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Abstrakt:

Kur domaci patfi mezi druhy domacich zvitat s ohromnou hospodaiskou a ekonomickou
hodnotou. VVzhledem Kk témto hodnotam je vétsi diraz kladen na jeho vysokoprodukéni linie, které se
svou produkeci jen tézko daji srovnavat se zajmovymi liniemi ¢i ruralnimi populacemi. Postupné diky
uptednostiiovani vétsitho vynosu zajmova plemena upadaji do pozadi a zvySuje se riziko ztraty
genetické variability, kterou tato plemena disponuji. Této problematice je vSak naStésti v posledni
dobé vénovana pomérné velka pozornost, ktera vede ke snaze tyto zdroje genetické variability
zachovat. Na vybraném vzorku 272 jedinct reprezentujicich 33 zajmovych plemen jsem hodnotila
jejich miru variability pomoci analyzy dvaceti vybranych neutralnich markerti (kontrolni oblast
mtDNA a 19 mikrosatelitovych lokusti) a Ctyf imunitnich genti (TLR3, TLR4, TLRS5, TLR?7).
U vybranych plemen bylo cilem zmapovat hruby ramec pivodu modernich plemen mezi starobylymi
plemeny, identifikovat jejich mozny geograficky ptivod, porovnat miru neutralni a funk¢ni variability
mezi plemeny s mirou variability uvnitf plemen samotnych a nésledné srovnat miru sdileného
polymorfismu (genového toku / ancestralniho polymorfismu) na neutralnich znacich a imunitnich
genech. Vysledky ukazaly, Ze je mozné plemena geneticky rozlisit a pomoci detekce sdilenych znakt
identifikovat, z okruhu kterych starobylych plemen moderni plemena vychazi, a jak jsou si vlastné
jednotliva plemena navzajem piibuznd. VSechna studovand plemena nalezela ke Ctyfem
mitochondridlnim haplotypovym rodinam, z nichZz nejb&znéjsi byla rodina El, jejimz pfedkem je
pravdépodobné G. g. murghi ze severovychodni Indie. Néktera plemena nesla vice mitochondrialnich
haplotypti. Genetickd variabilita imunitnich genti a mikrosateliti byla vysoka. Asijska plemena
vykazovala oproti evropskym plemenim vy§8i miru variability. Tento vysledek byl shodny jak
na zakladé analyzy imunitnich gent, tak neutrdlnich znakd. Porovnani genetické variability
starobylych a modernich plemen nepfineslo jednoznac¢né vysledky. Variabilita mezi plemeny byla jen
lehce vyssi v neutralnich markerech (32%) nez v imunitnich genech (27%), coz nejspiSe souvisi bud’to
s podobnou mirou ancestralniho polymorfismu anebo genovym tokem mezi plemeny. Mira sdileného
polymorfismu v8ak byla vyrazné vyssi u neutralnich markert. Z celkového poctu 163 alel bylo pouze
41 alel mikrosatelitii privatnich. Z tohoto vysledku vyplyva, ze 74,8% alel bylo mezi plemeny sdileno.
Naopak u TLR bylo ze 154 detekovanych alel 101 privatnich. Mezi plemeny tudiz bylo sdileno pouze
34,4 % alel, coz patrné vyplyva z vyssi genetické variability TLR v ramci jednotlivych lokusu.

klicova slova: kur domaci, mikrosatelity, mitochondrialni DNA, D-loop, ptibuznost, genovy tok,

geneticka variabilita, ancestralni polymorfismus



Abstract:

