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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo ziskat dostateCny pocet vzorki DNA
od jedinct plemene velky miinsterlandsky ohaf a provést u nich genotypizaci nové
popsané mutace €.555>G v exonu 2 genu TYRP1. V piipad¢ vyskytu této mutace
unami zkoumaného plemene bylo dalSim cilem prace navrhnout chovatelska

opatteni, ktera by Sifeni této nezadouci mutace omezila.

V tvodu literarniho ptehledu je propracovano plemeno velky miisterlandsky
ohat, jeho historie, vznik plemene, standard s dirazem na povolena zbarveni a
soudasny chov velkého miisterlandského ohaie v CR. V praci jsou dale popisovana
jednotliva geneticka zalozeni zbarveni a jsou zde vysvétleny principy metod, které

byly ve vlastni praci pouzity.

Ve vlastni praci byla provedena genotypizace na mutaci v exonu 2 genu
TYRP1 pomoci metod polymerazové fetézové reakce a sekvenovani. Tato mutace
nebyla prokdzdna ani u jednoho ze 113 testovanych jedinci velkého
miisterlandského ohate. Bylo také vyuzito dostupnych vysledkti komer¢nich testl jiz
diive popsanych mutaci v genu TYRP1, na zdkladé kterych byly propracovany
pfipafovaci plany jako pomicka chovatelim, aby nedochazelo v populaci plemene
ke zvySovani poctu recesivnich homozygotl s nezadouci hnédou barvou srsti nebo

heterozygoti, ktefi zmutovanou alelu prenaseji.

Klic¢ova slova: zbarveni, gen, TYRP1, velky miinsterlandsky ohat



SUMMARY

The target of this thesis was to obtain a sufficient number of DNA samples
from individuals Breed Large Miinsterlinder and they perform genotyping newly
described mutation ¢.555> G in exon 2 of the gene TYRP1. In the case of this
mutation in the breed we studied, another aim of the work was to propose breeding

measures that would limit the spread of this undesirable mutation.

At the beginning of the literary overview, the breed of the great
Miinsterlander, his history, the breed, the standard with an emphasis on the permitted
coloring and the current breeding of a large Mésslandlander in the Czech Republic.
The thesis describes the individual genetic foundations of coloring and explains the

principles of the methods used in their own work.

In its own work genotyping was performed on the mutation in exon 2 of the
TYRP1 gene by polymerase chain reaction and sequencing methods. This mutation
was not demonstrated in either of the 113 tested individuals of the Greater
Miinsterlander. It was also used of the available commercial tests previously
described mutations in the gene TYRP1 on which were worked out plans for
auxiliary mating as an aid to farmers to avoid the herd to increase the number of
recessive homozygotes undesirable brown coat color or heterozygotes, who carry a

mutated allele.

Keywords: coloring, gene, TYRP1, Great Munsterlander
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1. UVOD A CIL

Zbarveni zvitat odjakziva spolecné s jinymi znaky slouzilo jako vnéjsi
projev piislusnosti k ur¢itému druhu, pohlavi, bojeschopnosti a v neposledni fadé
jako maskovani. Zbarveni je u vSech zvitat velice dilezité, zejména v piirod¢, kde se
zvifata potfebuji maskovat. Maskovani je dulezité at’ uz pro predatory, tak
i pro kofist. N&ktera zvitata, jako jsou naptiklad hadi, maji zbarveni velmi pestré, to
vsak signalizuje pro okoli jejich jedovatost. Umélym Slechténim vznikla rozmanita
Skala zbarveni srsti psti nevhodnych pro Zivot v piirodé, ale pro potéSeni lidského
oka. Barva srsti psa ma velky vliv na prvni dojem, ktery si na psa ¢loveék vytvori. At

uz si to lidé ptiznaji nebo ne, nakonec ma pii vybéru nového ¢lena rodiny velmi

vvvvvv

Pii Slechténi psi si lidé vybirali rizné barvy srsti a jejich pouzitim
Vv nasledném chovu vznikaly rizné dalsi odstiny barev. Proto je v dne$ni dob¢ jednim
z hlavnich plemennych znakt i barva srsti. Zakladni zbarveni srsti ovliviuji
pigmenty eumelanin a feomelanin. Jejich zastoupeni, intenzita a rozmisténi je
ovlivnéno néckolika geny. V dédi¢nosti byla popsana hierarchie a vzajemné
ovlivilovani gent s podilem na zbarveni. U velkého miinsterlandského ohaie (VMO)
ma ve zbarveni hlavni roli gen TYRP1, ktery u dominantnich homozygott zpiisobuje
cerné zbarveni, u heterozygotli zplsobuje také cCerné zbarveni srsti, ale jedinec
prenasi z 50 % recesivni alelu, ktera je u jedince zodpoveédné za hnédé zbarventi srsti.

Recesivni homozygot se pak projevuje hnédym zbarvenim.

Protoze ptedci némeckého dlouhosrstého ohate a velkého miinsterlandského
ohate byli pivodné jednim plemenem, tak neni divu, ze se v populaci VMO
vyskytuji v ur€ité mife heterozygoti a mohou se tak narodit 1 recesivni homozygoti.
Recesivni homozygoti jsou vSak vyfazovani z chovu, protoze hnédobilé zbarveni
standard nepfipousti. V budoucnu by mohl pii vy$sim vyskytu heterozygott pro gen
TYRP1 v populaci nastat problém, Ze se zvysi pocet narozenych hnédobilych sténat,
kterd budou vyfazovana z chovu, a populace velkého miinsterlandského ohafe se
bude zuzovat. Genetické zalozeni jedince v genu TYRPI1 je dnes snadno komercné
testovatelné a je mozné ho vyuzit pfi vybéru chovného péru, aby k narozeni
nestandardnich jedinct nedochézelo. Dostupné byly donedévna testy pro tfi recesivni

mutace vyskytujici se v genu TYRPI1. V roce 2017 byla vSak ve druhém exonu

-10 -



lokusu TYRP1 popsdna nova mutace zpiisobujici hnédé zbarveni, a to u plemene

australsky ovcak.

Cilem této diplomové prace bylo ziskat dostatecny pocet vzorklt DNA od
jedinct plemene velky miinsterlandsky ohai a provést u nich genotypizaci této nove
popsané mutace. V piipadé vyskytu této mutace u ndmi zkoumaného plemene bylo
dalsim cilem prace navrhnout chovatelskd opatieni, kterd by S$ifeni této mutace

omezila.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 VELKY MUNSTERLANDSKY OHAR
2.1.1 Historie plemene

Velky miinsterlandsky ohai (VMOQO) historicky pochazi z ,,ptatich pst®,
chovanych ve stfedoveku, kteti byli cvi¢eni pro lov se sokolem, a z nichz se
pribdhem ¢asu vyvinuli slidi¢i a dlouhosrsti stavé¢i devatenactého stoleti. Slo
orelativné malé psy, jako dneSni Span€lé ¢i kiepelaci. Spole€né s malym
miinsterlandskym ohafem a némeckym dlouhosrstym ohaiem i velky miinsterlandsky
ohat patfi do rodiny némeckych ohatti s dlouhou srsti, s jejichz cilevédomym
chovem se zapocalo na konci XIX. stoleti. Némecky klub dlouhosrstych ohait
v roce 1909 definitivné vyloucil z plemenitby Cernobile zbarvené jedince, a tak byl
vroce 1919 zalozen Klub pro chov Ccistokrevného cernobilého dlouhosrstého
miinsterlandského ohafe, ktery si vzal na starost zvySovani urovné této rasy.
Po vytvofeni provizorniho soupisu vSech zbyvajicich piedstavitelii této plvodni
dlouhosrsté rasy, pochazejici z vychodnich provincii Miinsteru a Dolniho Saska,
zapocal klub s metodickym chovem velkého miinsterlandského ohate. Potomstvo,
které¢ vzeSlo z pafeni téchto zvifat z prvotniho seznamu, zacalo byt zapisovano
do plemenné knihy velkého miinsterlandského ohate. Garantem jejiho vedeni je Klub
velkého miinsterlandského ohatfe, ktery v soucasnosti tvoii osm nezavislych

uzemnich sekci (http://cmku.cz/, stazeno 11. 12. 2017).

