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ABSTRACT

The aim of the study was to determine a variability of selected SNPs and to evaluate a
suitability of their inclusion in the SNPs panel for parentage verification. Moreover, genetic
distance and genetic identity between investigated breeds were estimated. The variability of
the SNPs in the beta A3/Al crystallin (CRYB) gene, the KIT ligand (KITLG) gene, the
transducin-y (GNGTI) gene and the tyrosine-related protein (TYRP1) gene was evaluated in
following breeds — American Cocker Spaniel, English Cocker Spaniel, Dachshund, Poodle
and German Shepherd. The variability of investigated markers was evaluated by means of
PIC (polymorphic information content), theoretical heterozygosity (tH), and probability
exclusion (PE1, PE2, PE3). The highest level of variability was determined in the CRYB gene.
The lowest genetic distance was found between Dachshund and English Cocker Spaniel and
the highest distance was observed between German Shepherd and American Cocker Spaniel.
The dendrogram indicated genetic identity of American Cocker Spaniel, English Cocker
Spaniel, Dachshund, Poodle and segregation of German Shepherd from those four breeds. The
obtained results brought new information about variability of specific single nucleotide
polymorphisms in several breeds of dogs. The SNPs in the CRYB gene showed sufficient rate
of variability for its inclusion in the SNPs-panel for parentage verification.
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ABSTRAKT

Hlavnim cilem prace bylo urcit variabilitu vybranych SNPs a zhodnotit vhodnost zatazeni
téchto SNPs do panelu pro ovéfovani ptivodu. Navic byla odhadnuta genetickd vzdalenost a
geneticka identita mezi zkoumanymi plemeny. Variabilita SNPs v beta A3/Al crystallin genu
(CRYB), KIT ligand genu (KITLG), transducin-y genu (GNGTI) a tyrosine-related protein
genu (TYRPI) byla hodnocena u plemen americky kokrSpanél, anglicky kokrSpanél, jezevcik,
pudl a némecky ovc¢ak. Variabilita zkoumanych markeri byla hodnocena pomoci PIC
(polymorfni informacni obsah), teoretick¢ heterozygotnosti (tH), a pravdépodobnosti
vylouceni (PEI1,PE2,PE3). Nejvyssi variabilita byla stanovena u genu CRYB. Nejnizsi
genetickd vzdalenost byla nalezena mezi jezevCikem a anglicka kokrSpanél a nejvyssi
vzdalenost byla pozorovana mezi némeckym ovcdkem a americkym kokrSpanélem.
Dendrogram znéazornuje genetickou identitu mezi americkym kokrSpanélem, anglickym



kokr$panélem, jezevéikem a pudlem a oddé€luje od téchto Ctyi plemen némeckého ovcaka.
polymorfizmti u n¢kolika plemen pst. Pouze u genu CRYB byla prokazana dostate¢na
variabilita pro zahrnuti do SNPs-panelu pro ovéfovani ptivodu.
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UVOD
Metody molekularni genetiky piinaSeji v dnesni dobé moznosti snadné individualni
identifikace a ovéfovani rodi¢ovstvi.

Zatimco u nékterych druhu a kategorii hospodarskych zvirat je stanoveni genetického

typu a ovéfovani pivodu nafizeno zédkonem ¢. 154/2000 Sb., u pst je to vyzadovano
chovatelskymi kluby pouze u nékterych plemen.

V Ceské republice je vchovu jednotlivych plemen psti znaéné rozdilnd situace.
Pivodni metoda ovéfovani ptivodu pomoci detekce polymorfnich systému krve je stale jesté
pouzivéana napiiklad u plemene hovawart. U vétSiny ostatnich plemen, pokud je ovétovani
puvodu vibec provadéno, je testovani zalozeno na variabilit¢ mikrosatelitnich sekvenci.
Z4dny obecné uznavany a Siroce vyuZivany panel mikrosatelitd pro ovéfovani ptivodu u psil
vSak v soucasné dob¢ neexistuje.

V budoucnu se ocekava rozsahlé vyuzivani jednonukleotidovych mutaci DNA tzv.
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Jejich podstatou je zména sekvence DNA vznikajici
deleci, substituci, inverzi nebo inzerci jednoho nukleotidu. Tyto zamény se vyskytuji
v kodujicich i nekddujicich oblastech savéiho genomu s etnosti 1 SNP na 50 — 500 bp.