Domestic chickens are domestic animals with tremendous economic value. Due to this value,
high-production lines have more important role for humans than fancy breeds and rural populations.
Production traits of these high-production lines are not comparable with traditional breeds.
The preference for larger profit gradually diminishes the importance of the traditional breeds, which
leads to their replacement increasing the risk of loss of their genetic variability. Despite this trend,
general awareness of this problem increses providing hope in saving these rich sources of genetic
variation. We selected sample of 272 individuals representing 33 traditional (fancy) breeds.
| evaluated the degree of variability through the analysis of twenty selected neutral markers (mtDNA
control region and 19 microsatellite loci) and four immune genes (TLR3, TLR4, TLR5, TLR7). The
main aims were: to map the origin of modern breeds between ancient breeds, identify the possible
geographic origin of the breeds, to compare the rate of neutral and functional variation between breeds
with the level of variation within breeds and to compare the degree of shared polymorphism (gene
flow / ancestral polymorphism) of neutral markers and immune genes. The results show that we can
genetically differentiate breeds and identify from the range of which ancient breeds modern chicken
originate and how they are related to each other. All studied breeds belonged to four mitochondrial
families, the most common family was E1, with a likely ancestor G. g. murghi from north-eastern
India. Some breeds carry more mitochondrial haplotypes. Genetic variability of immune genes and
microsatellites was high. Asian breeds showed a higher degree of variability than European breeds.
We gained similar results by the analysis of immune genes and neutral markers. Differences in genetic
variability of ancient and modern breeds were non-conclusive. Genetic variability among breeds was
only slightly higher in neutral markers (32%) than in immune genes (27%).This result is most
probably related either with a similar degree of ancestral polymorphism or gene flow between breeds.
Rate of shared polymorphism was significantly higher in neutral markers. From a total of 163 alleles
only 41 were private alleles. This result shows that 74.8% of alleles were shared between breeds.
On the contrary, the TLR had 154 alleles in total and 101 alleles were private. Thus, the breeds shared
only 34.4% of alleles, which likely results from higher genetic diversity of the TLR loci.

Keywords: chicken, microsatellites, mitochondrial DNA, D-loop, relatedness, gene flow, genetic

variability, ancestral polymorphism
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1. Uvod

1.1 Studium genetiky a evoluce kura domaciho

Kur domaci je jednim z nejvyznamnéjSich zastupct zvitat, kterd kdy prosla domestika¢nim
procesem. Jako zdroj potravy slouzi miliardam lidi po celém svét&. Jen v Ceské republice se v roce
2015 podle odhadu Ministerstva zem&dé€lstvi spotiebovalo Vv piepoctu na jednoho obyvatele 275 vajec
a 24,9 kg dribeziho masa (Odbor Zivo¢isnych komodit MZe CR, CSU, leden 2016). Obrovské
ekonomicka a hospodarska hodnota tohoto druhu vedla v pribéhu 20. stoleti ke zvySenému zdjmu
zejména o studium jeho komer¢nich linii a vysokoprodukénich plemen. Az v poslednich letech se
pozornost zaméfila také na jeho diive opomijené ruralni populace (Chen et al., 2004) a tradi¢ni
zajmova plemena, ktera mohou byt dilezitym zdrojem genetické variability (Wright et al., 2009),
a tudiz i novym piinosem informaci pro geneticky a evolu¢ni vyzkum (Lyimo et al., 2014). Pravé
zajmova plemena jsou s vysokou pravdépodobnosti nositeli ancestralniho polymorfismu a ptedstavuji
tedy idedlni material pro studium celého domestikacniho procesu od lokalizace mista vzniku plemen,
ptes genovy tok mezi jednotlivymi plemeny az po vzajemné porovnani jejich miry variability (Tixier-

Boichard et al., 2011; Granevitze et al., 2007; Hillel et al., 2003).

Na pocatku vzniku plemen hral roli efekt zakladatele, nasledovany postupnou izolaci populaci
v rtiznych oblastech (Lyimo et al., 2014; Tixier-Boichard et al., 2011). ZvySovani genetické diverzity
u téchto populaci a jejich celkové odliSeni probihalo postupné pravé vlivem genetického driftu, dale
pak diky umélému a pfirodnimu vybéru béhem celého domestikacniho procesu souvisejicimu
S postupnou snahou o zlepSeni produkénich vlastnosti a pozdéji také s vytvofenim plemennych
standardi. Obzvlasté starobyld domaci plemena slepic si Casto zachovala genetickou variabilitu
podstatnou pro adaptaci Vv konkrétnim prostfedi (Chen et al., 2004). Tato plemena maji oproti
souc¢asnym komercnim liniim vyrazné vyssi odolnost vii¢i riznym chorobam a celkové vzato je jejich
maso mnohem kvalitn€jsi (Niu et al., 2002). Oproti komerénim liniim jsou vSak starobyla domdci

plemena zna¢né znevyhodnéna svym pomalej$im rustem a niz§imi produkénimi vlastnostmi.