Velky miinsterlandsky ohaf je uZ po mnoho generaci pouzivan jako lovecky
1 hlidaci pes na statcich a hospodaftstvich ve Vestfalsku a jiz zmiiovaném Dolnim

Sasku (VORNHOLT, 1988).

V roce 1878 byl poprvé na vystavé ve Frankfurtu nad Mohanem ptedveden
némecky ohat dlouhosrsty. V' kvétnu 1879 byla uspofaddna vystava psi
vV Hannoveru. Pfi této pfilezitosti byly popsany plemenné atributy némeckého
dlouhosrstého ohate. Tim byl polozen zakladni kdmen ¢istokrevného systematického
chovu. U hrubosrstych ohait se tak stalo o tfi roky pozdéji a u vymarskych ohait az

za dvacet let (TRANKOVSKA, 1982).

Specialni vystava dlouhosrstych ohaii s 54 piedvedenymi jedinci byla

usporddana v Miinsteru v roce 1890. V tomto obdobi sdruzoval chovatele a ptiznivce
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ohaii Spolek pro chov némeckych ohait zalozeny v letech 1885 pro oblast
Westfalsko-Poryni-Lippe. Piedsedou spolku byl Friedrich Freiherr von Schorlemer,
ktery se pozd¢ji stal spoluzakladatelem a piedsedou Clubu Langhaar, prvniho klubu
dlouhosrstych ohaii na tzemi Némecka, zalozeného se sidlem ve Vestfalsku
V Miinsterru roku 1893. Postupem c¢asu vznikaly spolky dlouhosrstych ohait
v dal$ich némeckych zemich (SPEVAK, 1995).

Dlouhosrsti ohati se vyskytovali ve dvou barevnych razech, hnédy (hnédak,
hnédy bélous nebo bily pes s hnédymi plotnami tzv. strako§) a méné oblibeny a
uznavany erny a Cernobily dlouhosrsty ohaf. Cernobila varieta plemene nebyla
vétSinou podporovana. Byla dikazem kiizeni dlouhosrstého ohafe s anglickym
setrem, gordonsetrem, ohati typu Spanélii z Francie a ziejmé 1 novofundlandskym
psem. Vsichni némecti ohati v poloving 19. stoleti prosli kiizenim s anglickymi ohafti

(VORNHOLT, 1988).

Zpocatku byla ¢ernobila varieta i ptes sporné body tolerovana v plemenné
knize dlouhosrstého ohafe. Dle nového standardu plemene z roku 1908 byla vsak
¢erna barva vyloucena. Tak se to praktikovalo v Clubu Langhaar. V plemenné knize
Svazu chovatelli némeckych dlouhosrstych ohatti byla zpocatku Cernd a Cernobild
barva povolena. Dne 6. 2. 1908 vyloucil takto zbarvené jedince i tento Ssvaz
(FIALOVA, 2005).

Bylo to vice nez politovanihodné rozhodnuti. Tito psi dokonale odpovidali
pozadavkiim soudobé lovecké praxe. Diky tomu nebylo piekvapive, ze myslivecti
kynologové a chovatelé z oblasti Zdpadniho Miinsteru a Dolniho Saska nedopustili
uplné vymyceni této vzacné krve. Nasli se nadSenci, kteti dal lovili s Cernobile
zbarvenymi jedinci pfijemného charakteru a vynikajicich vlastnosti (VORNHOLT,
2004). Zajimavosti je, ze podle Vornholta (1988) zili tito psi z pfevazné vétSiny

vV domé se svymi pany. Pouze minimalné byli drZeni striktn€ venku v kotci.

Psal se rok 1919 a v némeckém Halternu v Miinsterlandu byl zaloZen
Verein fiir die Reinzucht des langhaarigen grofen schwarz-weilen Miinsterldnder
Vorstehhundes, v piekladu Spolek pro Ccistokrevny chov Cernobilych
miinsterlandskych ohaii. Nalezeni cernobili jedinci byli zapsani do primérniho
seznamu. Teprve pak mohl zadit fizeny chov. Dne 19. 10. 1921 byla v Halternu

uspofadana vystava velkych miinsterlandskych ohafi, na které bylo predvedeno 22
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jedinct. Pivodni seznam obsahoval 83 velkych miinsterlandskych ohait a byl
dokoncen v roce 1922 otevienim plemenné knihy. Se stoupajici oblibou
dlouhosrstych ohattt v zahrani¢i byl v roce 1919 zaloZzen holandsky klub
Nederlandsche Verseniging Langhaar a v roce 1920 rakousky spolek
Osterreichischer Klub Langhaar se sidlem v Salzburgu (TRANKOVSKA, 1982).

2.1.2 Standard plemene

Zemi pivodu VMO je Némecko, kde byl vySlechtén pro pouZiti
vSestranného loveckého psa se silnou strankou pii praci po vystfelu. Datum
zvetejnéni oficialniho platného standardu je 13. 10. 2010. Dle klasifikace FCI se fadi

do skupiny VII. — ohafi (stavéci), sekce kontinentalni ohafi s pracovni zkouskou.

Celkovy vzhled VMO je silné svalnaté télo Cistych linii, vyraz inteligence a
uslechtilosti. Dilezité proporce predstavuje délka téla a vyska v kohoutku, které se
k sobé museji co nejvice priblizovat. Délka téla mize byt zhruba o 2 centimetry
vétsi, neZ kohoutkova vySka. Povahou a temperamentem se jedna o plemeno
S vyraznou prednosti v poslusnosti, pfizpiisobivosti a v jeho osvédcenych vlohéch,

pfedevsim v praci po vystielu. Je zZivy a temperamentni, aniZ by vSak byl nervozni.

Hlava je uslechtild, delSiho formatu, se silné¢ vyvinutym svalstvem dolni
Celisti. VMO ma bystry pohled. V obli¢ejové ¢asti dominuje vyrazna ¢erna nosni
houba. Silna a dlouha tlama, ktera dobie plni sviij ucel. Hibet nosu je rovny. Pysky
nejsou sveéSené. Zuby jsou silné a kompletni (42 zubl) se silnymi Spicaky a
nizkovym skusem. O¢i musi byt cO nejtmavsi, ocni vicka dobfe ptiléhaji k o¢ni
kouli. Siroké usi zavésené dost vysoko, se zaoblenou spodni ¢asti a dobie ramujici

mozkovnu zvitete.
Krk je silny, osvaleny a uslechtile klenuty.

Také kohoutek by mél byt dobie osvaleny a stiedné vyrazny. Hibet jedince
vypada kratce, pevné a rovné. Vyrazna bedra chranéna pevnym osvalenim. Zad’ je
dlouhd a Sirokd, svalnatd, ale také mirné spaditd. Hrud’ mé pii pohledu zeptedu
Siroky tvar, z profilu je hrudnik hluboky s vyraznym ptfedhrudim. Spodni linie se

pozvolna zveda, biicho §tihlé a napnuté, slabiny kratké a vysoké.
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Ocas neseny vodorovné nebo pon¢kud vyse. Pti pohledu z boku je nasazen

v prodlouzené linii hibetu, aniz by byl patrny zlom linie v mist¢ nasazeni.