Predpoklada se, ze jednonukleotidové mutace postupné nahradi mikrosatelity pfi
jedinec¢né identifikaci jedinct a ovéfovani rodicovstvi zvifat. Uvazuje se, ze pro tyto tcely
bude provadéna automatizovand (napf. microaray) detekce panelu cca 40 — 50
jednonukleotidovych polymorfizmt. Pii sestavovani uvedeného panelu SNPs je tieba
predevsim zohlednit umisténi jednotlivych lokusi na odliSnych chromozomech, jejich
obdobnou variabilitu v riznych populacich, selek¢éni neutralitu, vyrovnanou ¢etnost alel atd.

Cilem nasi prace bylo na zaklad¢ literarnich udaji vybrat vhodné SNPs a na
referen¢nim souboru zvifat ovéfit jejich variabilitu u riznych plemen pst. Dalsim cilem bylo
stanovit genetickou shodu a genetickou vzdalenost mezi jednotlivymi plemeny psu.

Za timto ucelem byly zvoleny:
Beta-A3/Al-crystallin gen (CRYB)

U mysi je beta-A3/Al-crystallin gen lokalizovan na druhém chromozomu (GRIFFIN
and MUGGLETON-HARRIS, 1992). Lidsky CRYB gen je lokalizovan na chromozomu 17q



(WERNER et al., 1997). U ¢lovéka jsou mutace v CRYB genu charakteristické pro nckteré
postnatalni progresivni katarakty (GRAW and LOSTER, 2003).

U psa byl beta-A3/A1-crystallin gen vazbové zmapovan na 9. chromozom (WERNER
et al., 1997).

KIT ligand (KITLG)

KIT ligand byl diive také znamy jako mast cell growth factor (ristovy faktor zirnych
bunék — MGF). Mutace v KIT ligand genu je zodpovédna za takzvanou "ocelovou" barvu
umysi a za takzvané "groSovani" u skotu. U obou, mysi i skotu, jsou néktefi homozygotni
jedinci neplodni. Zirné buiiky jsou tedy dilezité i v imunologickych funkcich (SCHMUTZ
and BERRYERE, 2003). U skotu je navic mutace v KITLG genu asociovana s vyvojovymi
anomaliemi Miilerovych kanalkl (také znamymi jako syndrom bilych jalovic) se slozitou,
mnohofaktorialni dédi¢nosti. Spole¢ny ucinek genového zdvojovani a mutace v KIT genu
zpusobuje prevladajici plastove bilou barvu u prasat. Nicméné tyto mutace maji pleiotropicky
efekt na hematopoézu a lokusy se chovaji jako QTL, které ovliviiuji pocet Cervenych a bilych
krvinek (ANDERSSON and GEORGES, 2004).

Gen KITLG je u psa lokalizovan na chromozomu ¢islo 15 (SCHMUTZ and
BERRYERE, 2005).

Transducin-gama gen (GNGTI)

U Clovéka koéduje GNGTI podjednotku (gammal) rodiny heterotrimerickych
G-proteint, kterd je specificka pro tyCinky. GNGTI gen je umistén v lidském chromozomu
7q21.3 (SCHERER et al.,, 1996). Podobna mista sestfihu introni jako GNGTI ma
G gama c gen (GNGT2), ktery je lokalizovan na lidském chromozomu 17q21. Protein
koédovany genem GNGT? je exprimovan specificky v Cipcich sitnice (ONG et al., 1997).

Umisténi psiho GNGT1 genu je neznamé (WANG et al., 1997).

Gen tyrosinase-related protein 1 (TYRPI)

Umysi je tento gen lokalizovan na chromozomu 4 a je také nazyvan B lokus
(RINCHIK et al., 1994). U skotu se TYRPI nachazi na chromozomu 8 (SCHIMPF et al.,
1999) a ukoné na chromozomu 23 (RIEDER, 1999). Nedavné studie u koni neprokazaly
zadné mutace v TYRPI, které by mély vztah k urcité barvé srsti (RIEDER et al., 2001).
U Clovéka je TYRPI lokalizovany na 9. chromozomu (BOX et al.,, 1998), zakodovany
v 7 exonech rozprostienych pies 24 kb genomické DNA (STURM et al., 1995) a ma vztah
k nemetastazovému fenotypu tumoru prsu (WANG-RODRIGUEZ et al., 2003). Analyza 100
Kavkazani sriznymi barvami vlasi neodhalila z4dné zmény v sekvenci aminokyselin
v TYRP1 (BOX et al., 1998).