Vzacna z4jmova plemena jsou aktualné zachovavana pouze diky aktivit¢ drobnych chovatelt.
Na zakladé historie selekce lze identifikovat 4 typy domestikovanych kurt — tradi¢ni plemena
selektovana pro exteriérové znaky, standardizovana plemena selektovana pro presné dané fenotypové
znaky, komercni linie selektované pro zvySenou produkci masa (brojlefi) ¢i vajec (nosnice)
a experimentalni linie vyuzivané pro vyzkum (Tixier-Boichard et al., 2011). Také uvniti tradi¢nich
plemen pak mizeme identifikovat specializovana plemena, ktera jsou primarné nosna, masna, okrasna
¢i bojovna. Diky domestikaci a Slechténi celosvétové existuji desitky plemen. Skoro kazda zemé ma

sva narodni plemena, ktera jsou budto krajové specificka anebo jsou naopak navzajem sdilena
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riznymi zemémi. Bohuzel vSak pravé narodni povaha udrzovani plemennych standardli zptsobuje,
7e nelze jednozna¢né zmapovat a dopocitat se kone¢ného poétu plemen. Plemenné standardy se pro
jednotliva plemena mohou mezi zemémi riznit. Proto nelze néktera plemena na zakladé morfologie
pfesn¢ definovat, popf. lze stejné pojmenovana plemena v riiznych zemich v podstaté chapat jako

plemena odlisna.

Disledkem domestikace, kterou provazely rizné demografické a selekéni udalosti, doslo
nejen ke vzniku vétSiny soucasnych asijskych a evropskych plemen, nybrz i k vyraznym zménam
v jejich genomu (Hillel et al., 2003; Elferink et al., 2012). Silny umély vybér postupné vedl
v n€kterych populacich az k redukci genetické variability. Obzvlasté v prubéhu 20. stoleti vedla uméla
selekce ke vzniku vysokoprodukénich komerénich linii, u kterych vSak za nedlouhou dobu zacalo
dochazet k postupné ztraté diverzity a vzniku velkého mnozstvi homozygott s rizikem nésledného
inbreedingu (Hillel et al. 2003; Tadano et al. 2014). Tyto komer¢ni linie selektované bud’ pro produkci
masa ¢i vajec se ukazaly jako ekonomicky vynosny zdroj. Jen v porovnani s volné zijicim predkem
dnesniho kura domaciho, ktery vyprodukoval ptiblizn¢ 10 — 15 vajec ro¢n¢, hybridi z komercnich linii
vyprodukuji roéné vice nez 20 x tolik (Romanov a Weigend, 2001). Se vzestupem téchto komerénich
linii vSak doslo k postupnému upadku tradi¢nich z&jmovych plemen, znichz néktera se dostala
az na pokraj vymizeni. Ubytek zajmovych plemen je pfitom spojen s redukei a potencialnim zanikem
genetické diverzity ancestralnich populaci. Dochazi k hybridizaci volné Zzijicich druhu
s domestikovanymi populacemi, coz mize vést az k nasledné extinkci ancestralni populace (Peterson
a Brisbhin, 1998; Brishin a Peterson, 2007).Vzhledem k tomuto faktu se tak volné zijici pfedek stava
ohroZzenym a chranénym druhem, u kterého hrozi vazné riziko naruseni diverzity a struktury
pivodniho genofondu. ZvySena geneticka variabilita u zdmovych plemen s vysokou
pravdépodobnosti vyplyva primarné zejména z puvodniho kiizeni mezi domestikovanymi potomky
nékolika poddruhti volné Zijiciho ptredka. Variabilitu pak zvySovalo také kiizeni mezi rdznymi
plemeny. I samotna domestikace dale vedla k vyraznému zvySovani fenotypové variability (Tixier-
Boichard et al., 2011).

Oproti svému volné zijicimu piedku doSlo u kura domaciho vlivem umélé selekce
K podchyceni mnoha mutaci, které se vyrazné odrazily na jeho vysledném vzhledu. Jelikoz tato
plemena skytaji obrovské mnozstvi genetické variability, roste v poslednich letech snaha o jejich
zachranu a zachovani. Pro pochopeni role, kterou hraje geneticka diverzita zdjmovych plemen, ma
praveé nyni velky vyznam jejich molekularné-geneticky evolu¢né-orientovany vyzkum.Vystupem z mé
prace je interpretace ziskanych informaci o variabilit¢ mezi analyzovanymi plemeny. Na zakladé
vysledki hodnotim piibuznost starobylych a modernich plemen a odhaluji jejich historii ptivodu. Déle

se pak zamétuji na srovnani miry sdileného polymorfismu neutralnich znakt a imunitnich gend.