Koncetiny jsou spravné uhlené. Piedni béhy maji byt rovné, silné a spravné
osvalené. Lopatka dobie pfiléha K Zebrim. Nadprsti je pruzné. Piedni tlapy jsou
sttedn¢ dlouh¢ a stfedné klenuté s dobte sevienymi prsty, bez pasparkl. Zadni behy
jsou silné, mohutné osvalené a vertikdln¢ postavené. Koleno i hlezno spravné

zauhlené. Zadni tlapy bez pasparkii s dobie sevienymi prsty.

Kuze ma vypadat suse. Srst je typicky dlouha, husta a hladka, takova, jakou
ma mit lovecky pes. Nesmi byt kudrnatd, ani oteviena. U pst i u fen musi byt typicka
obzvlast dlouhd hustd srst (praporce) na zadni strané piednich i zadnich nohou.
Na ocase je rovnéz dlouha srst. Nejdelsi vlajka se vyskytuje na stiedni Casti ocasu.
I na usich musi byt dlouhd srst (tvofici praporce), kterd ptesahuje spodni konec usi
symetricky na obou stranach. Jinak kratka srst na hlavé ptiléha. Ve zbarveni jsou tii
barevné variety: bila s ¢ernymi plotnami a stiikdnim, modry bélous nebo celocerna.

Hlava musi byt ¢erna, muze mit malou bilou hvézdi¢ku nebo lysinku.

VSichni psi musi mit obé normalné vyvinutd varlata kompletné sestoupla

v Sourku.

Krok 1 klus vyjadtuje pti pohledu na jedince pruznost, prostornost a pokryva

co nejvice terénu. Cval ma byt pruzny s razantnim odrazem, vychazejicim ze zadi.

Primérna kohoutkova vyska u psi ma hodnotu 60 — 65 cm, u fen 58 —
63 cm. U obojiho pohlavi se toleruje odchylka 2 cm pies specifikovanou vysku.
Vaha jedince dosahuje kolem 30 kg.

Vsechny odchylky od tohoto standardu musi byt povazovany za vady a musi
byt penalizovany podle stupné jejich zavaznosti a jejich vlivu na zdravi a pohodu psa
a jeho schopnost vykonavat tradi¢ni praci. Mezi takové vady patii naptiklad: pfilis
Siroka mozkovna, vyrazny stop, klenuty nosni hibet, abnormalné S$picaty Cenich,
depigmentované skvrny, volné nebo spusténé pysky. Dale jsou to zejména vady
chrupu jako naptiklad: klestovy skus ¢i zdvojeny prvni tfenovy zub. Prili§ svétlé
oko, viditelné Cervené spojivky. USi nizko zavéSené, odstavajici. Krk kratky nebo
naopak dlouhy, ptehnané silny nebo slaby, viditelny lalok. Kohoutek nedostate¢né
vystupujici ¢i kratky. Dlouhy hibet, proneseny nebo kapfti hibet. Bederni partie slabé

osvalend, pfechod v z4d’ neharmonicka, prestavénd zad’. Zad’ kratkd, Gzka, srazena.
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Sudovity hrudnik, uzky, mélky, chybéjici predhrudi. Bficho moc vtazené nebo pftilis
spusténé. Ocas neseny na stranu nebo stoceny na hibeté, ocas kiivy nebo ve tvaru
loveckého rohu. Strmé uhleni pfednich nebo zadnich béhii, vybocené nebo vbocené
lokty, me&kké nadprsti, sbihavé Spicky, rozbihavé Spicky. Kravsky nebo sudovity
postoj, uzky nebo Siroky postoj panevnich koncetin. Tlapky kulaté (koci¢i), dlouhé
tlapy (zajeci), rozeviené tlapy. Krok a klus kratky, ztuhly, skakavy, malo prostorny,

tézky cval, nedostatecné razantni akce panevnich koncetin.

Mezi vyfazujici vady patii pes agresivni nebo bazlivy. Dale by mél byt
diskvalifikovan kazdy pes jasné vykazujici télesné nebo povahové abnormality.
Vytazovani jsou i jedinci s totalné depigmentovanou nosni houbou, entropiem,
ektropiem, podkusem, predkusem ¢i chybgjicim zubem. Zbarveni, které neni
v souladu se standardem, téz vylu€uje z chovu. Jelikoz jde o lovecké plemeno, jsou
z chovu vyfazeni i jedinci, ktefi trpi strachem z vystielu, strachem ze zvéfe,

kousavosti ze strachu, neduveérivosti vaci cizim osobam.

Obrazek ¢. 1: Velky miinsterlandsky ohat

foto: Bc. Adéla FrySova
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2.1.3 Soudasny chov VMO v CR

V Ceské republice jsou podminky pro uchovnéni jedincti na velmi vysoké
urovni a jsou vybirani jen velmi kvalitni jedinci. Pes musi splnit vSestranné zkousky
nejméné v Il. cené nebo musi mit podzimni zkousky v I. cen¢ a lesni zkousky a
zkousky vodni prace nejméné ve II. cené, na vystavé musi byt ocenén nejhiife
znamkou velmi dobra a dale musi byt plnochrupy a mit vySetfeni dysplazii kycelnich
kloubli s nalezem maximalné¢ C/C. Na feny jsou kladeny mirnéj$i podminky - musi
slozit nejméné podzimni zkousky ve II. cené. Vystavni hodnoceni nejhliife znamkou
velmi dobra, plnochrupost a vysetfeni na dysplazii ky¢elnich kloubt je stejné jako

u psu (http://www.ohardlouhosrsty.cz, stazeno 2. 4. 2018).

V soucasné dobé se na seznamu chovnych jedincl nachazi 20 chovnych
psu, ktefi jsou zafazeni ve 4 liniich, a 25 chovnych fen. Za rok 2017 bylo vystaveno
9 doporuceni ke kryti a 9 se jich i uskute¢nilo. V 8 vrzich se narodilo 67 §ténat, coz
je 8,4 sténéte ve vrhu. Jedna fena nezabiezla. Zapsano bylo 58 §ténat (FIALOVA L.
2017).

2.2 GENETICKE ZALOZENI JEDNOTLIVYCH TYPU ZBARVENI

Dostal (2007) uvadi, ze zbarveni pst je ovlivnéno 10 geny, nachazejici se
na 10 raznych lokusech. Oznacuje je A, B, C, D, E, G, M, P, Sa T. N¢které geny
maji pouze dvé odlisné alely, které jsou vii¢i sobé dominantni nebo recesivni. Jiné
geny mohou byt vicealelové a vzajemné¢ ptisobi mezi sebou. Konecny genotyp spolu

s interakcemi mezi alelami pak udava vysledné zbarveni psu.

