenci primerti (Thomson et
al., 1999).

Zajc et al. (1997) uvadéji, Zze mikrosatelity se dédi podle Mendelistického modelu
a vyjadiuji kodominantni povahu alelickych variant. Vzhledem k intenzivni umélé selekci
a hlavnimu inbreedingu vyjadiuji ¢istokrevni psi pomérné vysokou genetickou homogenitu.
I pfes tuto nizkou genetickou variabilitu byly mikrosatelity psi uspe$né pouzity v testovani

otcovstvi u pst.

3.2.2 Mitochondrialni DNA

Rokas et al. (2003) uvadégji, ze mitochondridlni DNA je mal4, kruhova molekula DNA,
ktera se vyskytuje v mitochondriich a obsahuje geny, jeZ podporuji aerobni dychéani. Arif et
al. (2011) publikovali, Ze mitochondridlni DNA u zvifat obvykle dosahuje 36 nebo 37 gent,
dva pro rRNA, 22 pro tRNA a 12 nebo 13 pro podjednotky multimernich proteinti vnitini
mitochondridlni membrany. Soucasti mtDNA je také nekodujici sekvence nazyvana kontrolni
oblast. Ackoliv se mitochondrialni DNA vyvinula rychleji nez jaderny genom, tempo vyvoje
se lisi pro rtzné oblasti mtDNA. Tento typ DNA se vyuziva k provéfeni riiznych
fylogenetickych vztahi.

Podle Pfeiffera et al. (2004) a Sindici¢e et al. (2011) mtDNA dosahuje u psua
16 728 kb. mtDNA je geneticky marker Casto pouzivany v soudni analyze a v populacni
genetice a fylogenetickém vyzkumu (Kliitsch et al., 2011). Vyhodou tohoto ukazatele je velka

rozmanitost. Vysoky pocet kopii v buitkkdch umoziuje analyzu malého mnoZstvi bunééného
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materialu, ktery je zvlast¢ dulezity pro forenzni studie, kde vzorky cCasto obsahuji malé
mnozstvi a nebo vysoce degenerovanou DNA. Kvili vysoké mife mutace, ve srovnani
s jadernou DNA, analyza oblasti relativné kratké mtDNA je cCasto dostacujici pro forenzni
identifikaci nebo jemné méfitko fylogeografickych studii. Snustad a Simmons (2009) uvadéji,
ze pti srovnavani dvou sekvenci mtDNA, je kazdy rozdil v jednom paru bazi povazovan
za mutaci. Na tomto zdkladé jsou sestavovany fylogenetické stromy pro zjistovani vztaht
mezi organimsy. Konstrukce fylogenetickych stromi se provadi shlukovanim nejvice
podobnych DNA sekvenci a minimalizaci po¢tu mutaci nutnych k vysvétleni rozdili mezi
vSemi sekvencemi DNA.

Tsuda et al. (1997) se ve své praci zabyvali testovanim hypotézy, ze domestikovani psi
vznikli z nékolika riznych rodovych populaci Sedého vlka. Srovnavali sekvence posuni
D-smycky mitochondridlni DNA u 24 plemen domestikovanych pst (34 jedinch)
a 3 poddruht vlka obecného (Canis lupus lupus, C. I. pallipes a C .I. chanco; 19 jedinci).
Vnitrodruhové variace sekvence mezi domestikovanymi psy a mezi vlky byly srovnavany
s mezidruhovymi variacemi mezi psy a vlky. Repetitivni sekvence s opakujicimi se
jednotkami (TACACGTA/GCG), ktera zpusobuje velikost odchylky (variability) v oblasti
D-smycky, byla nalezena jak u pst, tak u vlki. Nicméné zadné nukleotidni substituce
a repetitivni sady nebyly specifické pro domestikované psy a vlky. Tyto vysledky ukazaly
a potvrdily, Ze je zde blizky geneticky vztah mezi psy a vlky.

3.2.2.1 Dédi¢nost mtDNA

Somatické buniky obsahuji 100-1000 mitochondrii, zatimco oocyt obsahuje 104-105
mitochondrii, kazdy s n¢kolika molekulami DNA. Tyto molekuly mtDNA mohou byt uvnitf
mitochondrii nehybné, protoze jsou pfipojeny k vnitini membran€ mitochondrie, kde se
shlukuji do nukleotidl. Kazdd somaticka bunika obsahuje mnohem vice kopii mtDNA
k porovnani s jedinou kopii jaderné DNA a analyza mtDNA je tedy vice spolehlivou forenzni
metodou (Angleby et al., 2005; Rokas et al., 2003).

Podle Chan et al. (2012) vykazuje vétSina eukaryotnich buné€k uniparentalni dédi¢nost
mtDNA. U lidi dédi potomstvo mtDNA vyhradné od matky. Z uniparentdlni dédi¢nosti
mtDNA souvisi fada vyhod (napf. omezeni Sifeni Skodlivych mtDNA mutaci) a proto je
vyhodné zajistit uniparentalni dédi¢nost a to pomoci mechanisml odstraiiujici otcovskou
MtDNA z oplodnéného vajicka. S vyjimkou nékterych rodin mlzii je materndlni dédi¢nost
mtDNA pravidlem u vSech ZivociSnych druhti, ale zptlisoby, jak zabranit paternalnimu

prenosu se lisi (Rokas et al., 2003). Naptiklad spermie u nékterych druhti rak postradaji
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mitochondrie. U nékterych plasténctli, nevstupuje mitochondrie do vajicka, zatimco u savel az
100 otcovskych mitochondrii do vajicka vstupuje, ale jsou béhem né€kolika prvnich hodin
po oplozeni zniCeny. K selektivni destrukci mitochondrii sav€ich spermii dochazi po vstupu
do vaje¢né cytoplasmy, jelikoZz jsou oznacCeny ubiquitinem, univerzalni proteolytickou
znaCkou. Ackoli tyto mechanismy existuji, aby zajistily, ze zygota bude obsahovat pouze
materndlni mitochondrie, maternalni dédicnost mtDNA u zivoc¢icht je Casto kvantitativni jev.
Presnéji feCeno, existuji situace, ve kterych mechanismus pro uzndvani paternalnich
mitochondrii v oplodnéném vajicku miize selhat, coz umoziuje vznik tzv. otcovské netésnosti
(unikani).

White et al. (2008) publikovali, ze otcovsky unik byl skute¢né pozorovan
u taxonomicky Siroké skaly druht bezobratlych a obratloveli, nedavno byl ptipad paterndlni
dédi¢nosti mtDNA prokdzan také u lidi. BohuZel mira otcovského uniku u zvifat nebyla
studovana zadnym systematickym zptisobem. K dispozici jsou pouze hrubé odhady
pochazejici ze studia mysi a Drosophil. Vice extrémni vyjimka pro standardni maternalni
dédi¢nost mtDNA je dvojnasobné uniparentalni dédicnost, kterd byla pozorovéna u né€kolika
rodin mlzi. Podle dvojndsobné uniparntdlni dédicnost dédi sami¢i potomstvo mtDNA
od matky, zatimco samci dédi mtDNA od obou rodic¢i, coz vede k sam¢imu potomstvu, jenz
je heteroplazmatické.

Chan et al. (2012), DeLuca et al. (2012) uvadéji, ze Drosophila melanogaster
v prubehu jejich vyvoje odstraiiuje mtDNA ze spermii. Dé&je se tak pomoci dvou mechanismil.
V pribehu spermatogeneze se postupné ze spermii ztraceji nukleotidy mtDNA. V okamziku,
kdy jsou spermatidy plné€ prodlouZené, jsou molekuly mtDNA do znaéné miry odstranény.
Pro tuto ztratu mtDNA je dileZitd mitochondridlni endonukledaza EndoG, jejiZ mutace ma
za nasledek pretrvani mtDNA v pln€ prodlouZené spermii. Druhy mechanismus byl
pozorovan napiiklad u plozenych vajicek primati a krav, kde jsou mitochondrie spermii
oznaceny ubiqvitinem, ktery oznaCuje organely, jenZ maji byt zniCeny proteozomalnim
systémem.

Jiny mechanismus byl pozorovan u ryb ¢i hlistic. U ryb zmizi mtDNA pted ztratou
samotné mitochondrie, coZ naznacuje, Ze je DNA enzymaticky stravitelna. V ptipadé€ hlistic
stoji za odstranénim otcovské mtDNA proces autofagie. Béhem spermatogeneze dochazi
k postupnému snizovani obsahu nukleotidi mtDNA (japonska ryba medaka 5x, mys 10x).

Kliitsch et al. (2011) uvadéji, Ze heteroplazmie, smés normdalnich a mutovanych
mitochondrii v organismu, miZe zpisobit narocnou identifikaci jedince na zakladé¢

mitochondrialni DNA (mtDNA) forenzni analyzou. Nicméné variace poméru heteroplazmie
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a segregace heteroplazmatickych variaci z generace na generaci a v rodindch nebyly
systematicky popsany ve velkém métitku u zvifat, jako je napfiklad pes domaci.
Heteroplazmatické organismy nesou vice nez jeden mitochondrialni genotyp. Heteroplazmii

mohou generovat tfi mozné mechanismy: otcovsky unik, rekombinace a mutace (White et al.,

2008).

3.2.2.2 Kontrolni oblast mtDNA

Oskarsson et al. (2012), Verscheure et al. (2013), Sindic¢i¢ et al. (2011) publikovali,
7e kontrolni oblast mtDNA psa je vymezena pozici nukleotida 15 458 — 16 727 (16 039)
v mitochondridlnim genomu. Savolainen et al. (2000) uvadé€ji, Ze kontrolni oblast
mitochondridlni DNA pst a vlka obsahuje fadu nedokonalych opakujicich se tandemti 10 bp
zacinajicich na nukleotidu 16130, které déli kontrolni oblast mtDNA do dvou podoblasti
(hypervariabilni oblasti - HV1 a HV2).

Sindici¢ et al. (2011) uvadéji, Ze bylo zjisténo, ze haplotypy kontrolni oblasti mtDNA
vlka nejsou sdileny s zadnym ze studovanych plemen psu. Pouze Vila et al. (1997) zjistili,
ze jeden haplotyp vlka z Rumunska a zapadniho Ruska je sdilen se psy, coZ naznacuje
nedavnou hybridizaci. Vila et al. (1999¢) publikovali, Ze srovnani 261 bp sekvence mtDNA
z kontrolni oblasti psti, vlkli obecnych, kojoti, etiopskych vlka a zlatych Sakalli podporuje
ptuvod pst z vlka obecného. Sekvence psii a vlki se liSila 0-12 substitucemi a psi se vzdy lisili
od kojoti, etiopskych vlki a Sakalii v nejméné 20 substitucich. Nékteré sekvence nalezené
u pstt byly identické s témi, které byly nalezeny u vlkl. Jedna skupina sekvence pst se
shodovala s 18 z 26 haplotypu nalezenych u vlki. Po potvrzeni, Zze zde nebyly rozdily
v rychlosti substituce pst a vlki, ¢as potfebny pro dosaZzeni takové rozmanitosti byl odhadnut
na cca 135 000 let. Tento odhad je zalozen na analyze 1030 bp kontrolni oblasti sekvence

ve vzorcich pst a viki.

3.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Detekce polymorfismii D-smycky mtDNA a mikrosatelitnich lokusli je nejcastéji
zalozena na principu amplifikace opakujicich se sekvenci pomoci polymerazové tetézové
reakce (PCR).

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je in vitro (bez pouziti bun€k) metoda
pro enzymatickou syntézu specifickych sekvenci DNA pouZzitim dvou oligonukleotidovych
primert (kazdy obvykle o délce 16 — 30 nukleotidil), které hybridizuji k opaénym vldknim
a které lemuji oblast zdjmu k cilové DNA. Tyto oligonukleotidy nasedaji na oddé€lena
templatova DNA vldkna a paruji se s nimi na zéklad¢ komplementarity. Metoda vyuziva
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DNA-polymerazu pro opakované kopirovani templatové molekuly DNA. PCR je schopna
syntetizovat miliony Kopii specifické sekvence DNA v jednoduché, rychlé a automatizované
reakci. Kapacita pro amplifikaci specifickych fragmenti DNA z komplexu templatu ma
revolu¢ni dopad na vyzkum molekulérni biologie stejné¢ jako na vyuziti v mediciné (Erlich,
1989; Hadidi et al., 2003).

Metoda PCR probiha v termocykleru a je zalozena na opakovani tfech jednoduchych
krokti. Prvnim krokem je denaturace templatu na jednotliva vlakna, druhym krokem je
nasedani primert ke kazdému ptivodnimu vlaknu pro syntézu nové vlakna, tietim krokem je
extenze novych DNA vlaken z primerd. V prvnim kroku dochézi k denaturaci DNA zahiatim
na teplotu 92 — 95 °C po dobu 30 s. Béhem denaturace je DNA rozpletena a stava se
jednotetézovou. Béhem druhého kroku se denaturovana DNA se syntetickymi
oligonukleotidovymi primery inkubuje pii teploté 35 — 65 °C po dobu asi 30 s, ¢imz dojde
k jeji hybridizaci. V tfetim kroku dochazi k polymeraci pfi teplot¢ 72 °C po dobu 60 s.
V tomto kroku Tag-polymeraza replikuje tsek DNA mezi misty komplementarnimi
k oligonukleotidovym primeriim. Tyto kroky se neustale opakuji az do dosazeni optimalniho
mnozstvi DNA. Po kazdém cyklu dojde k zdvojnasobeni poctu molekul amplifikovaného
fragmentu (Mullis et al., 1992; Delidow et al., 1993).

Henegariu et al. (1997) uvadéji, ze multiplex PCR je variantou PCR, ve které je
Vjedné reakci soubézn¢ amplifikovovany dva a vice lokusi. Na zdkladé experimentil
vytvofili protokol pro multiplex PCR. Hedmark et al. (2006) se zabyvali studiem rozdilt
multiplex preamplifikace a PCR. Z jejich vysledkt vyplyva, Ze je multiplex preamplifikace
vyhodnéjsi nez samostatnd PCR (v ptipadé vzorkt faeces).

Hedmark et al. (2006) uvadéji, ze je genotypizace mikrosateliti z neinvazivnich
vzorkl (napft. faeces nebo vlasy) ¢asto nachylnd k chybam z diivodu malého mnoZstvi vzorku
nebo z diivodu nizké kvality extrahované DNA. Moznost ziskat spolehlivé vysledky obvykle
vyzaduje mnoho replikaci kazdé PCR, a to Cini tuto analyzu pracnou a nékladnou.