TYRPI byl vazbové zmapovan na 11. psi chromozom s SNP v 7. exonu. V porovnani
s TYRPI geny péti dalSich sav€ich druhii bylo odhadnuto, Ze psi gen koduje 538 aminokyselin
dlouhy protein. Je zfejmé, ze hnéda barva srsti je vysledkem recesivniho genotypu v TYRPI.
Mutace v TYRP1 vsak neni asociovana s odstiny barvy srsti u pst, ktefi jsou homozygotni pro
celou délku MCIR. TYRPI také ovliviiuje spolecné s jinymi geny barvu nosu a Casto i barvu
Slapky (SCHMUTZ et al., 2002).

MATERIAL A METODY

Referencni populace je tvorena celkem 50 jedinci z péti riznych plemen. Jedna se o 6
jezevciki, 5 jedinch americkych kokrSpanéll, 8 némeckych ovéaki, 19 zastupcl plemene
pudl a 12 anglickych kokr§panéla.

Pro amplifikaci specifickych tsekt jednotlivych genii pomoci polymerdzové fetézové
reakce (PCR) bylo pouZito nasledujicich primert:

1) gen CRYB (SHIBUYA et al., 1995):
F 5’"GTTTCCCCCTCTTAAATATTTCTCCATG- 3’
R 5- TGAGATGGAGCTCCGCACTCAGTGGG- 3’

2) gen KITLG (SCHMUTZ et al., 2003):
F 5'-GCCTCAAATTCCATTGAAGATTCC-3'
R 5-TTATTTCATTATCCTCTTCATTAATCTG-3'

3) gen GNGTI (WANG et al., 1997):
F 5’GAT GAC CAA AAA TTA GTA CTG TC -3
R 5- GTC TCC AAA TGT TGT GAA GAA GT-3’

4) gen TYRPI (SCHMUTZ et al., 2002):
F 5-ACC AAT GGT GCA ACG TCT TCC TGA ACC G -3'
R 5-GCC TTC CAC TGT GTT TCG GAA ACT G-3'

PCR byla provadéna na teplotnim cykleru PTC-100™ (fy MJ Research. Inc.). SloZeni
reak¢éni smési bylo nasledujici:

1) gen CRYB (celk. objem 25 pl ) - 5 pl deionizované vody, 5 pl lyzatu DNA,
9,3 ul deion. H,O, 2,5 ul 10 x PCR Buffer bez MgCl, (100mM Tris-HCI (pH 8,8 pfti
25 °C), 500 mM KCl, 0,8% Nonidet P40, Fermentas, Vilnius, Litva), 800 uM dNTP
(Fermentas, Vilnius, Litva), po 0,5 pl obou primertt (10 pmol/ul), 0,13 ul Tag DNA
Polymerase recombinant (5 U/ul, Fermentas, Vilnius, Litva) a 2 ul MgCl, (25 mM)

2) gen KITLG (celk. objem 15 ul ) - 4 pl deionizované vody, 1 pl lyzatu DNA,
4,9 ul deion.. H,0O, 1,5 ul 10 x PCR Buffer bez MgCl, (100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pii
25 °C), 500 mM KCl, 0,8% Nonidet P40, Fermentas, Vilnius, Litva), 800 uM dNTP
(Fermentas, Vilnius, Litva), po 1 ul obou primera (10 pmol/ul), 0,1 ul Tag DNA
Polymerase recombinant (5 U/ul, Fermentas, Vilnius, Litva) a 1,2 ul MgCl, (25 mM)



3) gen GNGTI (celk. objem 25 pul ) - 7 ul deionizované vody, 3 ul lyzatu DNA, 7,87 ul
deion.. H,0, 2,5 ul 10 x PCR Buffer bez MgCl, (100mM Tris-HCI (pH 8,8 pfti 25 °C),
500mM KCI, 0,8% Nonidet P40, Fermentas, Vilnius, Litva), 800 uM dNTP
(Fermentas, Vilnius, Litva), po 1 pl obou primertt (10 pmol/ul), 0,13 ul Tag DNA
Polymerase recombinant (5 U/ul, Fermentas, Vilnius, Litva) a 2 ul MgCl, (25 mM)