V uvedené tabulce ¢. 1 je zobrazen souhrn gent dle Schmutz a Berryere

(2007), kde se nekteré lokusy shoduji s t€émi, co udava Dostal (2007).
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Tabulka ¢. 1: Rozdéleni genii a lokust ovliviigjicich zbarveni u pst (SCHMUTZ,
BERRYERE, 2007)

Gen | Lokus I Poloha ] Alely | Zbarveni srsti
ZAKLADNI BARVY
a Zlutohnéda/soboli
agouti signalni protein - i LA divoky typ zbarveni
(ASIP) A peut) L a' black and tan, brown and tan
a cerna
tyrosinase related e B ¢erna
protein 1 (TYRP1) B{law) GEAL b (b%b%b%) | hneda
| i | EM melanisticka maska
melanocortin = . o= - TR =
E (extension) CFAS | E ¢erna, hnéda, modra
b METR) e ¢ervena, zluta, krémova
K° ¢erna, hnéda, modra
beta-defensin 103 ’ K" zihana
(CBD103) i) Sl K exprese alely agouti, vyjadiuje
mozny feomelanin
REDICI BARVY
s D nefedény pigment
melanophilin (MLPH) D (dlllut.es) CFA25 | d fedény pigment
S d2? fedény pigment s koznimi problémy
yresivni S ¢ Sednuti vek
(ominaniiivesssivi) G (v‘pro.grves(nm G po:lupne Sednuti vékem
Sedivéni) g neSedne
BILE ZNAKY
(SII'JV) ' B etienle) CFA10 M nebarevny
(kodominantni) m merle
g ; S celistvé barevny
microphtalmia g irské skvrneni
asociaéni transkripéni S (spotting) CFA20 = skt
faktor (MITF) = -
s bily
: 3 il .35 I teckovani
(dominantni/recesivni) T (ticking) ” R ——
R bila
. (rohn) r barevna
5 5 yn, g / bo M/M
(dominantni/recesivni) | H (harlekyn) o hiielen éenotyp L TAc0
h bez harlekyn zbarveni

2.2.1 Agouti signalni protein (agouti signal peptide; ASIP)

Agouti signdlni protein ma na starosti kontrolu exprese ¢erveného a ¢erného
pigmentu prostfednictvim interakci s jinymi geny, napiiklad s melanocortin 1
receptorem ¢i beta-defensinem 103 (DREGER, SCHMUTZ, 2011). U psu se jedna
0 nejkomplexnéjsi gen, ktery ma popsin celkem 4 rizné alely. Alela a° je
zodpovédna za standardni zbarveni zvitete, zatim co alela a' je nositelem mutace pro
agouti zbarveni. Mezi alelami genu ASIP jsou nésledujici vztahy: alela a° je
dominantni nad viemi ostatnimi alelami tohoto genu. Alela @’ je recesivni k alele a°,

ale je dominantni nad alelami a, a® i a". Alela a® je dominantni nad alelou a'. Alela
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a' je pak recesivni ke viem ostatnim aleldm genu agouti. Proto se mize zbarveni
agouti projevit pouze homozygotd aYa'. Nazev ,agouti“ dostal tento gen od
jihoamerického hlodavce zbarvenim podobnému vi¢imu. U pst se projevuje toto

zbarveni jako vlko$edé nebo divoké (DOSTAL, 2007).

ASIP byl mapovanim umistén na chromozom 24 mezi mikrosatelity AHT
118 a AHT 125 (KERNS et al., 2004). U pst popisujeme ¢tyii alely v nasledujici
dominantni hierarchii & > a" > a' > a. Specifické alely ASIP jsou nezbytné
pro rtizné barevné odznaky u pst, naptiklad black and tan a saddle tan (DREGER,
SCHMUTZ, 2011).

2.2.2 Tyrosinase related protein 1 (TYRP1)

Tyrosinase related protein 1 je protein v melanocytu, ktery méni barvu ktize
a chlupt zvifat (JACKSON, 1988). Nékteré mutace uvnitf tohoto genu byly
identifikovany u mysi a zptsobuji u nich hnédé zbarveni (ZDARSKY et al., 1990;
BELL et al., 1995; JAVERZAT a JACKSON, 1998). Tento gen byl také oznacovan
jako B lokus (JACKSON, 1988). Gen TYRP1 zpusobuje hnédé zbarveni. Byl
mapovan na 11. chromozomu mezi mikrosatelity CO3109 a FH2004 (SCHMUTZ
hnédého eumelaninu. Jeho projev je recesivni vii¢i ¢ernému zbarveni. Newton et al.
(2000) popsali predcasny stop kodon v genu MC1R psa, ktery byl pfitomen u vétsiny
psu s ervenou nebo zlutou barvou srsti, kterou zkoumali. VSichni psi s ¢ernou nebo
hnédou barvou srsti postradali tento pifedCasny stop kodon nebo byli
pro né heterozygotni. To potvrzuji studie Little (1957) a Winge (1950) jenz popsali,
ze ¢erna je dominantni nad ¢ervenou barvou u vétSiny psu. Schmutz et al. (2002)

dale studovali interakci MC1R s TYRP1 u mnoha dal$ich plemen pst.

V genu TYRP1 jsou rozpoznany tii rizné alely, které zplsobuji hnédé
zbarveni. Detekce hnédého zbarveni vyzaduje testovani vSech mutaci, ptfedasného
stop kodonu na exonu 5 (b%), deleci prolinového zbytku na exonu 5 (b a substituci
paru bazi v exonu 2, kterd zpiisobuje zdménu serinu za cystein (b) (SCHMUTZ
et al., 2002). Ukazalo se, Ze n¢ktera plemena S prokazatelné¢ hnédymi jedinci nemusi
nést vSechny tyto alely. Je mozné, Ze se jedna o doplikové vzacné alely genu TYRP1

(SCHMUTZ, BERRYERE, 2007). V piipadé pfitomnosti dvou alel b na riznych
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chromozomech jedinec produkuje hnédy eumelanin. Pokud jsou dvé alely b
na jednom chromozomu jedinec je ¢erného zbarveni. Alela bez pfitomnosti mutace,

vvvvv

B staci pro ¢erné zbarveni jedince (KERNS et al., 2007; CANDILLE et al., 2007).

Alely TYRP1 interaguji salelami MC1R a krom¢ srsti determinuji také
zbarveni k@ze na Cumaku a na polstaicich tlapek (SCHMUTZ et al., 2002).
U Zlutych labradori je takovy efekt nezddouci a hnédy ¢umak je u nich povazovan
zavadu. U psu s genotypem b/b nebyly pozorovany zadné zdravotni problémy,
presto je u nékterych plemen ptitomnost téchto alel zimérné potlacovana. Na druhou
stranu jsou alely b rozsifeny u mnoha jinych plemen pst a hnéda je pro né zadouci
barvou, zvlasté u loveckych plemen (SCHMUTZ et al., 2002). Toto zbarveni miva
také rizné ndzvy, od nejrozsifenéj$itho oznafeni hnéda (brown), pies ¢okolddovou
(chocolate), jatrovou (liver) az po Cervenou (red). I kdyz se ve skute¢nosti o pravou

¢ervenou barvu nejedna, protozZe tu zpasobuje jiny druh pigmentu - feomelanin.

V jednom z vrhli australskych ovcakii se objevila dvé hnédd Sténata,
zatimco matka nenesla Zadnou ze tfi zndmych mutaci TYRP1. Sekvenovani TYRP1
odhalilo novou nesmyslnou mutaci ¢.555>G v exonu 2, coz vedlo k pfed¢asnému
stop kodonu UAG a zkraceni o 353 z537 aminokyselinovych zbytki, které
obsahovaly vSechny funkéni mista. S nejvétsi pravdépodobnosti se hnéda barva srsti
u téchto jedincl vyskytla ve formé nové mutace v kombinaci s béZznou mutaci b¢
nebo b®. Pfi dalsim zkoumani se tato mutace objevila u &tyf sourozencii a jejich
matky, ale u dalSich tficeti nepfibuznych australskych ovcakil nalezena nebyla
(HRCKOVA TURNOVA et al., 2017). Tato dosud neznama mutace u pst je ale
znama u kralikdi (UTZERI et al., 2014) i koc¢ek (LYONS et al., 2005; SCHMIDT —
KUNTZEL et al., 2005).