Piggott et al. (2004) navrhli dvoukrokou PCR ke zlep$eni uspéchu amplifikace,
sniZzeni miry chyb a umoziuji pouZiti vice markerii v analyze mikrosatelitli. Divodem jejich
pfistupu, oznacovaném jako multiplex preamplifikace, je provést pocatecni multiplex PCR
zahrnujici primery pro vSechny markery, které maji byt genotypovany, a poté pouzit tyto
produkty jako templat v samostatnych replikaénich amplifikacich pro kazdy marker. Uspéch
amplifikace a mira chyby genotypizace v analyze mikrosatelitii neinvazivnich vzorkl se

zna¢éné 1isi v ramci @ mezi druhy.
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Ke studiu polymorfismu se vyuziva PCR v kombinaci s dal§imi metodami. Ptikladem
mize byt metoda fingerprintingu, pfi které se pouziva PCR- AFLP (Vos et al., 1995),
PCR-RAPD (Welsh a McClelland, 1990; Williams et al., 1990; Stepniak et al., 2002; Avrif et
al., 2011), PCR-SSR (Zietkiewicz et al., 1994; Gomes et al., 1998; Brookes et al., 2012),
PCR-RFLP (Wolf et al., 1999; Pfeiffer et al., 2004).

3.4 Fylogenetika

3.4.1 Fylogeneticka analyza
Potomci spole¢nych piedki DNA nebo proteini se nazyvaji homologni. Tito

homologni potomci se mohli od predka jiz vyrazné odlisit. Naopak dvé sobé znaéné podobné
sekvence odvozené od odlisSnych sekvenci pfedka se oznacuji jako analogni. Zasadnim
krokem molekularni fylogenetiky je hledani homologickych mist v molekularnich sekvencich,
tzv. alignment (Snustad a Simmons, 2009).

Vlivem mutaci se v pribc¢hu generaci hromadi v DNA zmény (Britten, 1986).
Pro studium sekvenci jsou nejvyznamnéj$i bodové mutace. Mezi tyto mutace fadime
substituce, delece a inzerce. Podle Nei a Kumar (2000) je zakladnim evolu¢nim procesem
na urovni sekvenci DNA nukleotidova substituce. K této mutaci dochazi pfi replikaci DNA,
kdy se do nové vznikajiciho fetézce zaleni nekomplementarni nukleotid. RozliSuji se dva
typy nukleotidové substituce-tranzice (4 mozné varianty) a transverze (8 moznych variant).
Béhem tranzice dochdzi ke zméné pyrimidinového nukleotidu v jiny pyrimidinovy
¢1 ke zmén€ purinového Vjiny purinovy. Pii transverzi dochdzi k zdméné purinového
nukleotidu na pyrimidinovy a naopak. Rychlost této mutace je ovlivnéna fadou faktord.
Dtlezité je odliSovat mutacni rychlost, coZ je rychlost zmén bez ohledu na to, zda se pfenasi
do dalSi generace, a rychlost evolu¢ni nukleotidové substituce, kdy dochdzi ke zméné
sekvenci u jedinci v pfirozenych populacich. Nejcastéji dochdzi k zaméné Gza AaCza T.

Bejdéak (2006) uvadi, ze pro fylogenetickou analyzu je nutné zvolit vhodnou sekvenci.

SEKVENOVANI DNA

Alberts et al. (1998) uvadéji, ze nejrozsitenéj$i metoda sekvenovani DNA je zalozena
na Sangerov¢ enzymatické metod€. Jednd se o metodu, kterd vyuziva terminaci syntézy
komplementarniho fetézce DNA pomoci dideoxynukleotidu. K denaturované DNA

pro analyzu se pomoci DNA-polymerazy syntetizuje komplementarni fetézec. V reakcéni
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smeési jsou ptitomny normalni 2’-deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty
a 2’, 3’-dideoxyribonukleosid-5’-trifosfaty (ddNTP). Tyto ddNTP se v pribéhu syntézy
nahodné¢ zacleni do fetézce, ¢imz dojde k ukonceni syntézy. Diivodem je nemoznost pfipojeni
dalSiho nukleotidu na pozici ribézy 3°. Vzniklé komplementarni fetézce maji riznou délku.
Sekvenovani probihd v sekvestorech, ve kterych se nachdzi kapilara, v niz probiha
elektroforéza. Touto kapilarou postupné prochézi jednotlivé fragmenty v zavislosti na jejich
délce. Nasledné jsou tyto fragmenty detekovany stacionarnim laserovym detektorem, ktery
uré¢i zakoncujici ddNTP (oznaden fluorescenénim barvivem). Data jsou zaznamenavana
v pocitaci. Reakce se obvykle provadi dvakrat. Jednou sjednim primerem a nasledné
S primerem pro reverzni komplementdrni sekvenci. Tento krok slouzi k doplnéni huie
¢itelnych koncti.

Metody sekvenovani DNA se béhem let postupné vylepsily, zjednodusily a také

zlevnily. Jsou stale vice vyuzivany v biologii a pfedevsim pak ve fylogenetice.
3.4.2 Konstrukce fylogenetickych stromii

Evoluéni vztahy mezi organismy lze shrnout v diagramech nazyvané fylogenetické stromy.
Fylogenetické stromy mohou ukazat vztahy mezi organismy ¢i vyvoj jednotlivych organismi
v ¢ase. Strom muze byt bud zakofenény (v tomto piipadé je na strom¢ zndmé misto
nejbliz§iho spolecného predka zkoumanych druhli), nebo nezakofenény. Vétvici se strom
ukazuje vztahy mezi druhy nebo vys$imi taxony na zakladé sdileni spoleéného piedka.
Na zakladé zahrnuti blizkého ptibuzného vyvojové linie do analyzy, mizeme vyhledat dany
koten (Snustad a Simmons, 2009). Tento ptibuzny taxon se podle Graur a Li (2006) oznacuje
jako ,,outgroup®. Na stromu je potom tento kofen umistéii na spojnici outgroup s ostatnimi
zkoumanymi taxony. Pro porovnani jednotlivych nukleotidii ve vice sekvencich DNA je
potieba tyto sekvence setfadit. Hovofime o tzv. alignmentu. K tomu slouzi odpovidajici
pocitatové programy. Snustad a Simmons (2009) uvadéji, ze ze stejnych vstupnich dat 1ze
ziskat rizné fylogenetické stromy a to podle druhu pouzité metody. Tyto metody se vyznacuji
¢tyfmi obecnymi rysy. Jednad se o sefazeni sekvenci umozZiujici jejich srovnani, zjiSténi
rozsahu podobnosti ¢i rozdilnosti mezi kazdymi dvéma sekvencemi, seskupovani sekvenci
na zakladé podobnosti a umisténi sekvenci do vrcholu stromu. Nejpouzivanéj§i metodou
pro vyhodnocovani kvality fylogenetickych stromt je tzv. bootstrapping. Hodnota bootstrapu
predstavuje procentudlni hodnotu vyjadiujici stupen podpory jednotlivych vétveni v zavislosti
ke vstupnim datim (Efron, 1979). Jako pfijatelnou statistickou podporu vétveni uvadi

Felsenstein (1985) hodnotu vyssi nez 50, ide4lné vyssi nez 70.
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3.4.3 Metody konstrukce fylogramu

3.4.3.1 Metoda maximalni vérohodnosti (ML, Maximum likelihood)

v

Je povazovana za metodu nejspolehlivéjsi. Pro kazdy sestrojeny strom uvede
pravdépodobnost, sjakou mohl vytvafet soubory znakii odpovidajici vstupnim datim.
Vyhodou této metody je, ze zachyti i bodové mutace (Felsenstein, 1981). Pravdépodobnost
V tomto pfipad¢ znamena, ze pii daném evolu¢nim modelu mohl dany strom podminit vznik

shromazdénych dat.

3.4.3.2 Metoda minimalni evoluce (MINEVOL, Minimum evolution)
Rzhetsky a Nei (1992) uvadi, ze je tato metoda velmi narocnd, pocita sumu délek

vSech vétvi pro vSechny mozné stromy. Na zéklad¢ tohoto pocitani, nasledné¢ vybere strom,
ktery ma soucet délek vétvi nejmensi. Pro zjednoduseni této metody lze vyuzit algoritmd,
které predem nékteré stromy vylouc¢i. Nebo vyuzit algoritmt, jeZ spojuji dva taxony, jejichz
spojeni vede k maximalnimu minimalizovani celkové sumy délek. Mezi tyto algoritmy patii

metoda neighbor-joining a shlukova analyza (UPGMA).

3.4.3.2.1 Metoda neighbor-joining (NJ)

Podle Saitou a Nei (1987) je principem této metod nalezeni dvojice operacnich
taxonomickych jednotek (OUT, operational taxonomic units = neighbors), které minimalizuji
celkovou délku vétve v kazdé fazi. V kazdém kroku dojde ke spojeni dvou sousedu v jeden
uzel. Tento algoritmus vychdzi zhvézdicovitého stromu, kdy v pocateéni fazi dochézi
ke spojeni vSech sousedll v jednom uzlu. Nasledn€ jsou jednotlivé vétve spojovany a jsou

nahrazeny novymi uzly. Tento postup se neustale opakuje az do dosahnuti binarniho vétveni.

3.4.3.2.2 Metoda UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean)
Tato metoda je velmi jednoducha. Z matice jsou vybrany dvé sekvence s nejmensi
vzdalenosti a tyto sekvence jsou nasledné spojeny pomoci dvou vétvi a uzlu. Obé plivodni
sekvence jsou v matici nahrazeny nove vzniklym uzlem a dojde k vypocteni jejich vzdalenosti
od ostatnich sekvenci. Cely proces se opakuje az do spojeni vSech dvojic operacnich

taxonomickych jednotek (Sneath a Sokal, 1973).

3.4.3.3 Metoda maximalni uspornosti (MP, Maximum parsimony)
Podstatou této metody je zvolit takovy strom, ktery md minimalni celkovou délku

(pocet evoluénich krokti, véetné¢ homoplazii). Kroky pro toto zvoleni mohou byt substituce
nukleotidi ¢i nabyti/ztrata restrikéniho mista. Tato metoda predstavuje soubor ptibuznych

metod se spolecnym jmenovatelem. Tim je minimalizace poc¢tu evolu¢nich krokt liSicich se
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vstupnimi pfedpoklady. Metoda maximalni parsimonie je metoda rychld, vypocetné
jednoduchd, avsak trpi Castymi chybami v pfipadé existence velkych rozdili v evolu¢nich
rychlostech podél jednotlivych vétvi stromu. Problémem jsou sekvence, u kterych probehla

delsi evolu¢ni vzdalenost (Sedlar, 2006).
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4 Materialy a metodika

4.1 Vybér plemen psu odvozenych od ziamérného kiiZeni Canis lupus

familiaris x Canis lupus lupus

4.1.1 Vybér plemen a po¢ty hodnocenych jedincii

Pro experiment byla vybrana dvé plemena a to Ceskoslovensky vicak a Saarloostv
vicak.
4.1.1.1 Genotypy pouZzité pro hodnoceni variability D-smycky mtDNA

Pro hodnoceni variability D-smycky mtDNA byli hodnoceni zastupci plemen
¢eskoslovensky vi¢ak, u kterych byla na zaklad¢ studia rodokmeni predpokladana mtDNA
pochazejici ze tii moznych fen némeckych ovéakia - Adis z Nezbedova dvora, Asta
z Kos¢akovho dvora, Guma z Pohrani¢ni strdZe. Potomkli odvozenych od feny Adis
z Nezbedova dvora bylo hodnoceno 58, od feny Asta z Kos¢akova dvora 63 a od feny Guma
Z Pohrani¢ni straze 88. U plemene Saarloostiv vicak bylo hodnoceno celkem 27 jedinct,
u kterych byl jediny mozny typ mtDNA odvozeny od feny némeckého ovcaka - zakladatelky
plemene - Winda V. D. Kilstroom. Variabilita mtDNA byla dale hodnocena u 5 zastupctu
euroasijského vlka (Canis lupus lupus L.). Jednalo se o matku a jeji 4 potomky, které vlastni
soukromi chovatelé v Ceské republice. Sou¢asné byla hodnocena jedna vigice arkticka (Canis
lupus arctos) a tii jeji potomci, ktefi vznikli kiizenim se psem plemene némecky ovcéak.
Pro porovnani polymorfisma byli analyzovani zastupci nésledujicich plemen pst, u kterych

byla hodnocena vzdy jedna fena a jeden pes.
Anglicky buldok

Bernsky salasnicky pes

Border kolie

Cane Corso Italiano

Curly coated retriever

Hovawart

Irsky setr

Irsky vlkodav

Kavkazsky pastevecky pes
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41.1.2

Labradorsky retriever
Landseer

Mad’arsky ohaft kratkosrsty
Neapolsky mastin
Némecké doga

Némecky ovéak

Nova Scotia duck tolling retriever
Rhodésky ridgeback
Rusky ¢erny teriér
Svatobernardsky pes
Spanélsky mastin

Tibetskéa doga

Vymarsky ohat kratkosrsty
Zapadosibitska lajka

Zlaty retriever

Vybér genotypii pro studium variability mikrosatelitnich markeri lokalizovanych
na gonozému Y
Pro tyto experimenty byli vybrani zastupci plemen Ceskoslovensky a Saarloostv vi¢dk

sam¢éiho pohlavi. Ze studia rodokmenu vyplynulo, Ze u né&kterych zastupctu plemene
ceskoslovensky vl¢ak bude pifitomen gonozém Y pochézejici od evropského vlka se jménem
Sarik. Téchto psti bylo hodnoceno celkem 198. Zbyvajici ¢ast saméich zastupci plemene
Ceskoslovensky vI¢dk nese gonozom Y pochazejici znémeckého ovcaka Treu
von Hildakloster. Téchto psti bylo hodnoceno 132. Genetické analyzy variability SSR
markeri gonozoému Y byly aplikovany rovnéZz na 15 samcich zastupcii plemene Saarloostiv
vl¢éak, u kterych se predpoklada, Ze Y gonozdm pochazi z 1 zastupce plemene némecky oveak
Gerard van de Fransenum. Molekularni markery byly aplikovany rovnéz i na tfi potomky
samc¢iho pohlavi evropského vlka. Jednalo se o sourozence. Variabilita SSR markerti byla
hodnocena i1 u jednoho potomka samciho pohlavi vzniklého kiizenim arktické vicice

a némeckého ovcaka bez PP jménem Armin.
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4.1.2 Studium rodokmeni zastupcii plemen ceskoslovensky vi¢ak a Saarloosiv
viéak