4) gen TYRPI (celk. objem 15 ul ) - 4 pl deionizované vody, 1 ul lyzatu DNA,
5,2 ul deion.. H20, 1,5 ul 10 x PCR Buffer bez MgCl, (100mM Tris-HCI (pH 8,8 pfi
25 °C), 500mM KCl, 0,8% Nonidet P40, Fermentas, Vilnius, Litva), 800 uM dNTP
(Fermentas, Vilnius, Litva), po 1 pl obou primert (10 pmol/ul), 0,1 ul Taq DNA
Polymerase recombinant (5 U/ul, Fermentas, Vilnius, Litva) a 0,9 pul MgCl, (25 mM)

Teplotni profil PCR byl dodrzen ptesné dle piivodnich metodik jednotlivych autort:

1) gen CRYB (SHIBUYA et al., 1995): pocate¢ni denaturace 94 °C / 3 min., 36 cykli -
denaturace 94 °C / 1 min., annealing 47 °C / 90 s, elongace 72 °C / 1 min., zdvére¢na
elongace 72 °C / 10 min.

2) gen KITLG (SCHMUTZ et al., 2003): pocatecni denaturace 94 °C / 4 min., 30 cykl -
denaturace 94 °C / 50 s, , annealing 53 °C /50 s, elongace 72 °C / 50 s , z&dvéreCna
elongace 72 °C / 4 min.

3) gen GNGTI (WANG et al., 1997): pocatecni denaturace 94 °C / 3 min., 30 cykll -
denaturace 94 °C / 1 min., annealing 56 °C / 1 min, elongace 72 °C / 1 min., zdvére¢na
elongace 72 °C / 10 min.

4) gen TYRPI (SCHMUTZ et al., 2002): poc¢atecni denaturace 94 °C / 4 min., 30 cykli
denaturace 94 °C / 50 s, annealing 57 °C / 50 s, elongace 72 °C / 50 s, zavére¢na
elongace 72 °C / 4 min.

Stépeni PCR-produktti gentt CRYB, GNGTI a TYRPI pfislusnymi restrikénimi
endonukledsami probihalo pii teploté¢ 37 °C po dobu 3 hod. pfi niZze uvedeném slozeni
restrikéni smési:

1) gen CRYB: 20 ul PCR-produktu, 2,6 ul deionizované vody, 2 pl pufru NEB4 a 0,4 pul
restrikéni endonukledsy Ncol (New England Biolabs)

2) gen GNGTI: 10 pl PCR-produktu, 3,4 pl deionizované vody, 1,5 pl pufru NEB2, 0,1
ul restrikéni endonukleasy Xmnl (New England Biolabs)

3) gen TYRPI: 5 pl PCR-produktu, 3,9 ul deionizované vody, 1 ul pufru G+, 0,1ul
restrikéni endonukledsy Mnll (Fermentas, Vilnius, Litva)

PCR-produkt genu KITLG byl s§tépen pii teploté 65 °C po dobu 3 hod. restrikéni smési
o nasledujicim slozeni: 10 pul PCR produktu, 3,1 ul deionizované vody, 1,5 pl pufru Taql+ a
0,4 pl endonukleédsy — Tagl (Fermentas, Vilnius, Litva)



Separace jednotlivych fragmentl byla provadéna na 4—4,5% (dle ocekavané délky
fragmentll) agarosovém gelu (Agarosa 3:1) s pfidavkem ethidium bromidu pii 100—-120 V po
dobu 20—40 minut. Po vizualizaci pod UV-svétlem byly odeéteny jednotlivé genotypy.

Odecitani genotyptt v jednotlivych polymorfnich mistech bylo provadéno dle
nasledujiciho klice:
1) gen CRYB: 165 bp dlouhy PCR — produkt je st€pen na fragmenty 141 bp a 24 bp (alela
G) ¢i zGstava nestépen (alela 7)

2) gen KITLG: 788 bp dlouhy PCR — produkt je stabilné $tépen na dva fragmenty o délce
247 bp a 541 bp, delsi z fragmentli obsahuje polymorfni restrikéni misto tzn. je v
piipadé pritomnosti mutace St€épen na fragmenty 473 bp a 68 bp (alela G), nestépena
alela je oznaCovana jako 4

3) gen GNGTI: 181 bp dlouhy PCR — produkt je $tépen na fragmenty 138 bp a 51 bp
(alela B) ¢i ziistava nestépen (alela A)

4) gen TYRPI: 121 bp dlouhy PCR — produkt je $t€pen na fragmenty 73 bp a 48 bp (alela
N) ¢i zlistdva nestépen (alela D)

Frekvence jednotlivych genotypti byly vypocteny ze zjisténych absolutnich hodnot
jako prosté procentické zastoupeni.