2.2.3 Melanocortin 1 receptor (MC1R)

Jedna se o prvni gen, ktery byl u pst studovan pomoci molekularnich metod
(SCHMUTZ et al., 2001). Gen MC1R byl u psa mapovan na 5. chromozomu pomoci
mikrosatelitu ZuBeCa6 v délce 6¢cM (BECKER-FOLLMAN et al., 1997).

MCI1R koéduje lokus Extension u mnoha druhui savcd. Ztrata funkce genu

zpusobuje produkci vyhradné ¢erveného nebo zlutého feomelaninu (NEWTON et al.,

-20 -



2000). Little (1957) tuto mutaci pojmenoval pismenem E nebo také jako Extension

lokus, mutovana alela byla oznacena € a divoky typ alely E.

U domestikovanych psti je zastupcem divokého typu alely E napi. dobrman.
Plemeno s alelou e piedstavuje zlaty retrivr, ktery produkuje vyhradné Zluty pigment
(NEWTON et al., 2000). Alela e neovliviuje pigmentaci ¢umaku, pyskl, o¢nich
vicek a polstarkt tlapek, ptisobi pouze na zbarveni srsti. Diky tomu rozeznavame
7luté jedince genotypu e/e s tmavou pigmentaci od Zlutych jedincti genotypu a’/a’
s zlutym nebo masovym zbarvenim dumaku, pyskit, vicek a polstaikt (DOSTAL,
2007). Treti alela EM zpisobuje jednonukleotidovou substituci (799A>G)
(SCHMUTZ et al., 2003). Melanisticka maska je vyjadiena jednou kopii této alely,
je viditelnd pouze u Zlutohnédych nebo Zihanych pst. Celocerni, hnédi nebo modri
psi nemaji melanistickou masku. U pst, kteti Sednou s vékem, se melanisticka maska
Casem objevi. Psi s bilym ¢umdkem neprodukuji v této oblasti melanin, proto se
Unich maska nenachdzi, dokonce ani, kdyz tuto alelu nesou (SCHMUTZ,

BERRYERE, 2007).

2.2.4 Beta — defensin 103 (CBD103)

Symbol KoznaCuje gen beta — defensin 103 a byl objeven
na 16. chromozomu. V tomto lokusu existuji jest¢ dalsi tii alely s nasledujici
hierarchif: K& (tzv. black - dominantni ¢erna) > k™ (tzv. brindle - Zihana st¥idani
eumelaninu a feomelaninu) > K’ (tzv. yellow - recesivni Zluta. Jedna kopie alely k™
za pritomnosti alely k¥ je pii¢inou exprese fenotypu psa znidmého jako Zihané
zbarveni (KERNS et al., 2007). Zihani u psi sestava ze stfidani pruhti feomelaninu a
eumelaninu v rozmanitych odstinech. U nékterych pst mize dojit v nadmérné
produkci eumelaninu a jedinec bude ¢erné zbarveny, naopak u jinych muze byt
paskovani eumelaninem velmi slabé. Zihani se na ventralni strané t&la pst rozlozi
za piftomnosti genotypu a’/a’ (BERRYERE et al., 2005). Psi s genotypem k'/k’
mohou byt Zlutohnédi, vlikoSedi nebo v barvé zplisobené eumelaninem s tan odznaky
zavislé na genu ASIP (SCHMUTZ, BERRYERE, 2007). Lokus agouti (A) nas
informuje 0 pevném zbarveni srsti, ale jen malo plemen nese mutaci ztraty funkce
v agouti lokusu, ktera ¢erné zbarveni ptenasi jako recesivni znak (LITTLE, 1957).

Proto musi byt u velkého mnoZzstvi plemen pro pevné zbarveni srsti eumelaninem
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(Gerna, hnéda nebo Sedd) pritomna jesté nejméné jedna z alel E nebo EM a jedna

dominantni alela v lokusu K (SCHMUTZ, BERRYERE, 2007).

2.2.5 Melanophilin (MLPH)

Psi s fedénou nebo Sedou barvou srsti se vyskytuji v fadé psich plemen.
Néktera plemena oznacujeme jako modrd, jina maji sttibtité, fialové, hnédosedé nebo
izabela zbarveni srsti (WELLE et al., 2009). Tito jedinci se rodi bud’ jako $edi psi
nebo se svékem vybarvuji zcerné na Sedou. Dédéné vlastnosti, barva srsti
pfi narozeni S naslednym genetickym blednutim, vyvolavaji blednuti pigmentd
eumelaninu a feomelaninu. Feomelanin se nefedi tak dramaticky jako eumelanin.
Geneticky je blednuti pigmentu podminéno genem MLPH, ktery byl detekovan
na 25. chromozomu (SCHMUTZ, BERRYERE, 2007).

Redéni barvy srsti (d) je dédéno jako mendelisticky autozomalné recesivni
znak. Jednd se o chybny pienos melanozomi ve folikulech melanocytt, ktery je
regulovan tfemi interagujicimi proteiny — MLPH, MYO5A a RAB27A (WELLE et al.,
2009). Redéni barev a jejich mutace uvniti MLPH se vyskytuje u riiznych druht
savcl veetné ¢lovéka (MATESIC et al., 2001).

vvvvv

(NEWTON, 2000). Zihani a fedéni psi (vipet, greyhound) maji $edé pruhy na svétle
plavém podkladu. Jedinci s fedénym fenotypem (dobrman, bigl) kosegreguji se

specifickymi haplotypy MLPH (PHILIPP, 2005).

2.2.6 Progresivni Sedivéni

Sedivéni se vyskytuje na riznych &astech téla, vrizném véku psa.
Progresivni Sedivéni je kontrolovano lokusem G (LITTLE, 1957). Na zakladé
reciproké chromozomové korelace byl lokus G umistén na 11. chromozom (RIEDER
et al., 2000). Sedivéni bylo také pozorovano u plavych psti s mendelistickou maskou
(SCHMUTZ, 2003).
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2.2.7 Merle (grosovani)

Little (1957) tuto alelu oznacil jako lokus M. Tento znak byl mapovan
na 10. chromozomu (HEDAN et al., 2006). Pti¢inou znakt merle jsou SINE element
a spousté¢ nukleotid thymidin v intronu 10 na exonu 11 genu SILV (CLARK et al.,
2006). Sponenberg (1985) potvrdil schopnost jeho pienosu z rodi¢i na potomstvo
shrnutim zdznamt chovatell o narozenych merle S$ténatech merle rodi¢im.
GroSovani se projevuje u jedincu S genotypem Mm. Recesivni homozygoti maji
plastove jednotné zbarveni. Homozygoti dominantni jsou bilé nebo témeért bilé barvy

(SILER et al., 2012).

Zbarvenim merle ozna¢ujeme rozprostfeny tmavy eumelanin mezi svétlejsi
zbarveni. N&kteti chovatelé oznacuji jedince, kterym se stfidavé rodi merle Sténata
nebo Sténata bez merle zbarveni, jako tajné merle nebo fantom merle. Heterozygoti
nebo homozygoti pro merle ptfedstavuji riziko Siroké Skaly sluchovych a o¢nich
abnormalit (SILER a FIEDLER, 2015). Spojeni dvou merle jedincii je v ramci FCI
zakazano a potomci nejsou dale zapsani do plemenné knihy. Rozeznavame varianty

napf. tzv. merle harlekyn, hidden merle, cryptic merle.