Na katedfe Genetiky byly k dispozici vzorky tisice jedincii plemene ceskoslovensky
vicék a tficeti jedincti plemene Saarloostiv vicdk. U obou téchto plemen existuji neustale
aktualizované mezinarodni databaze rodokmenti (http://saarlooswolfdog.info/;
http://wolfdog.org/). V téchto databazich jsou zaneseny kompletni rodokmeny vSech jedinci
s prikazem piivodu, které¢ sahaji do obdobi, kdy obé plemena vznikala na zaklad¢ kiizeni
mezi vlkem a némeckym ov¢akem. Rodokmeny uvedené vV databazi byly pouzity
pro vyhledani teoretickych haplotypli mtDNA, které odpovidaji matkdm zakladatelkdm obou
plemen. Stejné databaze byly pouzity pro identifikace haplotypt mikrosatelitnich lokust

lokalizovanych na gonozému Y, které odpovidaji otcim zakladatelim u obou plemen.
4.2 lIzolace DNA a hodnoceni jeji kvality a kvantity

4.2.1 lzolace genomické DNA

Pro analyzu byly vyuzity vzorky ziskané izolaci DNA z bukalni sliznice pomoci
komercné dodavaného izolacniho kitu. Buiky bukalnich sliznic byly odebrany pomoci
cytologickych kartackt firmy Lotus Global Co., Ltd., London. Aby se zabranilo kontaminaci
vzorku, musi mit odbératel omyté ruce a zvife nesmi alespont dvé hodiny pted odbérem zrat.
Kartacek se vsune mezi tvar a désenl oteviené tlamy zvifete a jemnymi krouzivymi pohyby se
odebere epitelidlni vrstva buncék. Po oschnuti se kartacek vlozi do oznacené obalky
a uchovava se pii — 20 °C. Vlastni izolace probihd pomoci izola¢ni sady, které¢ zarucuji
zachovani naprosto identickych podminek béhem izolace, jsou vysoce spolehlivé a vyrazné
urychluji izolaci DNA. Pro tuto préci byl vyuzZit kit NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-
Nagel).

4.2.2 Stanoveni kvality a kvantity izolované DNA

Izolovana genomicka DNA byla separovana v elektroforetické cele SubCell (BioRad).
Pro tento test byl pouzit 1% agarézovy gel v 1x TBE pufru. SloZeni pufru je uvedeno
v ptiloze diplomové prace. Separace probihala za laboratorni teploty pii konstantnim napéti
120 Vpo dobu 45 minut. Molekuly DNA byly vizualizovany ethidiumbromidem.
Elektroforeogramy byly archivovany pomoci systému GelDoc (BioRad) s programem
QuantityOne (BioRad).
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Kvantita izolované DNA byla stanovena UV-spektrofotometricky s vyuzitim pfistroje
NanoPhotometer (Implen). Pro odhaleni pfipadnych kontaminaci izolované DNA riznymi
organickymi latkami, byly hodnoceny parametry A260/A280 a A260/A230.

Izolovana genomicka DNA vSech vzorku byla nafedéna 1x TE pufrem na koncentraci

5ng . pI™. Slozeni pouzitych pufit a roztoki je uvedeno v ptiloze diplomové prace.
4.3 Metody studia variability D-smy¢ky mtDNA

4.3.1 Amplifikace D-smy¢ky mtDNA u rodu Canis
Pro amplifikaci PCR produktu byla pouzita dvojice univerzalnich primert pro rod
Canis, kterou publikovali Vila et al. (1999c).

Sekvence primert je nasledujici:
THR-L 15926: 5" CAATTCCCCGGTCTTGTAAACC 3’

DL-H 16340: 5" CCTGGAGTAGGAACCAGATG 3’

Slozeni optimalizované reak¢ni smési o objemu 12,5 ul uvadi tabulka 1. Amplifikace
probihala v Termocykleru C1000TM Thermal Cycler (BioRad) dle podminek uvedenych

v tabulce 2.
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Tabulka 1: Slozeni PCR pro amplifikaci mtDNA

Slozka Koncentrace
DNA 20 ng.12,5 ul™*
Tris-HCI, pH 8,8 10 mM
MgCl; 1,5 mM

KCI 50 mM
Primer Thr-L 15926 0,4 uM
Primer DL-H 16340 0,4 uM
dNTP 200 uM

BSA 5ng.12,5 pl™
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) 2 mM

Taq polymeraza (Fermentas) 0,7U.12,5 ul™
Objem 12,5 ul

Tabulka 2: Teplotni a ¢asovy profil amplifikace

Uvodni denaturace 95°C | 180 sekund |1 cyklus
Denaturace 95°C |30 sekund
Annealing 58°C  |40sekund |35 cykla
Prodluzovani 72°C |40 sekund
Zavérecné prodluZovani 72°C | 420 sekund |1 cyklus

4.3.2 Elektroforetické ovéieni vysledki amplifikace

Vsechny analyzované vzorky byly podrobeny elektroforetické separaci. Postup byl
vzdy stejny. Pro vzorky byly separovany v 2% gelu, ktery byl vyroben ptidanim

4 g agar6zového praSku do 200 ml 1x TBE. Dany roztok byl rozvaten v mikrovinné troubé
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po dobu 3 — 5 minut. Po rozpusténi byl roztok chlazen na magnetickém michadle po dobu asi
15 minut. Poté byl pfidan 12,5 ml zasobniho roztoku ethidium bromidu. Tekuty gel se nalije
do nosice, kde se nechd tuhnout po dobu 30 minut. Nasledn¢ se gel pienese
do elektroforetick¢ vany s elektrodovym pufrem. Na gel se postupné nanaSeji vzorky
obsahujici 5 pl amplifikovaného produktu smichaného s 2 — 3 pul specidlni barvy
na elektroforézu. Samotny proces elektroforetické separace probiha pifi 120 voltech
po 45 minut. Vizualizace elektroforeogramti pii ultrafialovém zafeni a jejich aktivace je

realizovana pomoci systému GelDoc (BioRad) s programem QuantityOne (BioRad).
4.3.3 Sekvenace amplikonii D-smycky mtDNA

4.3.3.1 Gelova purifikace PCR produktii

Sekvenacni reakci mohou negativné ovliviilovat volné nukleotidy ¢i teoreticky
vznikajici dimery primert amplifikovaného produktu. Nespecifické dimery primerd a volné
nukleotidy byly odstranény na zdklad¢ gelové purifikace. Byla pfipravena PCR reakce
podle podminek uvedenych vyse o celkovém objemu 50 pl u kazdého sekvenovaného vzorku.
PCR produkty byly separovany v 1% agar6zovém gelu v prostiedi 1x TBE pufru. Separace
probihala pfi konstantnim napéti 120 V po dobu 45 minut pfi laboratorni teploté. PCR
fragment byl vyfiznut pomoci sterilniho skalpelu a byl pfesunut do oznacené polypropylenové
zkumavky. Vyfiznuté blocky s amplikony byly purifikovany pomoci MiniElute PCR
Purification Kit (Qiagen). Extrakce probéhla podle postupu doporuc¢ené¢ho vyrobcem Kitu.
Ziskana DNA byla kvantifikovana UV spektrofotometricky a nafedéna ddH,O na koncentraci

Sng. ul'l.
4.3.3.2 Sekvenacni reakce

Pro sekvenaci PCR produktu byl pouZit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Life Technologies). Slozeni sekven¢ni reakce uvadi tabulka 3.
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Tabulka 3: SloZeni sekvenacni reakce

Slozka Objem | Koncentrace
PCR produkt (5 ng . pI™) 4 pl 1ng.1ul?
5x Sequencing Buffer (Life Technologies) 4 ul 1x

Primer F resp. R (1 pmol . pl™) 32ul 0,16 pM
Terminator Ready Reaktion Mix (Life Technologies) 2l -

4.3.3.3 Purifikace produkti sekvenaéni reakce
Produkt sekvenacni reakce (objem 20 ul) byl doplnén 2 pl roztoku glykogenu

(koncentrace 20 ng. ul™, Fermentas), 2 ul 3M octanu sodného a 50 pl 96% ¢istého etanolu.
Smés byla dikladné promichdna a po 15 minutové inkubaci pii laboratorni teploté byla
provedena centrifugace pii 13200 otadek . min™ po dobu 30 minut ve stolni centrifuze
Centrifuge 5415D (Eppendorf). Supernatant byl odstranén pipetou. Pelet usazeny na dné
zkumavky byl proplachnut 250 ul 70% Ccistého etanolu. Vzorky byly nasledné odstfedény
pHi 13200 otagek . min™ po dobu 15 minut. Proces oplachovani byl jesté jednou zopakovan.
Pelet byl po odsati supernatantu vysusen v termobloku Bio TDB-120 (Biosan) pfi teploté
50°C po dobu 45 minut. VysuSeny pelet obsahujici fragmenty DNA uréené k sekvenaci byl
nasledné rozpustén v 15 pl Hi-Di formamidu. Takto pfipravené vzorky byly denaturovany

0™ Thermal Cycler (BioRad) pii teploté

Vv polypropylenovych stripech v termocykleru C100
95°C po dobu 5 minut. Stripy byly po dobu denaturace zakryty PCR folii. Po denaturaci byly
vzorky ochlazeny na teplotu 0°C a pfeneseny do podavace kapilarni elektroforézy.

Sekvenace PCR produktl byla provedena pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM
310 Genetic Analyser (Appilied Biosystems).

V tabulce 4 jsou uvedeny podminky sekvenace véetné pouzitého modulu a separa¢niho

polymeru.
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Tabulka 4: Podminky sekvenace PCR produktt

Parametry separace Hodnoty

Délka kapilary (cm) 36

Modul PAStdSeq(1ml)E
Polymer POP4

Virtualni filtr E

Doba nastriku (s) 30

Napéti pri nastfiku (kV) 1

Teplota pri separaci (°C) 50

Napéti pri separaci (kV) 11,3

Doba separace (minuty) 28

Vystupem sekvenacni reakce byly chromatogramy utvoifené programem DNA
Sequencing Analysis Software ver. 5.1 (Applied Biosystems). Timto programem byly ziskany

také sekvence analyzovanych fragmentt.

4.3.4 PCR-RFLP metoda umoziiujici odlisit nékteré haplotypy D-smyc¢ky
mtDNA u plemen ¢eskoslovensky vi¢ak a Saarloosiiv vi¢ak
Vzhledem k tomu, ze na zékladé sekvenénich analyz byly u plemene ¢eskoslovensky
vi¢ak identifikovany dva haplotypy mtDNA, byla navrZzena metoda na PCR-RFLP umoZiujici
tyto dva haplotypy odlisit. Z porovnani sekvenci obou haplotypt vyplyva, ze rozdil se tykal

muta¢niho mista oznaceného ¢ervené na nasledujicim obrazku.

Obrazek 1: OdlisSeni A a B haplotypti Ceskoslovenskych vI¢dkli pomoci mutace typu

substituce

Ceskoslovensky vl&dk - haplotyp A
Ceskoslovensky vl&dk - haplotyp B
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Z obrazku 1 vyplyva, ze se jedna o mutaci typu substituce. Sekvence obou haplotypt
byly porovnany z hlediska vyskytu variabilnich restrikénich mist pomoci volné dostupné
internetové aplikace Webcutter 2.0 (Heiman, 1997), kterd je volné dostupna
na http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/. Cilem této analyzy bylo zjistit, zda existuje restrikcni
enzym, ktery je schopen tyto dva haplotypy odlisit.

Bylo zjisténo, ze rozdily mezi dvéma haplotypy u pleme CSV je mozné odlisit
St€penim enzymem Hincll.

Pro tento experiment byla pomoci programu Primer3 (Rozen et al., 2012) navrZzena
nasledujici dvojice primert mtDNA CZUIF: 5° CCCTTCTYCCCTCCCCTATGTAC 3" a
CZUIR: 5° AGCGAGAAGAGGGACATTACGAG 3°. Tyto primery umoziovaly
amplifikovat fragment o velikost 220 bp, ve kterém se nachazela substitu¢ni mutace uvedena
na obrazku 1. Amplifikace probihala v termocykleru C1000TM Thermal Cycler (BioRad).

Tabulka 5: Slozeni PCR reakce pro amplifikaci PCR-RFLP markeru mtDNA

Slozka Koncentrace
DNA 20 ng.12,5 pl™
Tris-HCI, pH 8,8 10 mM

MgCl, 1,5 mM

KCI 50 mM
primer mtDNA CZU1F 0,4 uM
primer mtDNA CZU1R 0,4 uM
dNTP 200 uM

BSA 5ng.12,5 ul™*
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) 2mM

Tag polymeraza (Fermentas) 0,7U.12,5 ul*
Objem 12,5 ul
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Tabulka 6: Teplotni a ¢asovy profil amplifikace PCR-RFLP markeru mtDNA

Uvodni denaturace 95°C 180 sekund | 1 cyklus
Denaturace 95°C 30 sekund
Annealing 65 °C 40 sekund |35 cykla
ProdluZovani 72 °C 40 sekund
Zavérecné prodluZovani 72 °C 420 sekund |1 cyklus

Amplifikace probihala v termocykleru C1000TM Thermal Cycler (BioRad). Teplota
annealingu byla vybrana na zaklad¢ teplotniho gradientu. Pro teplotni gradient bylo pouZzito
stejné slozeni reakce, které je uvedeno v tabulce xxx. Jednotlivé teploty gradientu byly
nasledujici: 59 °C; 59,4 °C; 560,2 °C; 61,4 °C; 62,8 °C; 64,0 °C; 64,7 °C; 65 °C. Vysledek
amplifikace teplotniho gradientu byl ovéfen gelovou elektroforézou v 2% agarézovém gelu
v prostiedi 1x TBE pufru. Elektroforeogram byl vizualizovéan ethidiumbromidem.

Na zaklad¢ vystupu programu Webcutter 2.0 (Heiman, 1997) byly predikovany
velikosti restrikénich fragmentti u haplotypi A a B plemene ceskoslovensky vi¢ak, které
vznikaji pii pouziti restrikéni endonukleazy Hincll. V pfipadé haplotypu A je predpokladano
restrikéni S$tépeéni produktu na dva fragmenty o velikosti 87 bp a 133 bp. U haplotypu B
K restrikénimu $tépeni nedochazi.

