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ABSTRACT

White spotting in dogs appears to be controlleé lyajor simple recessive locMITF was
identified as the candidate gene for white spotimdogs. Complete co-segregation with SPN
in intron 3 was found in this gene and recessiveherited, random or piebald spotting in
Schipperke, Beagle crossbreds and Newfoundlante.aim of this work was to optimise the
method conditions in our laboratories and to veltiky SNP for testing of white spotting in the
dogs. We used PCR-RFPL assay for breed testing dNmafands, Rhodesian Ridgeback,
Great Dane and Pug Dog, but we did not confirmatoeesaid SNP. Therefore analyses of
this candidate gene will continue in the future.
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UvoD

U psi bylo doposud identifikovano sedm gerkteré jsou zodpadné za zbarveni
srsti: TYRP1, ASP, MC1R, CBD103, MLPH, SLV a MITF (Schmutz and Berryere 2007).
Bila strakatost (white spotting) pgnamena vyskyt pigmentovanych ploch vetd# bilych
nebo prokvetlycheasti €la. Mezi fiznymi plemeny i mezi jedinci jednoho plemene je ve
strakatosti velka variabilita (Dostal 2007). Lolsisakatosti § byl definovan Littlem (1957).
Popsalctyri alely tohoto lokusu:S (solid), S (irish spotting),S (piebald spotting) &"
(extreme white). Alel&® kontroluje jednotné zbarveni bez strakatostiagde]e zodpodna
za vyskyt bilé barvy na plos&la mensi nez 20 %, aleffl za vyskyt bilé barvy na 20-80 %
téla a alela&S" kontroluje extrémaébilé zbarveni na vice nez 80 8tat

Metallinos a Rine (2000) se jako prvni pokusiliin@en, ktery je zodpadny za
strakatost p& Studovali genyENDRB a KIT u kiizend border kolii a novofundlandského
psa. Akoliv tyto geny jsou zapojeny do bilé skvrnitostidalSich saut, jako jsou kog,
prasata, skot, mysi a krysy, nejsou tyto geny odgog za strakatost u sledovanych plemen
psi. Stejreé tak nejsou tyto geny zodp&dné za bilé zbarveni, kteréigeme vidt u boxei
(van Hagen et al. 2004). Jako kandidatni gen pekatost p8& byl identifikovan gerMITF.
Vintronu 3 tohoto genu byl nalezen jednonukleotidgolymorfizmus — SNP, ktery byl
testovan u plemen Siperka, novofundlandsky pesizeka bigla (Rothschild et al. 2006).
Takeé Karlson et al. (2007) a Leegwater et al. (208&ntifikovali region CFA20 jako oblast,
ktera ukryva gen pro bilé zbarveni u bdxarkandidatni gen pro tento regioréTF.

Cilem této prace bylo dle publikace Rothschild let(2006) vypracovat metodiku
testovani jimi nalezeného SNP, optimalizovat podiyitéto metodiky a oitit, zda je tento
marker mozné vyuzit i u dalSich plemeri.ps

MATERIAL A METODIKA

Vyuzitelnost SNP v genu MITF bylo sledovano u plemenovofundlandsky pes (5
¢ernych, 4 s bilymi odznaky na hrudi a 2 bédmi psi), rhodesky ridgeback (7 s bilymi
odznaky na hrudi a 4 pl&dvé zbarveni psi), #mecka doga (8ernych pf s bilymi odznaky)

a mops (2 s bilymi odznaky na hrudi &&ni psi). Vzorky DNA byly odebrany z bukalni
sliznice p§ pomoci odbrovych kartékt (Cytobrush Plus, Medscand Medical AB).&ghto
kart&ka byla DNA extrahovana pomoci DNA kitu (Jetquick dlie DNA Spin Kit,
GENOMED). PCR primery @my 5-GGGTTATTGTGAGGGAGCAA-3" a zpiny 5-
CAAAGCCACCCAAAGAGAGA-3") byly prevzaty z publikace Rothschild et al. (2006).
Polymerazovédettzova reakce (PCR) byla provedena v termocykleru-BOC (MJ Research)
a reakni smés (15 pl) obsahovala 50 ng genomické DNA, 1x Hof®tg Master Mix
(QIAGEN) a 0.2pM  kazdého  primeru. Pomoci  programuNebcutter
(http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html) byymedan vhodny restrini enzym (Hinfl),
ktery byl pouzit pi Stépeni sledovaného polymorfizmu metodou polymorfisndésky
restrikcnich fragment (RFLP).



VYSLEDKY A DISKUZE

Rothschild et al. (2006) identifikoval jako kandiniagen pro strakatost pgenMITF.
Vintronu 3 tohoto genu byl nalezen jednonukleotidgpolymorfizmus - SNP (C/T).
Testovani tohoto SNP pomoci metody PCR-RFLP bylovgaeno u plemen Siperka,
novofundlandsky pes aftikenci bigla. Jednognzbarveni psi (SS) byli CC, obligatni
heterozygoti (Ss) byli CT a strakati psi (ss) Gyli. Mezi SNP a fenotypem strakatosti nebyly
nalezeny Zadné rekombinace.

Pro potvrzeni spravnosti této analyzy byl nejpreatd polymorfizmus testovan u
jedinail plemene novofundlandsky pes. AvSak nami pouzittodee PCR-RFLP odhalila, ze
sledované SNP se u tohoto plemene nevyskytujené&teysledky byly dosazeny také u
plemene rhodesky ridgebackinmecka doga a mops. Nami dosaZzené vysledky dagnde
sledované SNP neni mozné vyuzZivat k detekci swwakati p$. Zda se testované SNP u
sledovanych plemen opravdu nevyskytuje, bude daleno sekvenovanim.

Anderson (2008) uvadi, Zze v kédujici sekvenci gdHOIF nebyla nalezena zadna
mutace, a proto sergdpoklada, Ze strakatost uuppravdEpodobré zpisobuji regulani
mutace v tomto genu. Srovnanim polymorfizmezi psy, kt& reprezentovalitizné formy
alel S, byly odhalenytit kandidatni kauzalni mutace v nekddujicich oblastehoto genu:
kratka rozptylena sekvence (SINE), polymorfizmudélce sekvence a delece 12iphazi.
Zminéné kauzalni mutace budeme testovat v ranfgrgvovaného projektu a vysledky
budou pouzity pro dalSitgdeckovyzkumnou praci pregradudlnich student

ZAVER

Cilem prace bylo dle publikace Rothschild et ab0@) vypracovat metodiku testovani
jimi nalezeného SNP, optimalizovat podminky metgdikowiit, zda je tento marker mozné
vyuZzit i u dalSich plemen fpisSledované SNP nebylo nalezeno u plemen novofodsky
pes, rhodesky ridgebackgmeckd doga a mops, proto jej prawddobri neni mozné

vyuZivat k detekci strakatosti utpsv dalSi fazi prace budou testovany jiné kauzéaintace
nalezené v genMITF a vysledky budou pouzity pr@&deckovyzkumnou préaci studént
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