2.2.8 Microphatalmia (MITF)

Vyzkumy na Iowa State University kompletovaly studium genu s vlivem
na skvrnitost a identifikovaly MITF jako kandidatni gen pro nepravidelnou skvrnitost
(ROTHSCHILD, 2006). U boxert je detekovan gen MITF na 20. chromozomu
(KARLSOON et al., 2007). Mutace v MITF muze pasobit na zbytek melanoblastu
v fad€¢ generaci odvozenych od neutrdlniho znaku bunék, co je nakonec pfiinou
pigmentace srsti (BISMUTH, 2005). Nedostatek pigmentace nebo bilych znaki
mizeme predvidat. Bylo popsano né€kolik isoforem MITF, za hlavni 1ze povazovat
isoformu MITF-M (UDONO, 2000). N¢které analyzy dokazaly, ze MITF je gen
zpusobujici variantu celobarevnou s odznaky nebo s celym bilym pokryvem téla
Uboxeri a bull teriéri v souvislosti S pusobenim dalSich dvou forem mutace
na pigmentaci (KARLSON et al., 2007). Jednou z mutaci je tzv. SINE (short
interpsersed nukleotide element) a druhou je LP (lenght polymorphism), coz je
fetézec opakujicich se alel, které se lisi v délce u rizné skvrnitych pst. Jejich udaje
naznacuji, ze LP je del§i u plemen s bilymi znaky nez u pst bez bilé barvy. Bilé
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skvrny u boxertt jsou kodovany monogenné a semidominantné (LEEGWATER
et al., 2007). Geneticky je kontrolovan vyskyt a velikost bilé skvrny. Ta mize byt i
tak velika, Ze bude pokryvat téméf celé télo jedince. V takovém piipadé jde o jednu
bilou skvrnu. Neni to vSak albinismus, protoze takovy jedinec ma tmavé oko, tmavy

nos i pigmentované sliznice.

2.2.9 Ticking (teckovani)

Ticking je typ skvrnitosti, ktera je tvofena z velmi malych teek na bilém
podkladé (LITTLE, 1957). Nevyskytuje se ithned po narozeni, ale objevuje se
v nékolika tydnech. Tento pfipad je zndmy u plemene dalmatin a je u nich povazovan
za plemenny znak. TeCkovani je zpusobeno dominantni alelou T (SCHMUTZ,
BERRYERE, 2007). Uvazuje se, ze geny determinujici teCkovani u dalmatinti maji

spojitost s produkci moc¢oviny misto alantoinu (SAFRA et al., 2006).

2.2.10 Harlekyn

Harlekyn je znak vyskytujici se u némeckych dog, jsou to nezarovnané
¢erné plochy na bilém podklad€. Tento vzor vyzaduje pfitomnost jedné kopie merle
mutace a jedné kopie mutace oznacené H na jiném lokusu (SPONENBERG, 1985).

Clark et al. (2006) toto potvrzuje testovanim némeckych dog na zbarveni harlekyn.

2.2.11 Albinismus

Dominantni alela C je pravdépodobné strukturalnim genem pro tyrozinazu
(enzym podilejici se na syntéze melaninu z tyrozinu). U albinil tento enzym nemuze
byt tvofen, a proto nemize byt produkovan melanin (BOWLING, 2000). Tyrozinaza
byla mapovanim umisténa na chromozomu CFA21 v exonu 1. V exonu 4 byly
nalezeny dva polymorfismy R408Q a L438F vedouci k zaméné aminokyselin
(SCHMUTZ, BERRYERE, 2007). Je znamo 7 alel pro tento lokus. Dominantni alela
C umoziuje, aby se normalné projevil pigment. Recesivni alela ¢ zcela zamezuje
U homozygoti vzniku jakéhokoliv melaninu v srsti nebo duhovce o¢i, které jsou
potom Cervené nebo rizové bez pigmentace na ¢enichu a polstaicich (BOWLING,

2000).
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2.3 POUZITE METODY
2.3.1 lzolace DNA

Vétsinou je izolovana DNA, kterd je pfitomna v nitrobunééném obsahu.
Pokud je ve zkoumani DNA obsazena v urcité organele, je potieba ji pfed samotnym
izolaénim procesem separovat z bunécného obsahu dané organely. K uvolnéni
bunécného obsahu se pouzivaji detergenty, které rozrusuji membrany. Detergenty
mohou byt iontové povahy, nejcastéji dodecylsulfat sodny nebo soli zluCovych
kyselin. Druhou variantou jsou neionogenni (nenabité) detergenty, jako napt. Triton
X100. Dalsi moznosti je pouziti riznych fyzikdlnich nebo fyzikalné-chemickych
metod, jako napiiklad rozruseni membran ultrazvukem. Nasledné je potieba oddélit
izolovanou latku z roztoku bunécného obsahu, ¢ehoz lze docilit do¢asnou denaturaci.
Pouzit lze teplotni denaturaci, techniku vsolovdni a vysolovani nebo srdzeni

organickymi rozpoustédly JANOCHOVA, 2009).

Béhem izolace DNA se musi brat v tvahu podobnost s ostatnimi
biopolymery, a proto jsou vybirany metody s vysokou selektivitou, Casové nenarocné
a z ekonomického hlediska vyhodné. Pro vzorky obsahujici malé mnozstvi DNA,
jsou sestaveny velmi citlivé metody. Je rovnéz potfeba pocitat s nestabilitou DNA
a zachovat takové podminky, aby co nejvice odpovidaly fyziologickym hodnotam
anedochazelo k degradaci molekul (pfedevsim pH a teploty) (ANZENBACHER a
KOVAR, 1986).

2.3.2 PCR (polymerase chain reaction - polymerazova retézova reakce)

Techniku PCR mé patentovanou firma Cetus z 28. Cervence 1987 a jako
hlavni vynélezce byl uveden Dr. Mullis. Nasledujici rok firma Cetus obdrzela Zadosti
0 propujceni licence k provadéni PCR pro komeréni diagnostické ucely. Cetus
oznamil rozhodnuti 15. ledna 1989 spolupracovat s firmou Hoffmann — La Roche
Incorporated na vyvoji a komercializaci lidské in vitro diagnostiky a sluzbach
zalozenych na PCR technologii. V dalSich letech prob¢hlo nékolik soudnich sporti
0 patentova prava na pracovni postupy a technologii. VSechny spory byly pro Cetus
vitézné. V roce 1992 firma Roche Molecular Systems odkupuje od firmy Cetus,

po letech spoluprace, patentova prava na PCR a dal$i souvisejici technologie.

-25 -



Patentova prava vlastni do dnes$ni doby. V roce 1993 Dr. Kary B. Mullis dostava
Nobelovu cenu za chemii za objev PCR techniky (DVORAKOVA, 2007).

Jde o enzymaticky proces, kdy dochazi k amplifikaci urcité ¢asti DNA,
kterou ohrani¢uji primery (MULLIS et al., 1986; REHOUT et al., 2000). Tyto Gseky
musi byt lemovany sekvenci, kterd je alesponl z Casti znamé, aby bylo mozné
navrhnout vhodnou dvojici primertt komplementarnich k lemujici sekvenci. Vyhodou
metody PCR je jeji vysoka citlivost. Staci jen malé mnozstvi DNA, aby mohlo dojit
k amplifikaci daného tseku. Pro analyzu je mozno pouzit vzorek i velmi stary nebo
degradovany. Podminkou je, aby obsahoval alesponi jeden zachovany cilovy usek
DNA. Zékladni jednotkou polymerazové fetézové reakce je jeden cyklus, ktery se
stavé ze ti fazi: denaturaéni, anealaéni a syntetické (DVORAKOVA, 2011).