Cetnosti vyskytu alel byly vypoéteny pomoci vzorcii dle HRUBAN et al.( 2000).

Skutecna 1 ocekéavand heterozygotnost sledované populace byla vypoctena podle
RELICHOVA (1997).

Polymorfni informacni obsah (PIC) byl stanoven dle BOTSTEIN et al. (1980) a
pravdépodobnost vylouceni rodicovstvi (PE) dle JAMIESON and TAYLOR (1997).

Pro vypocet genetickych vzdalenosti byl pouzit program Popgene, verze 1. 31 (YEH et
al., 1997). Geneticka vzdalenost a identita byla odhadnuta dle Nei’s (1972) a Nei’s (1978).

Vyhotoveni dendrogramu je zaloZzeno na pouziti Nei’s genetickych vzdalenosti
UPGMA. Tento program je ptevzat z programu NEIGHBOR PHYLIP verze 3.5c. Nakres je
proveden pro skupiny nebo slozené populace (clustry).

VYSLEDKY A DISKUSE

Gen CRYB byl polymorfni v celé populaci zvifat, vyskyt vSech genotypii byl vsak
zjistén jen u plemen americky kokrSpanél, pudl a anglicky kokrSpanél. U jezevciki a
anglickych kokrspanéli byla vyssi frekvence alely G, u ostatnich plemen tomu bylo naopak
(viz. Tab. 1).



U genu KITLG byly zachyceny vSechny tfi mozné genotypy jen u plemene pudl.
Némecky ovcak je monomorfni pro alelu A4, americky kokrSpanél naopak pro alelu G. U
anglického kokr$panéla a jezevcika se shodné nevyskytoval genotyp 44 (viz. Tab. 3).

U zadného plemene se v genu GNGTI nevyskytoval genotyp BB. Jezeveik, némecky
ovCak a anglicky kokr$panél jsou v tomto genu monomorfni pro alelu 4. U amerického
kokrspané€la i u pudla pak také prevlada alela A (viz. Tab. 5). Tyto vysledky koresponduji
s WANG et al. (1997), kteti také uvadéji velmi vysoké zastoupeni (0,906) alely A4 .

cvwr

vgenu TYRPI. Jediné plemeno, které nebylo monomorfni pro alelu N, byl anglicky
kokrspanél. I u tohoto plemene se vSak vyskytl pouze jediny heterozygot (viz. Tab. 7).

Pravdépodobnost vylouceni rodi¢ovstvi je u v§ech SNP nizka (viz. Tab. 2, 4, 6 a 8).
Celkove¢ je nejvyssi u lokusu CRYB, kde vsak nepiekro¢i hodnotu 0,3.

Tab. 1: Frekvence genotypu a alel genu CRYB u sledovanych plemen pst

Frekvence genotypt Frekvence alel
plemeno n GG TG T Ho G T

jezevéik 6 0,50 0,50 0 0,50 0,750 0,250
americky kokrspanél 5 0,20 0,40 0,40 0,40 0,40 0,60
némecky ovéak 8 0 0,625 0,375 0,625 0,313 0,688
Pudl 19 0,053 0,368 0,579 0,368 0,237 0,763
| anglicky kokrSpanél 12 0,50 0,167 0,333 0,167 0,583 0,417
Celkem 50 0,220 0,380 0,40 0,380 0,410 0,590

Tab. 2: VVybrané statistické charakteristiky genu CRYB u sledovanych plemen psti

plemeno PIC He PE 1 PE 2 PE 3
jezevcéik 0,305 0,375 0,152 0,070 0,239
americky kokrSpanél 0,365 0,480 0,182 0,115 0,275
némecky ovéak 0,337 0,430 0,169 0,092 0,258
pudl 0,296 0,361 0,148 0,065 0,234
anglicky kokrspanél 0,368 0,486 0,184 0,118 0,277
celkem 0,367 0,484 0,183 0,117 0,276

Tab. 3: Frekvence genotypt a alel genu KITLG u sledovanych plemen pst

Frekvence genotypt Frekvence alel
plemeno n AA AG GG Ho A G
jezevéik 6 0 0,50 0,50 0,50 0,250 0,750
americky kokrSpanél 5 0 0 1,0 0 0 1,0
némecky ovéak 8 1,0 0 0 0 1,0 0
Pudl 19 0,053 0,263 0,684 0,263 0,184 0,816
| anglicky kokrSpanél 12 0 0,583 0,417 0,583 0,292 0,708
Celkem 50 0,180 0,30 0,520 0,30 0,330 0,670