Slozeni reakce pro restrikéni §tépeni je uvedeno v nasledujici tabulce.

Tabulka 7: Slozeni §tépici reakce

Slozka MnozZstvi
PCR produkt 5ul

10x TANGO pufr (Fermentas) 2 ul
HincII (10U . pl™) 0,5 ul
ddH,0 12,5 ul

PCR fragmenty byly stépény v termocykleru C1000TM Thermal Cycler (BioRad)
pii teplot¢ 30 °C po dobu 8 hodin. Pro detekci PCR-RFLP polymorfismu byla pouzita
agarozova gelova separace v 5% gelu v prostiedi 1x TBE pufru. Elektroforeogramy byly

vizualizovany pomoci ethidiumbromidu.
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4.4 Metody studia mikrosatelitnich lokusi lokalizovanych na gonozému Y

4.4.1 Vybér SSR lokusii

Pro tento experiment byly zvoleny mikrosatelitni lokusy lokalizované na gonozomu Y,
které charakterizovali Olivier et al. (1999) a Bannasch et al. (2004). Pro detekci polymorfismu
mikrosatelitnich lokusti byl pouzit modifikovany postup, ktery navrhli Hayden et al. (2008).
Tito autofi pouzili dvoustupiiovou PCR reakci, ve které jsou primerové pary ohranicujici
hledany polymorfismus prodlouzeny na 5" konci o sekvenci o délce 14, resp. 16 bazi.
Ve druhém stupni amplifikaci do reakce vstupuje druhy primerovy par, ktery vykazuje
komplementaritu pravé k sekvenci, o kterou byly prodlouzeny ptivodni dva primery. Jeden
Z dvojice primerd pro druhou amplifikaci je fluorescenéné znaen a umoziuje tak naslednou

fragmentacni analyzu s vyuzitim kapilérni elektroforézy.

4.4.2 Sekvence pouzitych primeri a prvni amplifikace
Pro experimenty byly pouzity nasledujici dvojice primerovych part, jejichz sekvence

je odvozena z vysledk experimenti Olivier et al. (1999) a Bannasch et al. (2004). Tato
sekvence je v textu ozna¢ena modrou barvou. Prodlouzeni primerti na 5’konci, které bylo

provedeno na zaklad¢ vysledkd Hayden et al. (2008), je znazornéno ¢ervenou barvou.
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Tabulka 8: Sekvence primeri a oznaceni markerii pouzitych pro studium variability

mikrosatelitnich lokusti umisténych na gonozému Y

Markery na gonozému Y

Sekvence primeri

Marker 1

MS34F:
5’ACGACGTTGTAAAAAAGCATTCTCTTCCAGTTGGTC 37

MS34R:
5S'CATTAAGTTCCCATTAGGTCCCCTTTTGCCATAGTGT 3°

Marker 2

MS34AF:
5’ACGACGTTGTAAAAAGCCATTCCTGGCCGAGTGG 3’

MS34R:
S'CATTAAGTTCCCATTAGGTCCCCTTTTGCCATAGTGT 3’

Marker 3

MS34BF:
5’ACGACGTTGTAAAAAGCCATTCCTGGCCGAGTCC 3’

MS34R:
5'CATTAAGTTCCCATTAGGTCCCCTTTTGCCATAGTGT 3’

Marker 4

MS34F:
5’ACGACGTTGTAAAAAAGCATTCTCTTCCAGTTGGTC 37

MS34CAR:
5S'CATTAAGTTCCCATTATGAACCATCATTGTGTATGTGAA 37

Na rozdil od multiplex PCR, ktery pouzili Hayden et al. (2008), byla v diplomové

praci pouzita dvoustupnova PCR. V prvnim kroku byla provedena amplifikace neznaenych

PCR produkt s vyuzitim nasledujiciho sloZeni reakce a teplotniho profilum (tabulka 9).

Podminky amplifikace byly identické pro vSechny mikrosatelitni lokusy uvedené v tabulce

10.
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Tabulka 9: SloZeni prvni PCR pro amplifikaci SSR markert gonozému Y

Slozka Koncentrace
DNA 20 ng.12,5 ul™*
Tris-HCI, pH 8,8 10 mM

MgCl; 1,5mM

KCI 50 mM

F primer (viz. tabulka 8) 0,4 uM

R primer (viz. tabulka 8) 0,4 uM
dNTP 200 pM

BSA 5ng.12,5 pl*
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) 2 mM

Taq polymeraza (Roche) 0,7U.12,5 ul™
Objem 12,5 ul

Tabulka 10: Teplotni profil PCR pro amplifikaci SSR markerd gonozému Y

Uvodni denaturace 95°C 180 sekund | 1 cyklus
Denaturace 95°C 30 sekund
Annealing 64 °C 60 sekund |35 cykld
ProdluZovani 72 °C 60 sekund
Zavérecné prodluZovani 72 °C 300 sekund | 1 cyklus

Amplifikace probihala v termocykleru C1000TM Thermal Cycler (BioRad). Teplota
annealingu byla vybrana na zaklad¢ teplotniho gradientu, ktery byl pouZit pro vSechny pary
primert uvedené v tabulce 8. Pro teplotni gradient bylo pouzito stejné slozeni reakce, které je
uvedeno v tabulce 9. Jednotlivé teploty gradientu byly nasledujici: 56 °C; 56,7 °C;
58 °C; 60 °C; 62,4 °C; 64,3 °C; 65,5 °C; 66 °C. Vysledek amplifikace teplotniho gradientu

49



byl ovéten gelovou elektroforézou v 2% agar6zovém gelu v prostfedi 1x TBE pufru.

Elektroforeogram byl vizualizovéan ethidiumbromidem.

4.4.3 Sekvence primert umoziiujici znaceni fragmentii a druha amplifikace
Pro oznaceni amplifikovanych produktli byla pouzita druhd amplifikace s dvojici

primert, které navrhli Hayden et al. (2008). Jednalo se o nasledujici primerovy par:
tagF: 5" ACGACGTTGTAAAA 3’

tagR: 5" CATTAAGTTCCCATTA 3’

F- primer pouzity v diplomové praci byl na 5’konci znacen fluorescencnim barvivem FAM

nebo VIC.

Pro druhou amplifikaci byl jako templat pouzit PCR produkt z prvni amplifikace, ktera
byla popséna v ptedchozi kapitole. U kazdého PCR produktu bylo provedeno natedéni,
kdy k 1ul PCR produktu bylo ptidano 39 ul ddH,O. Do druhé PCR byl jako templat pouzit
1 pl takto nafedéného PCR produktu. Slozeni PCR reakce pro druhou amplifikaci je uvedeno

V nésledujici tabulce.
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Tabulka 11: SloZeni druhé PCR pro amplifikaci SSR markerti gonozému Y

Slozka Koncentrace
DNA 1 pul.12,5 pl™
Tris-HCI, pH 8,8 10 mM
MgCl; 1,5mM

KCI 50 mM
primer taqF 0,4 uM
primer tagR 0,4 uM
dNTP 200 pM

BSA 5ng.12,5 pl*
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) 2 mM

Taq polymeraza (Roche) 0,7U.12,5 ul™
Objem 12,5 ul

Tabulka 12: Teplotni profil PCR pro amplifikaci SSR markeri gonozomu Y

Uvodni denaturace 95°C 180 sekund | 1 cyklus
Denaturace 95°C 30 sekund
Annealing 46 °C 60 sekund |35 cykld
ProdluZovani 72 °C 60 sekund
Zavérefné prodluZovani 72 °C 300 sekund | 1 cyklus

Amplifikace probihala v termocykleru C1000TM Thermal Cycler (BioRad). Teplota
annealingu byla vybrdna na zaklad¢ teplotniho gradientu, ktery byl pouZzit pro vSechny pary
primeru uvedené v tabulce 8. Pro teplotni gradient bylo pouzito stejné slozeni reakce, které je
uvedeno v tabulce xxx. Jednotlivé teploty gradientu byly nasledujici: 40 °C; 40,6 °C; 42 °C,
43,9 °C; 46,3 °C; 48,3°C; 49,4 °C; 50°C. Vysledek amplifikace teplotniho gradientu byl
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ovéfen gelovou elektroforézou v 2% agard6zovém gelu v prostiedi 1x TBE pufru.

Elektroforeogram byl vizualizovan ethidiumbromidem.

Pro markery 1 a 3 uvedené v tabulce 8 byl pouzit ve druhé amplifikaci primer F-taq
znaceny fluorescencnim barvivem FAM. Pro markery 2 a 4 byl pouzit primer F-taq znaceny

fluorescenénim barvivem VIC.

444 Priprava vzorki amplifikovanych SSR markerid gonozéomu Y
pro fragmentaéni analyzu
Pied fragmentaéni analyzou byly vzorky nafedény pomoci apyrogenni ddH,O podle

schématu uvedeného v tabulce.

Tabulka 13: Piiprava a fedéni vzorkt pro fragmentacni analyzu

Slozka Smés markeri A Smés markeru B
PCR produkt 2 ul marker 1 2 ul marker 2

2 ul marker 3 2 ul marker 4
ddH,0 48 ul 48 ul

Ke smési vzorkd vyplyvajicich z tabulky 13 byl ptidan Hi-Di formamid (Applied
Biosystems). Velikost amplifikovanych fragmenti byla provedena pouzitim velikostniho
standardu GeneScan ™ — 600 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems). Denaturace PCR
produkti probihala v termocykleru C1000TM Thermal Cycler (BioRad) ve stripech ur¢enych
pro kapilarni elektroforézu zakrytych specidlni folii. Po denaturaci byly vzorky ochlazeny na

4 °C. Nasledujici tabulky uvadéji podminky ptipravy vzorki.

Tabulka 14: Redéni smési amplikonti

Vzorek pro fragmentacni analyzu

Smés PCR produkti (ul) | LIZ 600 (ul) Hi-Di formamid (ul)

1 0,2 15
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Tabulka 15: Denaturace smési amplikonti pied fragmentacni analyzou

Denaturace 95 °C 600 sekund

Ochlazeni 4°C 600 sekund

445 Podminky fragmentaéni analyzy multiplex-SSR markert

Fragmentacni analyza probihala pouzitim kapilarni elektroforézy ABI PRISM 310
Genetic Analyser (Applied Biosystems). Podminky separace viz. tabulka 16.

Chromatogramy byly vyhodnoceny na zékladé¢ programu GeneMapper 4.1 (Applied

Biosystems).

Tabulka 16: Podminky fragmenta¢ni analyzy SSR markert lokalizovanych na gonozému Y

Parametry separace Multiplex
Délka kapilary (cm) 36

Modul PAStdSeq(1ml)E
Polymer POP4

Virtualni filtr E

Doba nastriku (s) 30

Napéti pri nastiiku (kV) 1

Teplota pri separaci (°C) 50

Napéti pri separaci (kV) 11,3

Doba separace (minuty) 28

4.5 Bioinformatické a statistické zpracovani ziskanych molekularnich dat

4.5.1 Konstrukce rodokmenti
Pro vyhodnoceni genetické stability haplotypti mtDNA byli pouziti zastupci plemene

Ceskoslovensky vi¢ak, ktefi ptivod cytoplazmy odvozuji od feny zakladatelky- némecky
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ovcak Guma z Pohrani¢ni straze. Potomci odvozeni od této feny maji relativné malé
zastoupeni v populaci soucasné zijicich ¢eskoslovenskych vi¢aka. Z databaze vzorkd DNA,
které jsou k dispozici na Katedie genetiky a §lechténi FAPPZ CZU v Praze, byli vybrani
takovi jedinci, které je mozné oznacit z hlediska dédi¢nosti cytoplazmy jako identické
s holotypem, ktery méla Guma z Pohrani¢ni straze. Pro vytvofeni rodokmenu, ktery umozni
graficky vyjadfit propojeni téchto jedinct, byl pouzit volné dostupny program MyHeritage
Version 7.0.0 (http://www.myheritage.com).

4.5.2 Porovnani ziskanych sekvenci D-smycky mtDNA

Pro porovnani sekvenci - haplotypti D-smycky mtDNA byl pouzit program BioEdit
vision 7.0.5.2 (Hall, 1999). Tento program porovnava sekvence na principu algoritmu
programu Clustall. Ziskané sekvence u jednotlivych haplotypt byly porovnany s vyuzitim
funkce ClustallW Multiple alignment. V nabidce byly zvoleny moznosti: Full multiple
alignment; Bootstrap NJ tree. Mnohocetné porovnani sekvenci bylo provedeno na zaklad¢
1 000 000 bootstrapt. Z vysledkli sekvenovani provadéného v ramci feseni diplomové prace
a zvysledki sekvenci publikovanych v nukleotidové databazi NCBI byly stanoveny
jednotlivé haplotypy pro grafické vyjadieni mutacnich mist, kterymi se jednotlivé haplotypy
odliSuji, byl pouzit rovnéz program BioEdit. Porovnané sekvence byly nasledné¢ ulozeny
ve formatu FASTA, ktery je pfistupny pro dal$i programy umoziujicich konstruovat

kladogramy.

45.3 Konstrukce kladogramii na ziakladé sekvenénich polymorfismi D-smycky

MtDNA

Sekven¢ni polymorfismy D-smycky mtDNA jsou casto vyuzivany jako vstupni data
pro konstrukci kladogramt, které graficky vyjadiuji vzajemnou podobnost a potencialni
fylogenetickou piibuznost hodnocenych sekvenci. Proto byla ziskand data vyhodnocena
1 pomoci programu MEGAG6 version 6.0 (Tamura et al., 2013), ktery umoziuje konstruovat
kladogramy pomoci riznych algoritmti. Kladogramy, které byly konstruovany pfi feSeni
diplomové prace, mély charakter zakofenénych kladogrami. Pro zakotenéni dostupnych dat
byla zafazena sekvence D-smycky mtDNA nepiibuzného druhu Canis latrans (FM209391.1).
Jako vstupni data pro program MEGAG6 byly pouzity dva typy udaji. Za prvé byly hodnoceny
sekvence D-smycky mtDNA u vSech zastupci plemen zoologickych druhti a jejich kiiZencu.
Za druhé byly hodnoceny sekvence jednotlivych haplotypt, které byly identifikovany

v programu BioEdit.
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U obou dvou vstupnich datovych soubort byl nejprve vybran optimélni model, ktery
zohlednuje frekvence mutaci odliSujicich jednotlivé haplotypy. V programu MEGAG6 byla
pouzita funkce Fing Best DNA models. Model, ktery nejvice vyhovuje molekularnim datiim,
byl vybran na zaklad¢ parametru BIC (Bayesian Information Criterion), ktery pro tyto ucely
modelu. Pro konstrukci kladogramu na zéklad¢ sekvenci v§ech hodnocenych zastupct plemen
tento pozadavek splioval model K2+G podle Kimura (1980). Pro konstrukci kladogramu
na zakladé sekvenci jednotlivych haplotypti byly jako nejvhodné&jsi vybrany modely HKY
(Hasegawa-Kishino-Yano model) (Hasegawa et al., 1985) a T92 (Tamura, 1992).