Tento proces vyzaduje okolo 25 — 35 cykll, kde dochéazi k zahtivani a
ochlazovani vzorkii. Béhem tohoto procesu se stfidaji tfi rizné teploty. Nejdulezitejsi
soucasti jsou polymeraza (napf. Taq polymeraza pochazejici z bakterie Thermus
aquaticus) a templat. Dale chlorid hofe¢naty, KCI, pufr, deoxynukleotid trifosfat
(dNTPs), sérovy albumin a voda. PCR je sloZeno z n€kolika krokti:

1. Denaturace - DNA je zahfivana na teplotu 94 — 98 °C, dochazi
k rozvolnéni dvousroubovice a vznika tak jednovlaknova DNA,

na kterou poté nasedaji primery.

2. Nasednuti primert - pfi teploté 50 — 65 °C nasedaji primery na specificka

mista DNA.
3. Prodluzovani primert - pii teploté¢ 72 °C (pro Taq polymerazu) dochazi
k samotné syntéze DNA. Ve sméru od 5' konce k 3' konci pfirista vlakno

DNA komplementarni k plvodni molekule DNA (KUMAR a
GURUSUBRAMANIAN, 2011; MULLIS et al. 1986).
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2.3.3 Sekvenovani

Sekvenace DNA je souhrnny termin pro biochemické metody, jimiz se
zjistuje poradi nukleotidi (A, C, G, T) v kratkych usecich DNA. Tyto sekvence jsou
soucasti dédi¢né informace v jadru, plazmidech, mitochondriich a plastidech.
Sekvenace DNA je uzite¢na nejen v zdkladnim vyzkumu biologickych procesi, ale
I v aplikovanych oborech, jimiz je diagnostika nemoci ¢i forenzni medicina.
Sekvenace se uplatnila v projektu ¢teni lidského genomu (Human Genome Project),
ale precteny byly genomy imnoha jinych organismi, vcetné rtznych rostlin,
zivoCichi a mikrobti. Nejpouzivangj$i technikou je Sangerova dideoxy metoda

(www.biogen.cz).

Od konce 70. let 20. stoleti je mozné rychlé a U¢inné sekvenovani diky
dvéma, témé&f soucasné vyvinutym technikdm. Jedna byla vyvinuta ve Velké Britanii
tymem F. Sangera a A. R. Coulsona — metoda terminace fetézci (enzymova) a druha
v USA W. Gilbertem a A. Maxamem — metoda specifické chemické degradace.
Jedna se o dvé zcela odliSné metody. V soucasné dobé se vice z téchto technik uziva
metoda F. Sangera (enzymova). Hlavnimi diivody jsou netoxicita reagencii, relativni

jednoduchost a pfedev§im moznost postupné automatizace (BROWN, 2007).

V poslednim desetileti, nékdy oznacovaném jako postgenomova éra, se
objevily zcela nové technologie a moZnosti sekvenovani. Zatim co diive byly potieba
k osekvenovani celého lidského genomu roky a byly na to potieba stovky pfistroji,
dnes je to samé mozné udélat na jediném piistroji za necelé 3 tydny. NGS (next
generation sequencing - sekvenovani nové generace) vyuziva principu paralelizace
procesu sekvenovani, kdy dochazi k sekvenci tisicli aZ milionli sekvenci soucasné.
| kdyz tyto nové technologie v mnoha pfipadech predci klasické metody
sekvenovani, jsou stale zatizené zna¢nymi naklady na pfistrojové vybaveni a provoz.
Zékladni rozdil mezi klasickym (Sangerovym) sekvenovanim a NGS je ve zplisobu
detekce nartstajicich fetézci. Klasické sekvenovani pouziva elektroforetickou
separaci, coZz je zarovenl hlavni limitujici faktor pfes veskeré automatizacni snahy.
NGS se opira o chemické dé&je pifi vstupu nového nukleotidu do syntetizovaného
fetézce, které poskytnou signal v piipadé€, ze vlozeny prekurzor skutecné odpovida
pozadovanému nukleotidu z hlediska komplementarniho templatu. Detekce odpovédi

je pochopitelné maximalné automatizovana (DOLEZAL, 2016).
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 POUZITY MATERIAL

K analyze byly pouzity biologické vzorky od 113 jedincii plemene velky
miinsterlandsky ohaf. Studovand populace zahrnovala obé pohlavi. Bylo zde
zastoupeno 62 psi (54,9 %) a 51 fen (45,1 %). VEkova struktura populace v dobé
odbért vzorkli byla nésledujici: nejmladsi jedinec byl ve véku 5 meésicti a nejstarsi
ve véku 13 let. Primérny vék jedinct ve studované populaci byl 5,3 let. Vzorky byly
odebrany od 49 chovnych jedincii, coz je 90,7 % z celkového poctu chovnych
jedincti a déale od 64 jedinct vyuzivanych v myslivecké praxi nebo jako rodinny
spole¢nik. U vSech jedincl byly provedeny stéry bukalni sliznice. Ziskané vzorky

byly uchovavéany oddélené v laboratornich podminkach.

3.2 1IZOLACE DNA

Ze ziskanych biologickych vzorku byla vyizolovana DNA. K izolaci bylo
vyuzito komer¢né vyrabéného kitu MagCore Genomic DNA Tissue kit od firmy

RBS Bioscience. Izolace prob¢hla podle protokolu vyrobce.

3.3PCR U EXONU 2

Z izolované DNA byla provedena PCR pro exon 2 lokusu TYRP1 dle
metodiky Hrckova Turnova et al. (2017). KPCR byly pouzity primery

0 nésledujicich sekvencich:
TYRP1 2F 5" - TGTAAAACGACGGCCAGAAATCCTAGAGTACGGGGGCA -3

TYPR1 2R 5'- CAGGAAACAGCTATGACCATTCAGGTTGTTCCGAACCCA -3’

Reakéni smés pro PCR o celkovém objemu 15 pl se skladala z nasledujicich
polozek: 1 ul DNA (50 — 100 ng), 1,5 pul PCR pufru (10x), 0,45 ul 50 mM MgCls,
0,3 ul 10 mM dNTP’s, 0,1 pl Tag polymerazy (5 U), 1 ul od kazdého primeru (10
pM/ml).
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Prvnim krokem PCR reakce byla denaturace po dobu 4 minut pii 94 °C.
Nasledovalo 30 cykla, skladajicich se z denaturace pii 94 °C po dobu 50 s,
annealingu pii 62 °C po dobu 50 s a elongace pii 72 °C po dobu 50 s. Na zavér PCR
reakce probchla elongace pii 72 °C po dobu 4 minut. Spravné probéhnuti PCR
reakce a pfitomnost PCR fragmenti byla potvrzena elektroforeticky na 2,5%
agar6zovém gelu, barveném ethidium bromidem. Elektroforéza probihala pfi napéti

120 V po dobu 45 minut.

3.4 SEKVENOVANI U EXONU 2

Sekvenovani probéhlo pomoci Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
kit na pftistroji ABI 3130xI Genetic Analyzer. Pii sekvenovani byla zjiStovana
pfitomnost mutace c¢.555T>G (p.Tyrl85Ter, g.33319349T>G). V pfipadé
pritomnosti nukleotidu G na dané pozici byla zaznamenana mutovand alela G,
v opac¢ném piipad¢ (tj. v pritomnosti nukleotidu T na dané pozici), byla zaznamenana

alelaT.