1.2 Domestikace kura domaciho

Domestikace je evoluénim procesem, Vnémz urcitd populace reaguje na selekcéni tlak
ze strany ¢loveka a ptizpusobuje se novému prostiedi Zivota v jeho blizkosti (Larson a Fuller, 2014).
Historie domestika¢niho procesu kura domaciho je celkové vzato pozoruhodna. Ackoliv jsou
v soucasné dob¢ otazky ohledné ptedka dneSnich plemen, mista a ¢asu domestikace povazovany za jiz
skoro dofesené, stale se objevuji nejasnosti ¢i neshody, z nichz nékteré dokonce zasadnim zpisobem
naru$uji jiz skoro ustdlend a zabehld dogmata. Obzvlaste diskutabilnim tématem je stdle primarni
misto a ¢as domestikace kura, ohledné kterého se v poslednich letech opét rozpoutala boufliva diskuze

(viz dale).

1.2.1 Druhy kuri rodu Gallus Zijici ve volné piirodé

Rod Gallus celkem zahrnuje 4 druhy, které se od sebe navzajem lisi zejména svym
geografickym rozsifenim a morfologickou stavbou (Tixier-Boichard et al., 2011; Sawai et al., 2010;
Fumihito et al., 1996; Flink et al., 2014). Kur srilansky (Gallus lafayetii) pochazi ze Sri Lanky a je
geneticky nejblizsi. kuru zelenému (Gallus varius) nachazejicimu se na Javé a kuru bankivskému (G.
gallus). Kur Sonnertuv (Galus sonnerati) z oblasti centralni a jihozapadni Indie tvoii sesterskou vétev

v§em ostatnim druhtim.

Kur sonnerav
(Galus sonnerati)

Kur zeleny
(Gallus varius)

Kur bankivsky
(Gallus gallus)

Kur srilansky
(Gallus lafayvetii)

Obrazek ¢. 1 — Fylogeneticky strom druhii rodu Gallus (vytvotfeno v Birdtree; Hackett et al., 2008)



Kur bankivsky ma celkem 5 poddruhi, které maji rizné areély rozsiieni:

e G. g. bankiva (Sumatra, Java)

e G. gallus gallus (Thajsko, Laos, Kambodza, jizni Vietnam)
e G.g. jabouillei (jizni Cina a severni Vietnam)

e G. g. murghi (severovychodni Indie)

e G.g.spadiceus (Malajsie, Barma, Thajsko, Cina)

Z téchto poddruhii jsou si nejpiibuznéjsi G. g. gallus a G. g. spadiceus, které ve fylogenetickém
stromé ani nevytvareji oddélené klastry (Fumihito et al., 1996). G. g. gallus zahrnuje dvé oddélené
populace — ostrovni a kontinentalni. Pravé kontinentalni populace je nejvice piibuzna poddruhu G. g.
spadiceus. Od téchto dvou poddruht se znacné lisi G. g. bankiva, coz naznacuje probihajici speciaci
(Kanginakudru et al., 2008). Dalsi poddruh G. g. murghi je stejné jako G. g. spadiceus geneticky
velice tézko rozlisitelny od G. g. gallus. G. g. jaboullei je zase blizkym ptibuznym G. g. spadiceus
(Liu et al., 2006).

1.2.2 Pivod souc¢asnych plemen kura domaciho (Gallus gallus f. domestica)

Puvod kura domaciho byl dlouho diskutovanym tématem. Autofi se neshodovali zejména
V tom nazoru, zdali ma kur domaci ptivod monofyleticky (Fumihito et al., 1994; Fumihito et al., 1996)
¢i polyfyleticky (Liu et al., 2006; Miao et al., 2013). Vsechny vysledky vSak nasvéd¢uji tomu, ze
autori ptiklangjici se k monofyletickému pivodu vychazeli z nedostate¢ného mnozstvi vzorkl a dat,
a tudiz jejich vysledky nelze v zavéru povazovat za opravdu relevantni. Polyfyleticky ptvod kura

domaciho je podle vieho nejpravdépodobné;si.