Pro vlastni konstrukci kladogrami byly pouzity néasledujici metody shlukové analyzy:
metoda maximalni vérohodnosti (ML, Maximum Likelihood), (NJ, Neighbor-Joining),
metoda minimalni evoluce (MINEVOL, minimum evolution), shlukovaci analyza (UPGMA,
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean), metoda maximalni uspornosti (MP,
Maximum Parsinomy). U kazdé vySe uvedené metody byla pro konstrukci kladogramu
pouzita funkce tvorby konsenzu stromu. V kKladogramu byly ponechany pouze takové vétve,
které spojovaly jedince pii vice nez 50 % bootstrapii. Vétve, které byly vytvofeny na zakladé
mén¢ nez 50 % bootstrapl, byly pomoci programu MEGAG6 odstranény. Pro finalni grafické

vyjadieni podobnosti jednotlivych kladogramti byla pouzita kruhova forma.
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5 Vysledky

5.1 Kyvalita a kvantita izolované DNA
Mnozstvi extrahované DNA ziskané z jednoho cytologického stéru pomoci kartacku

bylo dostateéné pro nasledujici zpracovani. Primérné mnozstvi DNA ziskané z jednoho
cytologického kartacku bylo rovno 4300 ng, variabilita vytéznosti DNA (V) byla 12,7 %.
Pomér absorbanci A260/A280 dosahoval primérné hodnoty 1,93 s variatnim koeficientem
7,9 %. Pomér absorbanci A260/A230 mél primérnou hodnotu 2,16 s variacnim koeficientem
9,6 %. VSechny tyto parametry odpovidaly vysoce Cisté genomické DNA. Cilem diplomové
prace nebyla analyza téchto parametr, avSak tyto parametry jsou dilezit¢ pro aplikaci

mikrosatelitnich marker.

5.2 Variablita D-smy¢ky mtDNA

5.2.1 Identifikované haplotypy D-smy¢ky mtDNA
Na nasledujicich obrazcich jsou uvedeny sekvence jednotlivych skupin haplotypt

identifikované v D-smyfce mtDNA u plemen hodnocenych pifi feSeni diplomové prace

a u plemen charakterizovanych v mezinarodni databazi NCBI.
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Obrazek 2: Sekvence haplotypt 1. ¢ast
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Obrazek 2: Sekvence haplotypt 2. ¢ast
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Obrazek 2: Sekvence haplotypt 3. ¢ast
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Obrazek 2: Sekvence haplotypt 4. ¢ast
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Tabulka 17: Piehled zastupci plemen psu u jednotlivych haplotypti — 1. ¢ast

Haplotyp

Plemeno

CAN1

Havansky psik EU408279.1

Némecky Spic trpaslici EU408291.1

Norsky losi pes Sedy DQ480501.1

Rusky ¢erny teriér DQ 480493.1

CAN?2

Ceskoslovenska vi¢ak haplotyp A CZU

Némecky ovcdk DQ480489.1

Anglicky buldok CZU

Kavkazsky pastevecky pes CZU

Curly coated retriever CZU

Némecky ovéak CZU

Rusky éerny teriér CZU

CAN3

Zapadosibifska lajka CZU

CAN4

Dobrman JN182114.1

CAN5S

Americky pitbulteriér EU408293.1

CANG

Canis lupus lupus AM711902.1

CAN7

Bernsky salasnicky pes HM561544.1

Dobrman HM561532.1

Némecka doga EU408276.1

Francouzsky buldo¢ek EU408275.1

Leonberg AY656750.1

Knira¢ stiedni AY656746.1

Spanélsky mastin CZU

CANS8

Francouzsky buldo¢ek HM561538.1

Némecky boxer HM561533.1

CANS9

Svatobernardsky pes CZU

Bernsky salasnicky pes CZU

Némecka doga CZU
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Tabulka 17: Pichled zastupct plemen psi u jednotlivych haplotypu — 2. ¢ast

CAN10

Novofundlandsky pes EU408287.1

CAN11

Bulteriér HM561531.1

Labradorsky retriever HM561534.1

Flandersky bouvier HM561545.1

Zlaty retriever HM561537.1

Cane Corso Italiano CZU

Némecky pin¢ HM561528.1

Némecky boxer HM561525.1

Italsky chrtik EU408280.2

Mops EU408294.1

Anglicky mastif EU408274.1

Bordeauxska doga EU408250.1

Kavalif King Charles Spanél EU408263.1

Bisonek EU408250.1

Erdelteriér AY656748.1

Flat coated retriever CZU

Labradorsky retriever CZU

Zlaty retriever CZU

Hovawart CZU

Nova Scotia duck tolling retriever CZU

CAN12

Irsky vlkodav HM561536.1

Irsky vikodav CZU

CAN13

Neapolsky mastin CZU

CAN14

Ceskoslovensky vl¢ak haplotyp B CZU

Saarloostv vi¢ak CZU

Canis lupus lupus CZU

Canis lupus lupus x Canis lupus familiaris
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Tabulka 17: Pichled zastupct plemen psi u jednotlivych haplotypu — 3. ¢ast

CAN14

Rotvajler EU408295.1

Sibifsky husky JIN182116.1

Rhodésky ridgback CZU

Greyhound JN182095.1

Bukovinsky ov¢dk HE687017.1

Irsky setr CZU

Foxteriér hrubosrsty HM561541.1

Bursky buldog HM561539.1

Jezevcik trpaslici EU408286.1

Australsky ovéak EU408249.1

CAN15

Tibetska doga CZU

CAN16

Civava EU408261.1

Spanélsky galgo HM561526.1

Pudl toy EU408302.1

Sheltie EU408298.1

Border kolie CZU

Jack russell teriér EU408281.1

Vymarsky ohat kratkosrsty CZU

Madarsky ohai kratkosrsty CZU

Mad’arsky ohaf kratkosrsty EU408305.1

Bobtail EU408273.1

Jezevcik standard EU408272.1

Anglicky kokrSpanél EU408246.1

Briard HM561542.1

Cairn teriér HM561527.1

Landseer CZU

CANL17

Canis latrans FM209391.1
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5.2.2 Puvod mtDNA u plemen odvozenych na ziakladé kiiZeni psa a vlka
5.2.2.1 Ceskoslovensky vI¢ak

Na zéklad¢ databaze byly vybrany a zkoumany haplotypy odvozené po 3 fenach -
Adis z Nezbedova dvora, Asta z Kos¢akovho dvora, Guma z Pohrani¢ni straze. Tyto feny
jsou matkami zakladatelkami a zaroven predstavitelkami plemene némecky ovcak. Ani
V jednom pfipadé nebyla zakladatelkou vi¢ice. O tom svédci fakt, ze v rodokmenech nebyla
pfitomna zadna cytoplazma vl¢ice. PCR produkty ziskané od zvitat po Adis z Nezbedova
dvora, Asta z Kos¢akovho dvora, Guma z Pohrani¢ni straze byly sekvenovany. Na zakladé
sekvenacni analyzy bylo prokdzano, ze vSech 63 jedinct, ktefi maji sviij ptivod odvozeny od
feny némeckého ovcaka Asta z Koscakovho dvora, a vSech 88 jedincti odvozenych od feny
Guma z Pohranicni strdze méli zcela identickou sekvenci D-smycky mtDNA. Tato sekvence
byla oznacena jako haplotyp A. Sekvenac¢ni analyza potvrdila, ze vSech 58 jedincti s mtDNA
pochazejici od feny Adis z Nezbedova dvora byli z hlediska sekvence zcela identicti
a soucasné se odliSovali od haplotypu A. Tato sekvence D-smycky mtDNA byla ozna¢na jako
haplotyp B. Haplotyp A je zarazen do velké skupiny CAN2 a haplotyp B do velké skupiny
CANI14. Velké skupiny haplotypti vznikly na zakladé porovnani ziskanych sekvenci
se sekvencemi mtDNA dalSich plemen psi. Vytvofeni a charakteristika velkych
haplotypovych skupin je uvedene v kapitole 5.2.1.

Pro ovéfeni zdali sekvence haplotypu je stabilni byla pouzita sekvencni analyza
velkého poctu potomk, kteti maji mit teoreticky identickou cytoplazmu, respektive identicky
haplotyp D-smycky mtDNA, jako méla Guma z Pohrani¢ni straze. Genealogické propojeni

hodnocenych jedincti vyplyva z rodokmenu uvedeného na nasledujicim obrazku.
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Obrazek 3: Genealogické hodnoceni

analyzovanych zastupct plemene

Ceskoslovensky vI¢ak s mitochondriemi
pochazejicimi z feny némeckého ovcéka

Guma z Pohrani¢ni straze — 1. ¢ast
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Obrazek 3: Genealogické hodnoceni

analyzovanych zastupcu plemene
Ceskoslovensky vi¢ak s mitochondriemi
pochdzejicimi z feny némeckého ovcéka

Guma z Pohrani¢ni straze — 2. ¢ast

T

Jedinci v tomto rodokmenu oznageni CZU a é&islo jsou v databazi DNA Katedry
genetiky a §lechténi FAPPZ CZU v Praze. U t&chto jedincii byla provedena sekvenaéni
analyza. Tato analyza potvrdila, Ze vsichni jedinci mé¢li skutecné identicky haplotyp, ktery

odpovida haplotypu A, resp. haplotypu CAN2.
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OdliSeni haplotypi mtDNA u plemen CSV metodou PCR-RFLP

Metoda PCR-RLFP byla aplikovana na v§echny hodnocené jedince, jejichz ptivod je
odvozen od fen zakladatelek plemene - Adis z Nezbedova dvora, Asta z Kos¢akovho dvora,
Guma z Pohrani¢ni straze. Konkrétni pocty hodnocenych jedinct jsou uvedeny v kapitole
4.1.1 Amplifikované produkty, které vznikly pii pouziti primerad mtDNA CZU1F a CZUI1R,
byly elektroforeticky separovany a na zdkladé porovnani s hmotnostnim standardem bylo
stanoveno, ze jejich velikost odpovida predpoklddané velikosti 220 bp. Vysledek

elektroforetické separace je dokumentovan na nasledujicim obrazku.
Obrazek 4: Elektroforeogram separace amplifikovanych produktt pted restrikci
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Na obrazku 4 ptedstavuji drahy 1 a 2 haplotyp Ceskoslovenského vicdka oznaceny jako B,
ktery je zatazen do komplexniho haplotypu CAN14. Drahy 3 a 4 odpovidaji haplotypu A,
ktery je zatazen do komplexniho haplotypu CAN2. Pismenem S je na obrdzku oznacen
velikostni standard GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific). Z obrazku je patrné,
ze PCR reakce probihala specificky a ze vysledkem amplifikace byl jeden intenzivné
amplifikovany fragment.

Na obrazku 5 jsou znazornény vysledky restrikéniho S$tépéni. Oznadeni drah je
identické jako u pfedchoziho obrazku. Je patrné, ze u haplotypu A doSlo ke kompletnimu
roz§tépeni amplifikovaného produktu - na elektroforeogramu jsou zietelné dva fragmenty
o0 velikosti 133 bp a 87 bp. Naopak u haplotypu B K restrikénimu $§tépeni nedochazelo. Tyto
vysledky jasn€ dokumentuji, Ze metoda PCR-RFLP je pouzitelna pro identifikaci haplotypt A

a B u plemene ¢eskoslovensky vicak.
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Obrazek 5: Elektroforeogram separace amplifikovanych produktl po restrikci
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5.2.2.2 Saarloosiv vil¢ak
Na zaklad¢é studia databaze (http://saarlooswolfdog.info/) bylo stanoveno, Ze vSichni

soucasn¢ zijici zastupci plemene Saarloostiv vic¢dk nesou cytoplazmu jediné feny. Jedna se
o fenu plemene némecky ovédk Winda V. D. Kilstroom, jeZ se narodila v roce 1943. Tomuto
zavéru odpovidaly 1 vysledky molekularni sekvenéni analyzy, které potvrdily u vSech 27

hodnocenych zastupcii plemene Saarloosiiv vicak identicky haplotyp CAN 14.

5.2.2.3 Vlci a k¥iZenci vlkii se psem domacim

Variabilita D-smy¢ky mtDNA byla hodnocena u jedné samice evropského vlka a ¢tyt
jejich potomki. Sekvenacni analyzou bylo prokdzano, ze vSech pét jedinct ma identicky
haplotyp mtDNA, ktery byl sekven¢né zatazen do skupiny CANI14. RovnéZ vSichni tfi
sourozenci vznikli kiizenim arktické vicice a némeckého ovCaka bez prikazu plivodu

vykazovali haplotyp zatazeny do skupiny CAN14.
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5.2.3 Konstrukce kladogramii na zakladé sekvenci D-smyc¢ky mtDNA

5.2.3.1 Konstrukce kladogrami na zakladé sekvenci D-smycky mtDNA u vSech

hodnocenych plemen psu

Obrazek 6: Kladogram sestrojeny na zakladé pouziti metody maximalni vérohodnosti (ML,

Maximal likelihood)
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Kladogram uvedeny na obrazku 6 byl sestaven pomoci metody maximalni

(Aldrich, 1997), ktera je zaloZzena na 2-parametrovém modelu podle Kimura (1980).
Pro vytvofeni modelu byla brdna v potaz rozdilna evolu¢ni rychlost mezi muta¢nimi misty.

Byla zvolena Gamma distribuce (+G). Vzhledem k tomu, ze D-smyc¢ka mtDNA nepfedstavuje
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koédujici  sekvenci DNA, nevychdzel pouzity model s identifikace tripleth DNA
odpovidajicich jednotlivym kodontim.