Tab. 4: Vybrané statistické charakteristiky genu KITLG u sledovanych plemen pst

plemeno PIC He PE 1 PE 2 PE 3
jezevéik 0,305 0,375 0,152 0,070 0,239
americky kokrSpanél 0 0 0 0 0
némecky ovéak 0 0 0 0 0
pudl 0,255 0,301 0,128 0,045 0,208
anglicky kokrspanél 0,328 0,413 0,164 0,085 0,253
celkem 0,344 0,442 0,172 0,098 0,263

Tab. 5: Frekvence genotypu a alel genu GNGT1 u sledovanych plemen pst

Frekvence genotypt Frekvence alel
plemeno n AA AB BB Ho A B
jezevéik 6 1,0 0 0 0 1,0 0
americky kokr§panél 5 0,40 0,60 0 0,60 0,70 0,30
némecky ovéak 8 1,0 0 0 0 1,0 0
pudl 19 0,895 0,105 0 0,105 0,947 0,053
| anglicky kokrSpanél 12 1,0 0 0 0 1,0 0
celkem 50 0,9 0,1 0 0,10 0,950 0,050

Tab. 6. Vybrané statistické charakteristiky genu GNGT1 u sledovanych plemen pst

plemeno PIC H. PE 1 PE 2 PE 3
jezevéik 0 0 0 0 0
americky kokrspanél 0,332 0,420 0,166 0,088 0,255
némecky ovéak 0 0 0 0 0
pudl 0,095 0,100 0,047 0,005 0,088
anglicky kokrspanél 0 0 0 0 0
celkem 0,090 0,095 0,045 0,005 0,084

Tab. 7: Frekvence genotypu a alel genu TYRP1 u sledovanych plemen psu

Frekvence genotypu Frekvence alel
plemeno n NN ND DD Ho N D
jezevéik 6 1,0 0 0 0 1,0 0
americky kokr§panél 5 1,0 0 0 0 1,0 0
némecky ovcéak 8 1,0 0 0 0 1,0 0
pudi 19 1,0 0 0 0 1,0 0
anglicky kokrs§panél 12 0,917 0,083 0 0,083 0,958 0,042
celkem 50 0,98 0,02 0 0,020 0,990 0,010

Tab. 8: Vybrané statistické charakteristiky genu TYRP1 u sledovanych plemen pst

plemeno PIC He PE 1 PE 2 PE 3
jezevéik 0 0 0 0 0
americky kokrSpanél 0 0 0 0 0
némecky ovéak 0 0 0 0 0
pudl 0 0 0 0 0
anglicky kokrspanél 0,141 0,153 0,071 0,012 0,126
celkem 0,020 0,020 0,010 0 0,019




Geneticka shoda a geneticka vidalenost sledovanych plemen

Nejvétsi geneticka shoda byla vypoctena pro plemena jezevcéik a anglicky kokrSpanél
(0,9907). Druha nejvétsi podobnost (0,9618) je mezi plemeny americky kokrSpanél a pudl a
treti (0,9571) mezi anglickym kokrSpanélem a pudlem. Teprve ¢tvrtd nejvyssi hodnota
(0,9313) je stanovena pro amerického a anglického kokrSpanéla. Tyto vysledky jsou
v rozporu s RABREM (1995), ktery uvadi, Ze americky kokrSpanél byl ziejmé vyslechtén
plemeny jezevcik a pudl a plemeny jezevcik a americky kokrSpanél, a to 0,9166 respektive
0,9136. Nejvzdalengjsi od ostatnich plemen je némecky ovcéak. Nejvétsi podobnost ma
s anglickym kokrspanélem (0,8279), dale s pudlem (0,8030), mensi uz s jezevéikem (0,7798)
a nejmen$i genetickd shoda byla vypoctena mezi némeckym ovc¢akem a americkym
kokrspanélem (0,6726). Kompletni vysledky genetické shody a vzdalenosti zndzornuje
tabulka 9.