Jiz s jistotou lze dnes fici, ze pfimym piedkem je kur bankivsky (Hillel et al., 2003;
Kanginakudru et al., 2008; Miao et al., 2013). Na zaklad¢ analyzy mitochondrialni DNA byly jako
piedci kura domaciho identifikovany celkem jeho 4 poddruhy (Liu et al., 2006; Miao et al., 2013).
G. g¢. gallus a G. g. spadiceus se nachazeji na Malajském poloostrové a jsou si, jak jiz bylo zminéno,
geneticky velice blizkymi poddruhy. Jejich haplotypové skupiny jsou i nejéastéj$imi haplotypovymi
skupinami plemen kura domaciho (Liu et al., 2006). V téchto haplotypovych skupinach byly nalezeny
i alely G. g. jaboullei pochazejiciho z jizni Ciny a severniho Vietnamu, a tudiz ho lze téZ zatadit mezi
predky. Ctvrtym poddruhem, ktery predal své geny dnesnim plementim kura domaciho, je G. g.
murghi ze severovychodni Indie (Kanginakudru et al., 2008). Posledni z poddruhti Indonésky G. g.
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bankiva je od ostatnich poddruhd odlisen vyraznymi sekven¢nimi rozdily a kuru domacimu je jen
vzdalen¢ piibuzny (Oka et al., 2007). Vyskytuje se pouze v jedné haplotypové skuping, kde je pouze
minimalni mnozstvi plemen kura domaciho. Je sice mozné, ze téz patii mezi piedky, avsak literatura

se o tomto poddruhu nikterak vice nezminuje.

V nedavné dob¢ se objevila studie se zajimavym zjisténim, ze by svymi geny mohl ptispét
i kur Sonneriv (Eriksson et al., 2008). Indicii, ktera vedla k této hypotéze, bylo nalezeni lokusu
zpusobujiciho Zluté zbarveni kuze. Alela zodpovédna za Zluté zbarveni kize nékterych dne$nich
plemen musela byt v minulosti zdédéna od kura Sonnerova. Ackoliv vétSina jaderné a mitochondrialni
DNA dnesniho kura doméciho pochazi od kura bankivského, praveé alela zpisobujici zluté zbarveni
kuze svysokou pravdépodobnosti pochazi od kura Sonnerova nebot se u kura bankivského
nevyskytuje. V souladu s timto zjisténim vSak byla navrzena i moznost hybridizace kura bankivského
a kura Sonnerova jesté diive pted tim, nez dosSlo k domestika¢ni udalosti. Toto zjisténi je vSak znacné
nepravdépodobné. V piirodé se hybridizace téchto dvou druhii nevyskytuje a pokusy v zajeti vedly
pouze ke vzniku neplodného sterilniho potomstva. Tudiz by realnéjsi hypotézou byla introgrese alely
od kura Sonnerova zpusobujici zluté zbarveni klize spiSe az po domestikaci, ktera mohla sterilitu
hybridd prolomit. Introgrese alely zodpovédné za zluté zbarveni byla usnadnéna diky své vyhodné
poloze na mikrochromozomu, ktery je znamy zejména svou neobvykle vysokou rekombinaéni
rychlosti zodpovédnou za snizeni mnozstvi genetického materialu ovlivnéného vazbou. Ke vzniku
dnesniho kura domaciho ptispé€l tudiz pravdépodobné nejen kur bankivsky, nybrz zde svou roli hrala i

introgrese gentd kura Sonnerova (Eriksson et al., 2008; Rubin et al., 2010).

1.2.3 Lokalizace domestika¢niho centra kura domaciho a stanoveni doby, kdy k

domestika¢nimu procesu doslo

Identifikace domestikacnich center je spojena s mapovanim fylogeografie pivodnich ptedki
a dnesnich plemen kura domaciho (Storey et al., 2014). To, jak se z téchto pivodnich oblasti vyskytu
kur domaci rozsitil po svete, uzce souvisi s lidskou migraci. Jako primérni domestika¢ni centrum kura
domdaciho je bréna jizni a jihovychodni Asie. S vysokou pravdépodobnosti v téchto oblastech
v minulosti vzniklo nezavisle na sob& vice domestikacnich center (West a Zhou, 1988; Liu et al.,
2006; Kanginakudru et al., 2008). S jistotou l1ze za domestikac¢ni centrum napfiklad povazovat Indii, ve
které doslo k domestikaci z poddruhu G. g. murghi (Kanginakudru et al., 2008). Dale pak jizni a
jihovychodni Cinu i s jejich piilehlymi oblastmi (Vietnam, Barma, Thajsko; Fumihito et al. 1994;
Fumihito et al., 1996; Liu et al., 2006) Potencionalnim domestikaénim mistem vSak miize byt i severni
Cina, ktera byla jako domestika¢ni centrum navrzena na zékladé archeologickych nalezi kosti (Xiang

et al. 2014).