Na obrazku 6 je zobrazen fylogeneticky strom slozeny z ptedstaviteli jednotlivych
skupin haplotypt. Prvni velkd skupina je tvoiena CANZ2, 15 al7. Kde CAN17 je povazovana
za kofen stromu. Strom dale tvoii vétev slozend ze skupiny CAN4 a 5. Nasleduje binarni
vétveni skupin CAN1 a 8. Dalsi velkou skupinu predstavuje CAN3, 6, 10, 16. Posledni
veétveni rozdéluje skupiny CAN7 a 9 a CANI11 do samostatnych vétvi. Mezi témito vétvemi

se nachazi skupina tfi predstavitelti skupiny CAN12 a 13.
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Obrazek 7: Kladogram sestrojeny na zakladé pouziti metody neighbor-joining (NJ)
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Kladogram byl konstruovan metodou Neighbor-joining podle Saitou et al. (1987).

Na obréazku 7 je zobrazen optimalni strom, kde celkova délka vétvi je rovna 0,1196. Evolu¢ni

vzdélenost byla stanovena pomoci 2-parametrového modelu (Kimura, 1980), ktera je zaloZena

na poctu substituci v jednotlivych mutanich mistech. Variabilni rychlost mutaci byla

modelovana na zaklad¢ gamma distribuce.

Z obrazku 7 vyplyva, ze kofenem stromu je CANI17 (Canis latrans). Nasleduje vétev

pro skupinu CAN15 (Tibetska doga). Nejblizsi ke skupiné CAN17 a 15 je skupina CANI, 8§,
4 a 5. Naopak nejvzdalengjsi skupinou je CAN7 a 9. Nejvice podobné haplotypy (CAN2, 3, 6,

8, 10, 11, 12, 13, 14, 16) byly vygenerovany do jedné velké skupiny.
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Obrazek 8: Kladogram sestrojeny na zékladé pouziti metody minimalni evoluce (MINEVOL,

Minimum evolution)
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Kladogram uvedeny na obrazku 8 byl sestaven na zakladé metody MinEvol. navrzeny
optiméalni kladogram je charakteristicky celkovou délkou vétvi 0,1196. Pro vypocet
evolu¢nich vzdalenosti byl pouzit 2-parametrovy model podle Kimura (1980). Kladogram byl
sestrojen na principu CNI (Close-Neighbor-Interchange) algoritmu (Nei a Kumar, 2000).

Z obrazku 8 Ize vy¢ist, Ze kofenem stromu je skupina CAN17. Nasleduji vétve skupin
CAN3, 6 a 15. Dale dochazi k vétveni zahrnujici skupiny CAN1, 8,4 a 5, 7 a 9. Mezi vétvi
pro CAN4,5 a CAN 7.9 je ptitomna velké skupina slozend z CAN2, 10, 11, 12, 13, 14 a 16.
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Obrazek 9: Kladogram sestrojeny na zakladé pouziti metody UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean)
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Kladogram uvedeny na obrazku 9 byl sestaven na zékladé¢ metody UPGMA. Celkova
délka vétvi tohoto kladogramu byla rovna 0,1139. Pro odhad evolu¢nich vzdalenosti byl
pouzit rovnéz 2-parametrovy model podle Kimura (1980), ktery pracuje s gamma distribuci.

Z obrazku 9 vyplyva, ze zakotfenujici skupinou je CAN17 (Canis latrans). Dalsi vétev
predstavuje skupinu CANG (Canis lupus lupus AM711902.1). Nasleduje vétveni do 4 vétvi.
Prvni vétev nese skupinu CANI1, CANS a vétev skladajici se z 3 skupin. Prvni skupina

CANI10O, 14, 15, 16, druha skupina CAN7, 9 a treti skupina CAN11, 12, 13.
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Obrazek 10: Kladogram sestrojeny na zéklad¢ pouziti metody maximalni parsimonie (MP,

Maximal parsimony)
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Kladogram byl sestaven pomoci metody maximalni parsimonie. Index konzistence je

u tohoto stromu roven 0,6364 a reten¢ni index je roven 0,9463. Strom byl ziskan na zakladé

SPR algoritmu (Subtree-Pruning-Regrafting) (Nei a Kumar, 2000).
Na rozdil od vy$e zminénych obrazku, z obrazku 10 vyplyva, ze Canis latrans neni

kotfenem stromu. Canis latrans je soucasti skupiny spolu s Canis lupus lupus a Tibetska doga.

Nejvice podobné haplotypy byly vygenerovany do jedné velké skupiny. Jednd se o skupiny
CANI1O0, 14 a 16. Skupina CAN1, CAN2 a 3, CAN4 a 5, CANS jsou soucasti jedné vétve.
Poslednim vétvenim vznikly samostatné vétve zahrnujici skupiny CAN7 a 9, CAN12 a 13,

a CAN11.
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5.2.3.2 Konstrukce kladogrami na zakladé sekvenci D-smycky mtDNA u jednotlivych
haplotypi

Z predchazejici kapitoly je patrné, Ze vSechny pouzité shlukovaci metody vytvarely
skupiny jedincu, ktefi v mnoha ptipadech neméli zcela identické sekvence D-smycky
mtDNA. Spolecné pro tyto skupiny byl obvykle minimalni pocet sekven¢nich odliSnosti.
Z dtvodu vétsi prehlednosti vzniklych kladogramti byly shodné matematické modely pouzity
1 pro konstrukci kladogramt ze sekvenci 17 identifikovanych haplotypli D-smycky mtDNA
(CAN 1- CAN17).
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Obrazek 11: Kladogram sestrojeny na zaklad¢ pouziti metody maximalni vérohodnosti (ML,

Maximum likelihood)
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Kladogram uvedeny na obrazku 11 byl sestaven na zdkladé¢ metody ML, ktera je
zalozena na modelu podle Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et al., 1985). Na obrazku je
znazornén strom, ktery vykazuje nejvyssi hodnotu logaritmu pravdépodobnosti (- 793,9365).
Pouzity model ptedpoklada rovnéz odliSnou evoluéni rychlost mezi jednotlivymi skupinami
genotypul.

Z obrazku 11 vyplyva, Ze kotfenem stromu je skupina CANI17, kterou piedstavuje
Canis latrans. Jeho nejblizsi skupinou je vétev zahrnujici skupinu CAN1,2,3 a spolecnou
vetev zahrnujici CAN4 a 5. Nejvzdalenéjsi skupinou je vétev vznikla spojenim CAN7,8 a 9.

Nejvice podobné haplotypy byly vygenerovany do jedné skupiny.
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Obrazek 12: Kladogram sestrojeny na zakladé pouziti metody Neighbor-joining (NJ)
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Kladogram byl sestaven pomoci metody Neighbor-joining (Saitou a Nei, 1987). Na obrazku

12 je zobrazen optimalni kladogram, kde je soucet délky vétvi roven 0,1172. Evolu¢ni

vzdalenost byla vypocitana pomoci 3-parametrového modelu (Tamura, 1992).

Z obrazku 12 vyplyva, Ze kotfenem stromu je skupina CAN17, kterou predstavuje

Canis latrans. Jeho nejblizsi skupinou je vétev zahrnujici skupinu CAN1,2,3 a spole¢nou

vetev zahrnujici CAN4 a 5. Nejvzdalenéjsi skupinou je vétev vznikla spojenim CAN7,8 a 9.

Nejvice podobné haplotypy byly vygenerovany do jedné skupiny.
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Obrazek 13: Kladogram sestrojeny na zakladé pouziti metody Minimalni evoluce

(MINEVOL, Minimal evolution)

=
< =y
% 8 g
— o
% &
% 5
a
gy, o
CAN3 CANYS
CpiS iz
]
c,'?? Qm{"yﬁ
& Q
=5
F %,
o 3
z Z
3 =

Evoluéni historie byla vyvozena na zakladé metody Minimalni evoluce (Rzhetsky
a Nei, 1992). Obrazek 13 piedstavuje optimalni strom se souctem délky vétvi 0,1172.
Evoluéni vzdalenost byla vypocitdna pomoci 3-parametrového modelu podle Tamury (1992).

Obrazek 13 zobrazuje kladogram jednotlivych skupin haplotypi. Zakotfenujici
skupinou je CANI17, jejiz predstavitelem je Canis latrans. Nasleduje vétev skladajici se
ze skupin CANI, 2, 3 a binarni vétve pro CAN4 a 5. Dale dochazi k vétveni skupin CANG,
15, 14, 10, 16, 11, 13 a 12. Nejvzdalenéjsi je vétev pro skupinu CAN7, 8, 9.
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Obrazek 14: Kladogram sestrojeny na zakladé pouziti metody UPGMA
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Na obrazku 14 je zobrazen optimalni kladogram s celkovou délkou vétvi 0,1160
sestrojeny pouzitim metody UPGMA (Snealth a Sokal, 1973). Evolu¢ni vzdélenost byla
vypocitana na zéklad¢ 3-parametrového modelu (Tamura, 1992).

Z obrazku 14 vyplyva, Zze zakorenujici skupinou je CAN17. Dalsi vétev piedstavuje
skupina CANG6. Nasleduje dvoji vétveni. Prvni vétev nese skupiny CANI, 2, 3, 4, 5. Druhou
vétev tvoii skupiny CAN10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 a samostatna vétev pro skupiny CAN7, 8
a9.
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Obrazek 15: Kladogram sestrojeny na zaklad¢ pouziti metody Maximalni parsimonie (MP,
Maximal parsimony)
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Kladogram byl sestaven pomoci metody Maximalni parsimonie. Index konzistence je
u tohoto stromu roven 0,6190 a reten¢ni index je roven 0,6638. Strom byl ziskan na zéklad¢
SPR algoritmu (Subtree-Pruning-Regrafting) (Nei a Kumar, 2000).

Z obrazku 15 vyplyva, Ze na rozdil od ostatnich uvedenych kladogrami, je kofenem
stromu skupina CAN3. Druhou vétev predstavuje skupina CAN2. Nasleduji binarni vétveni
skupin CANL1 a 8 a skupin CAN4 a 5. Dalsi vétev zahrnuje skupiny CANG6, 17, 15, 16, 10, 14

a samostatnou vétev pro CAN11, 12, 13 a binarni rozvétveni CAN7 a 9.
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5.3 Variability mikrosatelitnich markeru lokalizovanych na gonozému Y

5.3.1 Identifikované haplotypy mikrosatelitnich markeru gonozému Y u plemen

odvozenych na zakladé kriZeni psa a vlka

Vzhledem k tomu, ze pouzité markery 1 az 4 uvedené Vv tabulce 8 jsou lokalizovany
na heterologni Casti Y gonozému bylo piedpokladdno, ze u hodnocenych jedinci samciho
pohlavi bude vznikat jeden amplikon. Bannasch et al. (2004) uvad¢ji, ze dvojice primera
MS34F a MS34R (Marker 1) poskytuje dva amplikony u samcich jedinci. Pfi feSeni
diplomové prace jsem toto zjisténi potvrdila. U vSech hodnocenych jedinci bez ohledu
na genetickou pfisluSnost a bez ohledu na ptivod gonozému Y Marker 1 poskytoval vzdy dva
amplikony o rozdilné velikosti. Ostatni markery (Marker 2, 3 a 4) amplifikovaly
ptedpokladany jeden PCR produkt.

5.3.2 Vztah mezi haplotypy a piivodem gonozéomu Y u plemene ¢eskoslovensky
vicéak
U plemene ceskoslovensky vicak mikrosatelitni Markery 1 a 3 dokézaly spolehlivé
identifikovat gonozéom Y pochdzejici zvlka (Sarik) a némeckého ovéaka (Treu
von Hildakloster). Velikosti SSR alel u jednotlivych markerii jsou uvedeny v nasledujici

tabulce.

Tabulka 18: Velikosti SSR alel markert gonozému Y u plemene ¢eskoslovensky vi¢ak

Velikosti (bp) alel SSR markeru
Pivod gonozému Y
Marker 1 Marker 2 Marker 3 Marker 4
VIk Sarik 395 a 404 197 204 340
Nemécky oveak Treu | 507, 455 197 202 340
von Hildakloster

5.3.3 Vztah mezi haplotypy a plivodem gonozému Y u plemene Saarloosiv viéak

Vzhledem Kktomu, Ze u vSech souCasnych zastupctu plemene Saarloostv vI¢ak
gonozém Y pochazi z némeckého ovEaka Gerard van de Fransenum, nebyla pfedpokladana
variabilita Markerii 1 az 4 u hodnocenych samct. Tento piedpoklad byl potvrzen u vSech

15 hodnocenych zéastupcit samciho pohlavi. Byl identifikovan stejny haplotyp SSR markerti
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gonozému Y jako haplotyp ceskoslovenskych vicdkt s gonozomem Y pochdzejicim

Z némeckého ovéaka Treu von Hildakloster - tabulka 18.

5.3.4 Vztah mezi haplotypy a piivodem gonozému Y u vlka a kiiZenci vlka a psa

U tiech sourozencti samciho pohlavi vlka evropského byl predpokladan identicky
haplotyp SSR markerti gonozoému Y. VSichni sourozenci museli ziskat gonozém Y od svého
otce. Tento predpoklad byl potvrzen, vSichni tii sourozenci méli identicky haplotyp, ktery se
shodoval s haplotypem &eskoslovenskych vl¢aki odvozenych od vlka Sarika — tabulka 18.

Hodnocen byl rovnéz jeden hybrid F1 generace mezi arktickou vi¢ici a némeckym
ovCakem bez prikazu pavodu. Haplotyp tohoto psa byl identicky s haplotypem
ceskoslovenskych vi¢aki odvozenych od némeckého ovéaka Treu von Hildakloster - tabulka
18.

Na nasledujicich obrazcich jsou uvedeny vystupy programu GeneMapper 4.1 (Applied

Biosystems), ze kterych vyplyvaji velikosti alel pouzitych mikrosatelitnich marker.
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Obrazek 16: Velikosti alel SSR markerti gonozému Y u zastupct plemene ceskoslovensky

vl¢ak s gonozéomem Y, ktery pochazi z vika Sarik
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Obrazek 17: Velikosti alel SSR markerti gonozému Y u zastupct plemene ceskoslovensky

vicak s gonozoémem Y, ktery pochazi z némeckého ovcaka Treu von Hildakloster
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6 Diskuze

6.1 Volba plemen urcéenych pro genetické analyzy

Jako modelova zvirata pro studium variability D-smycky mtDNA a SSR lokust byla
vybrana plemena pst Ceskoslovensky vi¢ak a Saarloostiv vicak. Tato plemena se ve svété
nefadi mezi plemena velmi pocetna. Studiem téchto plemen se doposud nikdo timto
zptsobem nezabyval. Ceskoslovensky vi¢ak a Saarloostiv vl¢ak jsou produkty zamémého
ktizeni psa a vlka. Tento proces je popsan v reSerSni Casti prace. U plemene Ceskoslovensky
vil¢ak bylo prokdzano, ze vlk podilejici se na vzniku tohoto plemene, byl urcité vik evropsky.
Konkrétné se jednalo o karpatskou vicici (Hartl a Jedlicka, 1996). Od tohoto kiizeni ubé&hlo
jiz 61 let. Dusledkem tohoto kiiZeni se u plemene vyskytuje a stale udrzuje 28 - 32 % podilu
vI¢i krve. Plemeno Saarloostv vl¢ak vzniklo kfizenim némeckého ovcaka (Gerhard von de
Fransenum) a sibiiské vi¢ice (Fleur z Blijdrop Zoo v Rotterdamu), poprvé k tomuto spojeni
doslo vroce 1932. V tomto ptipad€ se vyskytuje 30 - 35 % podilu vI¢i krve v zastupcich
tohoto plemene.