3.5 ANALYZA MUTACI V LOKUSU TYRP1

Pro analyzu populace byly kromé testovani mutace v exonu 2 v lokusu
pro TYRP1 vyuzity také vysledky komeréni genotypizace mutace v exonu 5 a 7
v témzZe lokusu. Chovatelé provedli u nékolika zvifat genotypizaci mutace lokusu
TYRP1 v exonech 5 a 7 v komeré¢ni laboratofi, kde byl zjistén genotyp pro danou
mutaci. Tato genotypizace vychazela z prace Schmutz et al. (2002) a chovatelé
poskytli k dispozici vysledky celkem 7 jedinct pro dalsi vyuziti v ramci predkladané
prace. Tito jedinci byli v zastoupeni 5 dominantnich homozygott, 1 heterozygot a
1 recesivni homozygot. VSichni jedinci, mimo hnédé zbarveného recesivniho

homozygota, byli zafazeni do plemenitby.
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3.6 VYPOCTY FREKVENCI
Na zaklad¢ zjisténych genotypli byly vypocteny alelické a genotypové

frekvence u obou mutaci podle nasledujicich vzorci:

Relativni frekvence genotypt

PR = (Naa/ N) * 100

H® = (Naa / N) * 100

QR = (Nz/ N) * 100

Absolutni frekvence alel

pAZZ*NAA"'NAa

qA:Z*Naa"'NAa

Relativni frekvence alel

R _ 2x NAA+ NAa
2xN

p *100

R _ 2xNaa+ NAa
2xN

q *100

Pouzity horni index R vyjadfoval relativni frekvenci a horni index A
vyjadfoval absolutni frekvenci. Pismeno P oznacovalo dominantni homozygoty
V populaci, pismeno H heterozygoty a pismeno Q recesivni homozygoty. Pismenem

N byl oznacen pocet jedinct v dané populaci.
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3.7 VYTVORENI PRIPAROVACICH PLANU NA ZAKLADE VYSLEDKU

GENOTYPIZACI

Na zaklad¢ vysledkt genotypizaci v jednotlivych lokusech byly vytvoreny

potencialni piipafovaci plany pii zohlednéni jednotlivych genotypli za ucelem

vylou¢eni mozného potomstva s hnédym zbarvenim.

Tabulka €. 2: Varianty genotypii v lokusu TYRP1 a jejich fenotypovy projev

BB Bb bb
BB cerné zbarveni | | , o . . o
(100 %) cerné zbarveni (100 %) | cerné zbarveni (100 %)
Bb ¢erné zbarveni ¢erné (75 %) nebo ¢erné (50 %) nebo
(100 %) hnédé (25 %) zbarveni hnédé (50 %) zbarveni
bb ¢erné zbarveni ¢erné (50 %) nebo . . o
(100 %) hnedé (50 %) zbarveni | [med¢ Zoarveni (100°%)
4. VYSLEDKY

V praci byla provedena genotypizace 113 vzorkiit DNA od jedinct velkého

miisterlandského ohate. V ramci genotypizace na exonu 2 byl zjistén u vSech jedinct

pouze genotyp bez mutace. Celkem bylo tedy 113 jedinci dominantnimi

homozygoty. Z tohoto vysledku vyplyvaji i zjisténé frekvence alelické a genotypové.

Ty se rovnaji 100 % v obou typech frekvenci.

4.1 MUTACE V EXONU 2

Relativni frekvence genotypti
PR = (Naa/ N) * 100
PR=(113/113) * 100

PR =100 %
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H® = (Naa / N) * 100
HR=(0/113) * 100

HR=0%

QR = (Naa/ N) * 100
QR =(0/113) * 100

QR=0%

Absolutni frekvence alel
pA =2* NAA + NAa
ph=2*113+0

p™ =226

9" =2* Naa + Nag
q*=2*0+0
q*=0

Relativni frekvence alel

R _ 2+ NAA+ NAa 4y,

2*xN

pR: 2% 113 +0 100
2%113
p? =100 %

R _ 2x Naa+ NAa 100

9 2xN

g =222+ 100
2x113

"=0%
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4.2 MUTACE VEXONUS5A7

Relativni frekvence genotypt
PR = (Naa/ N) * 100
PR=(5/7)* 100

PR=71,4%

HR = (Naa / N) * 100
HR=(1/7)* 100

HR=14,3 %

QR = (Naa/ N) * 100
QR=(1/7)* 100

QR=14,3%

Absolutni frekvence alel
pA =2* NAA + NAa
ph=2*5+1

pt=11



Relativni frekvence alel

R _ 2+ NAA+ NAa

*100

2xN
R — 255+ 1 100
27

p* =786 %

qR — 2% NZZ; NAa 100
R_2¢x1+1
Q=214 %

4.3 SOUHRN MUTACI

Tabulka ¢. 3: Souhrn mutaci

C.955>G b
Vv exonu 2 vexonuba/’/
PR | 100 % 71,4 %
Relativni frekovence HR O % 1 4’ 3 %
genotypu
Qf 0% 14,3 %
| 226 11
Absolutni
frekvence alel q A 0 3
- 0% | 100% | 78,6 %
Relativni frekvence
e Rl 0% 21,4 %
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4.4 PRIPAROVACI PLANY

Aby se zabranilo Sifeni hnédé barvy v rdmci chovu, je nutné zabezpecit
piipafovani jedincii s vhodnymi genotypy. Jenom tak lze zamezit narozeni jedincii

S nezadoucim zbarvenim.

Podivame-li se na vysledky genotypizace v exonu 2, neni potieba zadné
specialni pfipafovaci plany dodrzovat. V piipadé mutace v exonu 5 a 7 je pak nutné

zamezit spojovani jedinci, ktefi nesou zmutovanou alelu.
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5. DISKUZE A ZAVER

Tato prace byla zaméfena na vyskyt nové objevené mutace genu TYRP1
v exonu 2 u velkého miisterlandského ohafe. Tato mutace byla objevena Hrckovou
Turnovou et al. vroce 2017 u australského ovéaka. V jednom z vrhi australskych
ovC¢aku se objevila dvé hnéda sténata, piestoze matka nenesla zadnou ze tii znamych
mutaci TYRP1. Sekvenovani TYRP1 odhalilo novou nesmyslnou mutaci ¢.555>G
v exonu 2, coz vedlo k pfed¢asnému stop kodonu UAG a zkraceni o 353 z 537
aminokyselinovych zbytkl, které obsahovaly vSechny funkéni mista. S nejvetsi
pravdépodobnosti se hnéda barva srsti u téchto jedinct vyskytla ve formé nové
mutace v kombinaci s b&znou mutaci b nebo b®. Pfi dal§im zkouméni se tato mutace
objevila u Ctyf sourozencl a jejich matky, ale u dalSich tficeti neptfibuznych

australskych ovcakl nalezena nebyla.

U VMO se tato mutace ani v jenom ze 113 vzorkt neprokazala. Lze tedy
fici, Ze se mutace v exonu 2 Vv ¢eské populaci VMO nevyskytuje a vyskytujici se
heterozygoti ¢i recesivni homozygoti v populaci nesou né€kterou ze tii jiz dfive
znamych mutaci. Dokazuji to 1 vysledky analyz nékterych jedincii, kde byly
provedeny komercni testy na tyto mutace. Proto by bylo vhodné testovat nasbirané

vzorky i1 na ostatni mutace genu TYRP1.

V chovu VMO bych doporucovala chovatelim, aby své jedince nechali
testovat na tyto mutace a vysledky testi vyuzivali pii sestavovani chovného paru tak,
aby nedochazelo k vyskytu recesivnich homozygotii s hnédou barvou srsti. Idealni by
bylo, aby nedochédzelo ani ke zvySovani vyskytu skrytych pienaSect, tedy
heterozygoti. Jednou z moznosti jak tomu pfedchazet by bylo zavedeni povinnosti
testovani lokusu TYRP1 pro zafazeni jedince do chovu. Chovna zdkladna VMO
v Ceské republice viak neni piili§ §iroka a plemeno je chovano zejména pro pracovni

ucely. A na tyto dvé okolnosti je tieba brat zietel predevSim!
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