Souhrnné vzato lze zrekapitulovat a zminit, Ze vysledky hledani piedka kura domaéaciho
pfinesly informace o0 jeho jednoznaéné polyfyletickém puvodu. Diky tomu je zcela realna existence
vétsiho poc¢tu mist, kde doslo k primarnim domestikacnim procestim. JiZ zminéna mista navrhovana
jako potencionalni domestikacni centra jsou povétSinou v souladu s geografickymi podminkami,
ve kterych se nachdzi voln¢ zijici pfedci kura domaciho. Mistem, které se vSak naprosto vymyka

ptvodnim ptedstavam o lokalizaci ptivodu, je severni Cina (Xiang et al., 2014).

Xiang et al. (2014) se pokusili existenci tohoto domestika¢niho centra potvrdit. Z oblasti Zluté
feky (Cishan, Nanzhuangtou, a Wangyin) a oblasti feky Yangtze (Jiuliandun Chu Tombs) vybrali
39 archeologickych nalezii kosti, reprezentujicich nejrannéj$i nalezy kosti jedinci rodu Gallus.
Nasledovala analyza DNA a osekvenovani podjednotky cytochromu ¢ - cytochromoxidazy 1. Pomoci
radiokarbonové hmotnostni spektrofotometrie byla odhadnuta doba staii az na 12 000 let. Hypotéze
podle Xianga nahravaji i predikované tehdejsi pifirodni podminky ve zminénych mistech pii této

dataci. Ty by nejspise kuru domacimu vyhovovaly.

V rozporu s touto studii je v8ak zejména fakt, Ze velikost kosti neodpovida velikosti kosti
domestikovaného kura, a je otazkou, zdali tyto kosti viibec néjakému jedinci rodu Gallus nalezeji
(Peters et al., 2015; Peng et al., 2015; Eda et al., 2016). Eda et al. (2016) analyzovali vzorky
nalezenych kosti v diskutovanych oblastech a dosli k zavéru, Ze tyto kosti rozhodné nepatii zadnému
jedinci rodu Gallus. Podle Penga et al. (2015) je navic fragment 326 bp pouzity ve studii Xiang et al.
(2014) nedostateény pro jistou identifikaci druhu. Jako domestikaéni centrum byva severni Cina
zpochybiiovana i z dal§iho podstatného divodu — semiaridni stepi, které jsou jeji dominantou,
rozhodné nejsou vhodnym habitatem pro jakéhokoliv zastupce rodu Gallus. Piirodni podminky
v paleolitu sice byly odlisné, avSak podle dostupné studie Wang et al. (2014), ktera se zabyva
klimatem a prostfedim zahrnujicim i zminéné oblasti, neni mozné, aby byl rod Gallus v této dob¢
a Vv této oblasti pfitomen. Ani klima se tedy nezda byti adekvatnim faktorem. Ackoliv se Xiang et al.
(2014) snazili obhajit své postoje a zjisténi, nelze pro vySe uvedené argumenty a souvisejici

nevyjasnéné otazky zatadit severni Cinu do potencialnich primarnich domestikacnich center.

Archeologické nalezy kosti pochazejicich ze severni Ciny (oblast Cishan) byly teréem zajmu
jiz diive. West a Zhou (1988) na zaklad¢ teéchto nalezi urcili tato archeologicka nalezist¢ jako mista
primarni domestikace a odhadli jejich stafi na pfiblizn¢ 8000 let. AvSak z téchto nalezi rozhodn€ neni
patrné, jestli kosti opravdu patfi kuru doméacimu ¢i jeho volné zijicimu ptfedkovi. Jako dalsi
nejznaméj$i misto nalezi jsou oblasti Harappa a Mohenjo-Daro v Pakistanu (Zeuner, 1963). Tyto
nalezy maji odhadované stafi az 4500 let. VSechny tyto nejasnosti vedou az k domnénkam, Ze by
domestikaéni udalost, ktera dala za vznik dne$nimu kuru domacimu, mohla byt recentni, tj. cca 4500