Ceskoslovensky vI¢ak byl pro experimenty vybran, protoZe je predstavitelem narodnich
plemen Ceské a Slovenské republiky. Je to plemeno, které se exteriérem nejvice priblizuji
vlku. Saarloosiiv vl¢dk je fenotypové variabilni, vyskytuji se rizné barevné formy srsti.
U ceskoslovenskych vI¢aku se s timto jevem nesetkame.

KftiZeni psa a vlka ve volné ptirodé se vénovali Vila a Wayne (1999). Tato hybridizace
dava zivotaschopné a plodné potomstvo. Vila et al. (2003) ve své praci potvrdili pfitomnost F;
hybridd vzniklych kiiZenim samic vlka a samcii psa ve velmi malé a neddvno znovu
obnovené skandinavské populaci. V Ttalii a Spanélsku se mohou vzajemné kiizit vlk obecny
s polodivokymi populacemi domestikovanych pst. Takové hybrizidace mohou ohrozit
genetickou integritu divokych populaci vikt (Vila et al., 1999b). Vila et al. (1997), Randi et
al. (2000) zjistili, Ze nukleotidovéa sekvence hypervariabilni ¢asti kontrolni oblasti mtDNA
definuje haplotypy, které jsou ve vétSin€ populaci evropskych vlka rtizné, a nejsou sdileny
zddnymi z dosud studovanych plemen. Randi et al. (2000) pouzili panel mitochondridlnich
lokusti psa, hypervariabilni biparentdlni geneticky marker, ktery mulze byt pouzit
pro identifikaci jednotlivych genotypti vlka a psa a pro detekci ptipadii hybridizace
a introgrese genu.

Jednou se zemi, kde je plemeno Ceskoslovensky vI¢ak nejvice rozsifeno, je Italie. Tato

zem¢ je charakteristickd tim, ze se zde vyskytuje pomérné velka populace vlki v Evropé (Vila
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et al., 1997). Z tohoto divodu je velka pravdépodobnost, ze mtze dojit k volnému kiizeni
vlka s ¢eskoslovenskym vicakem a to muze ovlivnit F; generaci vika.

Plemena ceskoslovensky vil¢dk a Saarloostiv vicak byla srovnavana se zastupci
populace vlka a dalSich psich plemen a to z n¢kolika divodi. Jednim z divodi je skutecnost,
ze mezi jedinci domestikovaného psa se nachéazeji zastupci, kteti vznikli zamérnym kiizenim
psa a vlka. Dalsim divodem byl fakt, ze obliba téchto plemen stoupa a majitelé nechavaji své
psy podrobovat vySetfeni pro potvrzeni ¢i vyvraceni moznosti pifitomnosti raznych

onemocnéni (napt. degenerativni myelopatie).

6.2 Metody izolace DNA

Pti feSeni diplomové prace byla pouzita neinvazivni metoda odbéru biologického
materidlu — stéry z bukdlnich sliznic. S odbérem bukdélnich sliznic od psi ma Skolici
pracovisté dobré zkuSenosti. Vyhodou této metody je to, ze pfi jejim provadéni nemusi byt
pritomen veterindrni 1ékat a mize ji provést majitel sam. Jedinou podminkou je, aby pes
alespon dvé hodiny pfed odbérem nepiijimal potravu.

Dal$im vhodnym materidlem pro ziskdni DNA jsou chlupové cibulky (Angleby
a Savolainen, 2005; Schmutz et al., 2007), exkrementy, biopsie tkani, krev zvifat usmrcenych
autem (Vila et al., 2003; El-Sayed et al., 2010), krev a mo¢ znecisténého sné¢hu (Vila et al.,
2003) ¢i krev zivych zvitat (Bjornerdfeldt et al., 2006; Sharma et al., 2007; Asch et al., 2009).
V ptipad€ odbéru krve ze Zivych zvifat je vSak nutnost pfitomnosti veterinarniho Iékare, ktery
je pro tento odbér zptisobily.

JelikoZ pro tuto praci byla zvolena zvifata chovanda ¢lovékem a ve vétSiné ptipadi se
jednalo o mladé jedince a matky nebyl s odbérem vzork problém. Ze studia védecké
literatury dale vyplyva, Ze vSichni autofi zabyvajici se studiem psiho genomu (Bannasch et
al., 2004; Schmutz et al., 2007; Young et al., 2006 a Hejjas et al., 2007) vyuzivali pro izolaci
DNA komeréné vyrabéné kity. Pro tuto praci byl vyuzit kit NucleoSpin® Tissue XS
(Macherey-Nagel). Vlastni izolace probiha pomoci izola¢ni sady, které zarucuji zachovani
naprosto identickych podminek b&hem izolace, jsou vysoce spolehlivé a vyrazné urychluji

izolaci DNA.

6.3 Sekvenc¢ni polymorfismus mitochondrialnich markeri
Existuje velké mnozstvi systémil, jak jednotlivé laboratoie oznacuji haplotypy. Jelikoz

kazdy autor voli jiné znaCeni, nelze tyto systémy pievzit. Naptiklad Bannasch et al. (2004)
oznaCuje jednotlivé haplotypy HI1-47, Sundqvist et al. (2001) A-R. Pro piehlednost

a sjednoceni vzorkt jsem navrhla vlastni systém pro oznacovani skupin haplotypt. Kazda
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skupina byla ozancena zkratkou CAN. Krom¢é mnou sekvenovanych vzorki byly do tohoto
systému zatfazeny také sekvence vzorkl ziskané od rtiznych autort z databaze NCBI.

Vysledky pIné odpovidaly pfedpokladim, ze v radmci plemene Ceskoslovensky vi¢ak
byly identifikovany tii feny zakladatelky. V piipadé, Ze nedoslo k mutaci D-smy¢ky mtDNA,
tak by v ramci plemene mohly byt pfitomny maximalné tii rizné haplotypy. V této praci jsme
zjistili, ze dvé linie — Guma z Pohrani¢ni straze a Asta z Kos¢akovho dvora - jsou stejné,
proto nelze tyto haplotypy dale hodnotit. Na zaklad¢ téchto vysledki lze konstatovat,
ze matky fen Asta z KoSCakovho dvora a Guma z Pohrani¢ni straze byly ptibuzné. Toto
konstatovani vSak nelze podlozit daty ziskanymi z databazi, jelikoz tyto databdze konci tfemi
fenami zakladatelkami plemene — Adis z Nezbedova dvora, Asta z Kos¢akovho dvora a Guma
Z Pohrani¢ni strdze. MoZnosti by bylo dohledat tyto matky pomoci informaci uvedenych
vV Plemenné knize.

Stépeni haplotypii zatim nikdo necharakterizoval. Nami navrzeny postup dokéze rozlisit
haplotyp A a haplotyp B, avSak neumozni odlisit haplotypy, které odpovidaji shodnym
haplotyptim feny Guma z Pohrani¢ni straZe a Asta z Kos¢akovho dvora.

Studiem haplotypti u psich plemen se vénovali naptiklad Bannasch et al. (2004), ktefi
zjistili 43 haplotypti u 50 plemen, Sundqvist et al. (2001) zjistili 17 haplotypti u vlkli v severni
Evropé. Gundry et al. (2007) podrobili studiu 125 jedinct 43 plemen pst domacich, kojota
a 2 vlky a nasledné popsali 45 haplotypi. Vila et al. (1997), Savolainen et al. (2003)
a Angleby a Savolainen (2005) zjistili spole¢né haplotypy v HV1 oblasti mtDNA psa. Vila et
al. (2003) zjistil 4 haplotypy u vlki z Estonska a Finska a 5 haplotypt u vlkt z Ruska.

U volné zijicich populaci vlki mize byt variabilita mnohem vétsi nez naptiklad
u ¢eskoslovenského ovcaka, u kterého doslo k efektu hrdla lahve. Dlivodem byla nepouzitelna
povaha prvnich kiizencti pst a vlkli. Z prvnich generaci kiiZeni byl kvili tomuto faktu pouzit
jen maly pocet Sténat. Postupné dochazelo k zaniku nékterych krevnich linii.

Molekularni markery jsou ¢asto pouzivany kidentifikaci a Kk spravnému
k zoologickému zatazeni jedincti nalezenych v ptirodé obvykle v podob& uhynulych zvitat
nebo ulovenych zvifat nebo odchycenych jedincii s intermedialnimi vlastnostmi vlkl a pst.
Z vysledku ziskanych pfi feSeni diplomové prace mohu konstatovat, ze pomoci markerti nelze
proveést jednoznacnou identifikaci, zda neznamy jedinec byl psem, vlkem nebo kiizencem
vlka a psa.

U mtDNA existuje variabilita haplotypt, ale identické haplotypy s vlkem nema jen

plemeno ¢eskoslovensky vi¢ak, ale i ostatni zkoumana plemena psi.

79



6.4 Hodnoceni variability markert D-smy¢ky mtDNA pomoci kladogramu

Prvni strategii diplomové prace bylo hodnoceni vSech mnou osekvenovanych pst spolu
s informacemi ziskanymi z databaze NCBI. Této databaze pii studiu vlkii vyuzili také Pilot et
al. (2010). Diivodem tohoto hodnoceni bylo nazorné¢ ukazat pomoci grafického zobrazeni, jak
jsou si jednotliva plemena vzajemné podobna.

Druhou alternativou statistického hodnoceni bylo grafické znazornéni jednotlivych
haplotypt. Cilem tohoto hodnoceni bylo zptehlednit vztahy jednotlivych haplotypt pomoci
kladogramd.

Pro ob¢ tyto strategie byla snaha pouzit metody zakotfenéného kladogramu (Flegr,
2009). Zakofenéni bylo provedeno tak, Ze mezi zastupci Canis lupus L. a Canis lupus
familiaris L. byla zafazena sekvence Canis latrans. Duvodem jeho zvoleni bylo to,
7e na Katedie genetiky a §lechténi FAPPZ CZU v Praze nebyl k dispozici vzorek DNA
geneticky dostate¢né odlisSného druhu. Druhym divodem bylo to, ze v databazi NCBI je velké
mnozstvi informaci o D-smy¢ce mtDNA u psovitych Selem, avSak v fad¢ ptipadii jsou tyto
sekvence neuplné a tudiz se nedaji porovnat s Uplnymi sekvencemi, které¢ jsem ziskala ja.
Pouze sekvence Canis latrans uplna byla.

zakotenéni kladogramu bylo provedeno tak, Ze mezi porovnavané sekvence byla
a vlkt. Touto sekvenci byl haplotyp CAN17, ktery odpovida D-smyéce mtDNA kojota (Canis
latrans). Haplotyp CAN17 se od studovanych haplotypt pst a vlku li§i kromé substitu¢nich
mutaci rovnéZ mutacemi typu inzerce, delece.

Jednotlivé metody jsou popsany v reSerSni Casti této prace. V piipadé porovnéavani
jednotlivych metod byva casto pouzivana a doporuovana metoda Maximalni parsimonie
a Maximalni pravdépodobnosti. Ve své praci pouzili jednotlivé metody ke konstrukci
kladogramt Bjornerdfeldt et al. (2006). J4 jsem ve své praci vyuzila nabidky programu
MEGAG® a sestrojila jsem kladogramy na zéklad€ dalSich metod. Diivodem tohoto rozhodnuti

bylo ovéfeni, ktera statisticka metoda ovlivni vytvafeni podobnych skupin mezi genotypy.

6.5 Hodnoceni variability markeri D-smy¢ky mtDNA

U plemene Saarloostiv vi¢ak doposud haplotypy nikdo nehodnotil. Byla potvrzena
hypotéza. Na zdklad¢ databidze rodokmenl jsem zjistila, Ze vSichni chovani jedinci
Saarloosova vil¢édka maji genotyp po jediné¢ matce, kterou je fena némeckého ovcédka Winda
V. D. Kilstroom. Ditvodem studia malého poétu vzorku je to, Ze v Ceské republice je plemeno

Saarloostiv vicdk malo pocetné. Coz je zplsobeno pravdépodobné jeho komplikovanou
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povahou. V ptipad¢ ¢eskoslovenskych vicakl jsou polty vyssi. Jedna se o oblibené plemeno
a analyzy tohoto plemene vychézeji ze spoluprice s klubem chovatelii ¢eskoslovenskych
vl¢akl. Majitelé pst pravidelné poskytuji vzorky pro testy na onemocnéni, jakym je naptiklad
degenerativni myelopatie. Tyto vzorky je mozné vyuzit k dalSim anonymnim analyzam.
Soucasn¢ byla hodnocena také arktickd vicice spolu s jejimi tiemi potomky. Néami
zjisténé vysledky u takto malého souboru nemohou odpovidat primérmému vzorku vI¢i

populace. Cilem prace ale nebylo hodnotit populaci vlkl, jednalo se pouze o kontrolni

genotypy.

6.6 Mikrosatelitni markery lokalizované na gonozému Y

Analyze byli podrobeni pouze samci, jelikoZ samice gonozém Y nenesou. Ve své
diplomové praci vychazim z piedpokladu spravnosti rodokment uvedenych v databazi.
U plemene ceskoslovensky vicdk miize mit gonozém Y dvoji plivod. Pivodcem miiZze byt vik
jménem Sarik nebo némecky ovéak Treu von Hildakloster. U plemene Saarloosiv vIék je
puvodcem gonozomu Y némecky ovEadk Gerard van de Fransenum. Tato hypotéza byla
na zéklad¢ vysledkl potvrzena.