Jednu z nejrozsahlejsich studii provedli TANABE et al. (1991), ktefi zkoumali 2959
jedinci 40 raznych asijskych a evropskych plemen. Mezi nimi byla i Ctyfi z nami testovanych
plemen, a to némecky ovcak (76 jedinctl), anglicky kokrSpanél (19 jedincti), jezevCik (17
jedinci) a pudl (15 jedinct)). TANABE et al. (1991) testovali 14 polymorfizmt proteinil a
zjistili, Ze nejvétsi genetickou podobnost ma jezeveik a pudl (0,951), dale jezevcik a
kokrspanél (0,950), nasledoval némecky ovcak a jezevcik (0,945), kokrspanél a pudl (0,935),
némecky ovcak a pudl (0,931) a nejméné podobni si podle nich byli némecky ovcak a
kokrspanél (0,914). Piestoze tyto vysledky zcela nekoresponduji s naSimi, je znich patrna
vzajemna geneticka podobnost jezevcika, pudla a kokrSpanéla a vyrazné oddéleni némeckého
ovcaka od téchto plemen.

Tab. 9. Geneticka shoda a geneticka vzdalenost podle Nei's (1972)

Populace 1 2 3 4 5
1 0,9136 0,7798 0,9166 0,9907
2 0,0903 0,6726 0,9618 0,9313
3 0,2487 0,3967 0,8030 0,8279
4 0,0870 0,0389 0,2194 0,9571
5 0,0093 0,0711 0,1889 0,0439

Pozn.: pop. 1 =jezevcik; pop. 2 = am. kokr; pop. 3 = ném. ov¢ak; pop. 4 = pudl; pop. 5 = angl. kokr

V tabulce 10 jsou uvedeny hodnoty genetické shody a genetické vzdalenosti mezi
jednotlivymi plemeny podle novéjsiho zpiesnéného vypoctu. Vysledné hodnoty genetické
shody jsou o néco vyssi, nicméné na vztazich mezi jednotlivymi plemeny nic neméni.



Tab. 10. Geneticka shoda a geneticka vzdalenost podle Nei's (1978)

Populace 1 2 3 4 5
1 0,9254 0,7853 0,9227 0,9992
2 0,0776 0,6791 0,9708 0,9418
3 0,2418 0,3870 0,8058 0,8323
4 0,0804 0,0297 0,2159 0,9619
5 0,0008 0,0600 0,1835 0,0388

Pozn.: pop. 1 = jezev¢ik; pop. 2 = am. kokr; pop. 3 = ném. ovcak; pop. 4 = pudl; pop. 5 = angl. kokr

Dendrogram

Dendrogram je grafickym znazornénim vazeb mezi jednotlivymi plemeny a navic
vzdalenosti mezi tzv. clustery a mezi clustery a plemeny. Clustery jsou fiktivni skupiny (body
1, 2, 3 a 4) vyjadiujici hypotetickou fylogenetickou populaci, ze které se mohla jednotliva
plemena vyvinout.

Tab. 11. Hodnoty pro dendrogram podle Nei's (1972)

Skupina
| ] Vzdalenost
4 3 9,518
3 1 3,187
1 pop.1 0,467
1 pop.5 0,467
3 2 1,708
2 pop.2 1,947
2 pop.4 1,947
4 pop.3 13,172

Pozn.: pop. 1-5 viz vyse



Obr. 1. Dendrogram podle Nei's (1972)
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Tab. 12. Hodnoty pro dendrogram podle Nei's (1978)
Skupina

| ] Vzdalenost
4 3 9,642
3 1 3,168
1 pop.1 0,042
1 pop.5 0,042
3 2 1,727
2 pop.2 1,483
2 pop.4 1,483
4 pop.3 12,853

Pozn.: pop. 1-5 viz vyse



Obr. 2. Dendrogram podle Nei's (1978)
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Z dendrogramil je jasné patrné, Ze nejblize jsou si plemena jezevCik a anglicky
kokrSpan¢l, dale pudl a americky kokrSpanél a od téchto Ctyf plemen je zcela oddélen
némecky ovéak. Podobné vysledky uvadi i TANABE et al. (1991).

ZAVER

Porovnali jsme Ctyfi rizné SNPs genti beta-A3/Al-crystallin gen (CRYB), KIT ligand
gen (KITLG), transducin-gama gen (GNTGI) a tyrosinase-related protein 1 gen (TYRPI) za
ucelem posouzeni vhodnosti jejich zatazeni do panelu pro testovani rodi¢ovstvi a individualni
identifikaci jedince. Hodnoceni bylo provedeno u péti riznych plemen — jezevcik, americky
kokrspanél, némecky ov¢ak, pudl a anglicky kokrSpanél.