let stara (Miao et al., 2013).
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Komplikacim ohledné lokalizace se nevyhnulo ani Thajsko. Fumihito et al. (1996) urcili
Thajsko jako primarni centrum zejména kvuli tomu, ze jsou V této oblasti puivodni dva z poddruht
kura bankivského — G. g. gallus a G. g. spadiceus. Tato hypotéza byla zpochybnéna na zakladé
vysledka studie, kterou provedli Storey et al. (2014). Konstatovali, ze identifikace domestika¢niho
centra v oblasti Thajska neni vzhledem k velikosti vySetifovaného vzorku relevantni. Dale jsou jasné
evidence o obchodnich vztazich Indie, Thajska a Ciny, coZ vede i k myslence mozné introdukce kura

domaciho do Thajska z jinych oblasti, které naopak domestikacnimi centry skutec¢né byly.

1.2.4 Plemena kura domaciho

V pritbéhu ¢asu plemena prochazela vyraznou umelou selekci. Starobyld plemena jsou zndma
jiz z dob, kdy byla tato selekce na pocatku. V té dobé samoziejmé dosud nebyly uréeny konkrétni
plemenné standardy a k¥izeni probihalo zejména s ohledem na ucelnost daného plemene. Postupné
vznikala plemena Slechténa pro produkéni vlastnosti, exteriérové znaky ¢i bojové vlastnosti. Moderni
plemena pak vznikala kiizenim a §lechténim star$ich plemen az na pielomu 19. — 20. stoleti, kdy jiz
doslo ke stanoveni identifika¢nich plemennych znakt pro jednotliva plemena a stejnou standardizaci

fenotypu prosla i plemena starobyla.

1.3 Molekularni markery pouZivané pri studiu pribuzenskych vztahi mezi plemeny

Historie molekularnich metod a variabilnich typt markert, které kdy byly pro zkoumani
piibuzenskych vztahli u kura domaciho pouzity, je opravdu rozsahld. Prvni prukopnické studie v této
oblasti vyuzivaly proteinovych markert. Napftiklad alozymy byly ve své dob¢ UspéSné vyuzivany
pro vyzkum populaéni variability (Zhang et al., 2002). S postupem casu a vyvojem metod
zaméfuyjicich se na analyzu rozmanitych markerti na urovni DNA bylo vSak od jejich pouzivani
upusténo. Markerti na urovni DNA byla zkoumana celd tfada. Nékteré se ukazaly jako vysoce
variabilni a vzhledem k dobé¢, jakou jsou jiz pouzivany, az nadCasové. Mezi né patii hlavne
mikrosatelity (Hillel et al., 2003; Granevitze et al., 2007) a mitochondrialni DNA (Liu et al., 2006,
Miao et al., 2013), které jsou unikatni pro své jedine¢né vlastnosti. Ukazaly se jako idealni nastroj
zejména pro vyzkum pivodu plemen, piibuzenskych vztahli mezi plemeny a jejich vzdjemné
variability. V minulosti se vSak objevily a testovaly i jiné metody zaméfené na dalsi typy markert,
které se ve vysledku ukazaly jako Spatné pouzitelné, slozité, drahé nebo z jiného divodu nevhodné.
Mezi méné pouzivané markery se fadi RAPD (polymorfismus nahodné amplifikované DNA; Yap et
al., 2010; Zhang et al., 2002), CNV (variabilita po¢tu kopii; Wang et al., 2012; Jia et al., 2013); delece
a inzerce vtandemovych duplikovanych sekvencich (Brandstrom a Ellegren, 2007) a miry

rekombinace chromozomu a mikrochromozomu (Rao et al., 2011).
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V této praci jsem pouzila mikrosatelity jako markery neutralni evoluce, selekéné neutralni
sekvence mitochondrialni DNA jako markery maternalniho piivodu populaci a Toll-like receptory jako
pozitivne selektované funkéni geny potencialné odrazejici adaptivni diverzitu plemen. V nasledujicich

kapitolach se budu detailngji vénovat praveé témto genetickym znakdm.