Markery lokalizované na gonozému Y pouzité pro studium polymorfismu

mikrosatelitnich lokust byly vybrany na zaklad¢ prace Bannasch et al. (2004). Tyto markery
pouzili ve své praci také Olivier et al. (1999) a Sundqvist et al. (2001).

6.6.1 Optimalizace metody detekce alel mikrosatelitnich markeri

Ve své praci jsem vysla ze strategie navrhnuté Hayden et al. (2008), ktefi pouzili dva
primery. V publikovanych pracech se u plemen ceskoslovensky vicak a Saarloostv vi¢ak
tomuto tématu zatim nikdo nevénoval. Pivodni postup Hayden et al. (2008) byl zalozen
na multiplex-PCR, kdy do jedné reak¢ni smési byly ptidavany vSechny 4 primery najednou.
Tento postup vyrazné analyzu urychluje. Pro experimentalni ¢ast této prace nebyla multiplex-
PCR pouzita. Divodem byl fakt, Ze tyto markery byly v ramci feseni diplomové prace pouzity
viibec poprvé a tudiz nebyla s velikosti PCR produktd zadna zkuSenost. Proto bylo nutné
nejdiive charakterizovat velikost alel SSR markeri pomoci jednoduché¢ PCR a az poté

pristoupit k samotné multiplex-PCR podle Hayden et al. (2008).

6.6.2 Alely detekované pomoci SSR
V praci byly pouzity 4 markery uvedené v tabulce 8. Marker 1, ktery odpovida

primerum MS34F, MS34R amplifikoval dva PCR produkty, viz. obrazek 16 a 17, na kterych
jsou zfetelné dva piky. K tomuto procesu by podle vysledki Olivier et al. (1999) a Bannasch
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et al. (2004) nemélo dojit. Marker 1 je charakteristicky dvéma produkty. Bannasch et al.
(2004) na zaklad¢ vysledk prace nedoporucuji tento marker pro genotypizaci pouzivat.
Duvodem je nemoznost markeru identifikovat alelu PCR produktu. Pfi¢inou vzniku dvou
PCR produktt je to, ze dvojice primerii naseda v genomu jesté na jiné misto, nez na které se
puvodn¢ predpoklada, a proto dochazi kamplifikaci dvou fragmentl. Naopak
Markery 2, 3 a 4 amplifikuji pouze jeden fragment. K témto vysledkim dosli také Bannasch
et al. (2004).

Na zakladé¢ vysledkt ziskanych z kapilarni elektroforézy, ktera prokazala, ze detekce
alel pomoci dvou PCR po sobé byla specifickd, lze konstatovat, ze dochdzelo pouze

k amplifikaci pfedpokladanych fragmentu.

6.6.3 Identifikace gonozomu Y u plemene ¢eskoslovensky vi¢ak
Pro identifikaci gonozému Y u plemene ceskoslovensky vi¢dk byly pouzity ctyii

markery. Dva z markerti, Marker 1 a 3, umoznovaly odlisit gonozém pochazejici z vika
jménem Sarik a némeckého ovéaka Treu von Hildakloster. Naopak Marker 2 a 4 identifikaci
gonozomu Y neumoznily. Divodem je to, Ze se jednalo o dvojice primerd, které lemuji
repetitivni oblast, kde neexistuje variabilita mezi Y gonozémem némeckého ovéaka jménem
Treu von Hildakloster a Y gonozémem vlka evropského jménem Sarik. Marker 1 produkoval
dva fragmenty, mizeme tedy fict, ze je jako marker pro gonozoém Y nevhodny. Velikosti
jednotlivych fragmentt byly 395 a 404 bp u vlka a 397 a 402 bp u némeckého ovéaka. Pivod
Y gonozému se podafilo odlisit také u Markeru 3, kde jsme zjistili rozdily ve dvou bazich.
U Markerd 2 a 4 jsme k t¢émto vysledkim nedosly. Divodem je to, Ze se jedna o dvojici
primerd, které lemuji repetitivni oblast, kde neexistuje variabilita mezi Y gonozémem

némeckého ovéaka Treu von Hildakloster a Y gonozémem vlka Sarika.

6.6.4 Identifikace gonozomu Y u plemene Saarloosiiv vi¢ak
V ptipadé¢ identifikace gonozomu Y u plemene Saarloosiiv vicak jsem predpokladala,

ze pokud opravdu plati rodokmeny uvedené v databazi, tak vSichni jedinci plemene
Saarloostiv vl¢dk budou mit Y gonozém odvozeny od jediného zéastupce plemene némecky
ovéak jménem Gerard van de Fransenum. Na zékladé analyzy s vyuzitim mikrosatelitnich
lokust bylo dokazano, ze vSichni samci plemene Saarloosiv vi¢ak byli z hlediska
mikrosatelitnich markert stejni. Na rozdil od zastupcli plemene ceskoslovensky vi¢ak, kde
néktefi jedinci méli lokus shodny s némeckym ovéakem Treu von Hildakloster a jini jedinci

méli lokus shodny s eurasijskym vlkem Sarikem.
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Dale se ukazalo, Ze vSichni hodnoceni reprezentanti plemene Saarloosiv vl¢ak maji
stejny haplotyp shodny se zastupci plemene ceskoslovensky vi¢dk odvozenych od némeckého

ovcaka.

6.6.5 Identifikace gonozomu Y u vlka

Na zékladé¢ hodnoceni tfi sourozenctu (potomka evropské vlCice) nelze vyvozovat
obecné platné zavéry pro celou populaci. Predpokladala jsem, Ze vSichni tfi sourozenci by
méli byt stejni z hlediska haplotypu gonozému Y. Tento pfedpoklad byl nasledné potvrzen.
Otcem téchto sourozencii byl jediny otec, vSichni jedinci meéli identicky haplotyp

s haplotypem &eskoslovenskych vi¢akt odvozenych od vlka Sarika.
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[ 7.aver

Cilem diplomové prace bylo potvrdit nebo vyvratit nékolik védeckych hypotéz tykajicich
se problematiky charakteristiky variability mtDNA a gonozoému Y u plemen pst vzniklych
vzajemnym kiiZzenim psa a vlka. Mohu konstatovat, ze platnost vSech védeckych hypotéz byla
potvrzena. Konkrétni zavéry, které vyplyvaji z feSeni diplomové prace, je mozné shrnout

do nasledujicich bodu:

1. Byla optimalizovana metoda pro studium variability D-smycky mtDNA zalozena
na amplifikaci variabilni sekvence. Pro detailni vyhodnoceni sekvenc¢ni variability
byla optimalizovdna metoda pfimého sekvenovani PCR produkti.

2. U plemene ceskoslovensky vicak bylo na zaklad¢ rodokmenu zjisténo, ze vSichni
soucasn¢ Zzijici predstavitelé tohoto plemene, maji cytoplazmu pochazejici od tii fen
zakladatelek — Adis z Nezbedova dvora, Asta z Kos¢akovho dvora a Guma
Z Pohrani¢ni straze.

3. Teoreticky by mohly u plemene ¢eskoslovensky vicak existovat tfi rizné haplotypy,
ale sekven¢ni analyzou bylo potvrzeno, ze haplotyp D-smycky mtDNA
ceskoslovenskych vicakii odvozenych od fen némeckého ovéaka Asta z KoScakovho
dvora a Guma z Pohraniéni straze byl identicky. Tento haplotyp byl oznacen jako
haplotyp A. Odlisny haplotyp vykazovali ¢eskoslovensti vIi¢aci odvozeni od feny Adis
z Nezbedova dvora — haplotyp B.

4. U plemene Saarloosiiv vicak byl identifikovany jediny haplotyp D-smycky mtDNA.
Tento vysledek potvrdil hypotézu, Ze v soucasnych zastupcich plemene Saarloosiv
vl¢ak se nachazi cytoplazma jediné zakladatelky — feny némeckého ovéaka Winda
V. D. Kilstroom.

5. Zptedchozich dvou bodil vyplyva, ze ani u jednoho ze soucasnych zastupci plemen
ceskoslovensky a Saarloostiv vi¢ak se nevyskytuji mitochondrie pochdzejici ze samice
vika.

6. Na zékladé genealogické studie propojené s molekularnimi sekvenac¢nimi analyzami
D-smyc¢ky mtDNA u potomkl po mateiské linii odvozenych z Gumy z Pohrani¢ni
straZe byla potvrzena stabilita sekvenci. U vSech 88 potomki byl identifikovany zcela
identicky haplotyp.

7. Vzhledem ktomu, Ze u plemene Ceskoslovensky vicak byly identifikovany dva

haplotypy, byl navrZzen PCR-RFLP marker, ktery je dokdzal vzdjemné spolehlivé
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10.

11.

odlisit. Vysledky identifikace haplotypu A a B u ceskoslovenskych vI¢aki pomoci
PCR-RFLP markert byly zcela shodné s vysledky sekven¢nich analyz.

Pro studium variability haplotypi D-smycky mtDNA byly sekvenéni analyzy
provedeny u zastupct dalSich 24 plemen, ktera nemaji svlj ptivod odvozen
ze vzajemného kiizeni psa a vlka. Databaze haplotypt ziskanych pfi feSeni diplomové
préace byla doplnéna jesté o sekvence D-smycky mtDNA u dalSich plemen a zastupct
vlki a kojota pochézejici z mezinarodni nukleotidové databaze NCBI.

Statistickym a bioinformatickym porovnanim ziskanych sekvenci bylo identifikovano
celkem 17 haplotypt, které byly v diplomové praci oznaceny jako CAN1 — CAN17.
Sekvenéni podobnost téchto haplotypii byla vyhodnocena pomoci programu BioEdit
a ClustallW. Pro grafické vyjadieni sekvencni podobnosti popiipadé i evolucni
podobnosti jednotlivych haplotypi byly sestaveny kladogramy pomoci programu
MEGAG. Pocty vétvi a zatazeni haplotypti do jednotlivych vétvi kladogramii bylo
témef identické pfi pouziti metod Maximalni vérohodnosti, Neighbor-joining
a Minimalni evoluce. Kladogramy konstruované pomoci metod UPGMA a Maximalni
pasimonie vykazovaly vétSi variabilitu a odliSné zafazeni jednotlivych haplotypt
do spole¢nych skupin.

Byla rovnéz potvrzena hypotéza, ze pomoci mikrosatelitnich markerti lokalizovanych
na heterologni ¢asti gonozému Y lze identifikovat piivod gonozému Y (psi nebo vI¢i)
u plemene ceskoslovensky vI¢ak. Ze studia rodokmenli vyplynulo, Ze gonozém Y
pochazi od samce vlka Sarik a u &asti psd od némeckého ovéika Treu
von Hildakloster. Tyto rozdily byly potvrzeny dvéma SSR markery (Marker 1, Marker
3), které se lisily 2 bp.

U plemene Saarloosiiv vI¢ak bylo zjisténo, Ze existuje pouze jediny donor gonozému
Y — némecky ov¢ak Gerarda van der Fransenium. Haplotyp stanoveny na zaklad¢ ¢ty
mikrosatelitnich markerti odpovidal u vSech zastupcti Saarloosova vi¢aka haplotypu
Ceskoslovenskych vi¢aki s gonozémem Y pochézejicim z némeckého ovcéaka Treu

von Hildakloster.
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Doporuceni pro vyuziti vysledki v dal§im vyzkumu a v kynologické praxi:

Béhem feSeni diplomové prace byly ziskany informace o variabilit¢ D-smycky
mtDNA a mikrosatelitnich markerech lokalizovanych na gonozémech Y psa. Tyto informace
1ze vyuzit v dalSim vyzkumu, ktery mize byt zaméteny na hodnoceni evolu¢ni vzdalenosti
mezi plemeny psi nebo mezi psem domacim a dal§imi zastupci rodu Canis. Vzhledem
K tomu, Ze variabilita, ktera byla hodnocena pomoci téchto markerti, pfedstavuje pouze
nepatrny vzorek celkové genetické variability pst, je mozné doporucit pro tyto evolucni
a populacni analyzy kombinovat pouzit¢ markery s dal§imi typy markera, které mohou byt
lokalizovany nejen na gonozémech, ale i na autozomech. Rozsifenim spektra markerti budou
ziskany vysledky, které budou reprezentativnéji hodnotit genetické vzdalenosti v evolu¢nich
a populacnich studiich, a které bude mozné vyuzit 1 v praktické kynologii v oblasti potvrzeni

paternity a maternity psil.
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12 P¥ilohy

Piiloha 1: V1k obecny (Canis lupus L.) (Foto: Ing. Daniela Cilova)
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Piiloha 2: Ceskoslovensky vI¢ak (Foto: Ing. Daniela Cilova)
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Piiloha 3: Saarloosiv vi¢ak (Foto: Ing. Daniela Cilové)
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Priloha 4: Slozeni pufrti pouzitych pro gelovou elektroforézu

Vzorkovy pufr (Sambrook et al., 1989) ziskdme smichanim 0,25 % bromfenolové modii —
sodna stl (Serva, SRN), 0,25 % xylencyanolové modii FF (Sigma, USA), 15,0 % ficolu
(Sigma, USA). VSe se necha rozpustit ve sterilni 2x deionizované H,O a uchovava se

pti 4 °C.

10x TBE pufr (Sambrook et al., 1989) ziskame smichanim 450 nM Tris-kyseliny borité
(Sigma, USA) s pH 8,0, 10 mM EDTA (Sigma, USA). Uchovavame pfti 4 °C.

1x TBE pufr (Sambrook et al., 1989) ziskame nafedénim 10x TBE pufru 1x deionizovanou

H,0. Uchovavame pti 4 °C.

Zasobni roztok ethidium bromid (Sambrook et al., 1989) obsahuje 10 mg ethidium bromidu
(Sigma, USA) a 1 ml sterilni 2 x deionizované¢ H,O. Pfi pfipravé a manipulaci je dulezita
ochrana, proto pracujeme v ochrannych rukavicich. Roztok se uchovava ve tmé pfi teploté

4 °C.

Elektrodovy pufr ziskame smichdnim 1500 ml 1x TBE s 75 ul zdsobniho roztoku ethidium
bromidu. Pfi pifipravé a manipulaci je dilezitd ochrana, proto pracujeme v ochrannych

rukavicich. Pufr je uréen pro okamzité pouziti.

1x TE (Sambrook et al., 1998) obsahuje 10 mM Tris (pH8) (Sigma, USA), 1 mM EDTA

(Sigma, USA). Pufr se pfipravil jako 10x koncentrovany zasobni roztok.
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