Zjistili jsme, ze v genu CRYB se vyskytovaly vSechny genotypy u plemen americky
kokrspan¢l, pudl a anglicky kokrSpanél. U jezevcéika, némeckého ovcdka a anglického
kokrspanéla prevladala alela G, u pudla a amerického kokr$panéla alela 7. Celkem bylo ve
sledované populaci zjisténo 41 % alely G a 59 % alely 7. V genu KITLG byly vSechny tfi
mozné genotypy nalezeny pouze u plemene pudl. Frekvence alely 4 byla v celé populaci 0,33
a alely G 0,67. V genu GNGT1 se u zadného z testovanych plemen se nevyskytl genotyp BB.
U vSech plemen vyrazné pievladala alela 4, které bylo v celé populaci 95 %. Nejnizsi
meziplemenna variabilita v rozloZeni Cetnosti genotypl a alel byla zjisténa v genu TYRPI.
Jediny zjistény heterozygot byl plemene anglicky kokrSpanél. VSichni ostatni jedinci byli
monomorfni pro alelu N, Cetnost této alely tedy byla 0,99. VSechny zjisténé genotypové



cetnosti jsou u vSech genti a plemen v H-W rovnovaze. Na zékladé¢ statistickych charakteristik
jsme zjistili, ze ofekavana heterozygotnost (Hocek), polymorfni informacni obsah (PIC) i
pravdépodobnost vylouceni nespravného rodice (PE) jsou u gentt KITLG, GNGTI a TYRPI
nizké. Nejvyssi hodnoty byly pro vSechny statistické charakteristiky vypoc¢teny u genu CRYB.

Z téchto vysledkli miizeme vyvodit, Ze nami sledované¢ SNPs mimo CRYB nejsou
vhodné pro vyuziti pii oveéfovani rodiCovstvi a individualni identifikaci jedince. Ptestoze
zjisténé hodnoty pro gen CRYB nejsou optimalni, umoznuji zvazit jeho zatfazeni do panelu pro

testovani rodicovstvi a individualni identifikaci jedince.

V dalsi casti prace jsme pomoci stanoveni genetické vzdalenosti a genetické shody
zjistili, Ze nejveétsi genetickou podobnost vykazuji plemena jezevCik a anglicky kokr$panél,
nejmensi némecky ovCak a americky kokrSpanél. Dendrogram pak znazornil genetickou
podobnost plemen jezevcik, anglicky kokrSpanél, pudl a americky kokrspan€l a odlisnost
plemene némecky ovcak od zbyvajicich Ctyt plemen.
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Piilohy
Ptiloha 1: Polymorfizmus délky restrikénich fragmentt beta-A3/A1-crystallin genu

(CRYB)

Ptiloha 2: Polymorfizmus délky restrikénich fragmentt genu KIT ligand (KITLG)

Ptiloha 3: Polymorfizmus délky restrikcnich fragmentt transducin-gama genu (GNGT1)

Ptiloha 4: Polymorfizmus délky restrikénich fragmentt tyrosinase-related protein 1 genu
(TYRPI)



Ptiloha 1: Polymorfizmus délky restrikénich fragmentt beta-A3/A1-crystallin genu (CRYB)
po Stépeni restrikénim enzymem Nocl

141 bp 165 bp

CRYB'/CRYB" — pozice &. 7, 10
CRYB'/CRYB® —pozice &. 1, 3,4, 5,6,8,9, 11
CRYB®/CRYB® —pozice &. 2



Ptiloha 2: Polymorfizmus délky restrikénich fragmentt genu KIT ligand (KITLG) po stépeni
restrikénim enzymem T7agl

247 bp 541 hp 473 bp

KITLG"/ KITLG" — pozice &. 1-5, 12, 13
KITLG"/ KITLG® — pozice &. 6,7, 11
KITLG®/ KITLG® — pozice ¢. 8,9, 10



Ptiloha 3: Polymorfizmus délky restrikénich fragmenti transducinu-gama genu (GNGT) po
Stépeni restrikénim enzymem Xmnl

181 bp 138 hp

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

GNGTI"/GNGTI" - pozice 1-12, 16-18 a 20
GNGTI"/ GNGTI® — pozice 13-15, 21



Ptiloha 4: Polymorfizmus délky restrik¢nich fragmentl tyrosinase-related protein 1 genu

(TYRPI) po stépeni restrikénim enzymem Mnll

48 bp 73 hp 121 bp

TYRPI"/TYRPI" — pozice 1-8, 1013
TYRPI"/TYRPI® — pozice 9