1.3.1 Mikrosatelity jako neutralni markery pro studium piibuzenskych vztahii mezi populacemi

kura domaciho

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice 0 velikosti 2 — 6 bp, které jsou nahodné
distribuovany po celém genomu (Crooijmans et al., 1996; Zima et al., 2004). Diky témto vlastnostem
jsou pravé mikrosatelity vdéénym nastrojem pro mnoho studii, zamétenych na vyzkum genetické
variability a fylogeneze. VVzhledem Kk jejich vysoké pocetnosti, kodominantni dédi¢nosti a vysoké mite
polymorfismu ptedstavuji idealni zdroj pro vyzkum genetické diverzity mezi plemeny. Za pozornost
dale stoji jejich obrovska variabilita. Ke vzniku takové variability vedla vysoka mutaéni rychlost
mikrosatelitl, ktera ovliviiovala jejich délku (Kruglyak et al., 1998). Za zménou délky mikrosatelitd
konkrétné stoji sklouznuti polymerazy, ke kterému mutze dojit v dob¢ replikace tandemovych oblasti
(Kruglyak et al., 1998). Nespravné spojeni DNA vlaken miize vést k inzerci ¢i deleci uvnitf
mikrosatelitt. Disledkem silné selekce variabilita vyrazné klesa u komerc¢nich linii, a to obzvlasté
u nosnic (Crooijmans et al., 1996). Vysokou variabilitu naopak vykazuji zajmova plemena a volné
zijici druhy rodu Gallus (Hillel et al., 2003).

K osekvenovani genomu kura domaciho doSlo jiz vroce 2004 (International Chicken
Polymorphism Map Consortium, 2004). Diky tomu bylo vzapéti objeveno celkem 1 650 000
mikrosatelitnich lokusti o velikosti dvou az péti nukleotidi a 0 Cetnosti tfi a vice opakujicich se

jednotek (Brandstrom a Ellegren, 2008).

Na zaklad¢ analyzy vztahu mezi stupném polymorfismu a délkou mikrosatelitii se ukazalo,
ze s délkou opakovani roste pocet polymorfnich lokust (Brandstrém a Ellegren, 2008). Pii mnoZstvi
10 opakovani bylo polymorfnich celkem 50 % lokust. V ptipadé 15 - 20 opakovani bylo 75 — 80 %
lokusii polymorfnich. U di-nukleotidovych repetic nejvétsi variabilitu vykazovalo (AT), (Brandstrom
a Ellegren, 2008). U tetra-nukleotidovych repetic se t€z jako nejvariabilngjsi ukazaly ty, které nenesly
zadné GC. Oproti nim vsak tri-nukleotidové repetice ukazaly naprosto jiné preference pro zvysSeni
variability. Jiz dlouho je znamo, Ze mnohé tri-nukleotidové repetice pii syntetizovani dcefiného
fetézce béhem replikace nabyvaji vlasenkovité struktury. I tak vSak lze tri-nukleotidové repetice

rozdglit na ty, které maji tendenci tyto vlasenky tvofit a poté na ty, které je netvofi. Ty repetice, které
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netvotily vlasenky, se ukazaly jako variabilngjsi v pfitomnosti AT bazi, naopak tomu bylo u repetic

tvoticich vlasenky. Ty nejvétsi variability dosahovaly v ptitomnosti GC bazi.

1.3.2 Fylogeograficka odliSnost poddruhi kura na zikladé mitochondriialni DNA

Mitochondrialni DNA (mtDNA) je jednim znejvyuzivangjSich genetickych markert
u molekularné-genetickych studii (Lan et al. 2015; Miao et al. 2013; Liu et al. 2006; Yacouab a Fathi,
2013; Toro et al., 2009). Divodem k tomu je zejména jeji rychlost evoluce, ktera je oproti jadernym
markeriim skoro az 15x vyssi, a dédicnost po maternalni linii. Déale pak absence rekombinace, diky
¢emuz lze rozdily v poctu nukleotidi mezi jednotlivymi mitochondridlnimi genomy pfipisovat na vrub
ptimo jednotlivym muta¢nim udalostem v genomu (Toro et al., 2009). VSechny tyto vlastnosti jsou
Casto smérodatné nejen pii vybéru markert pro fylogenetické a taxonomické studie, ale v dal§im

ptipadé je lze pouzit ke studiu divergence mezi domestikovanymi a volné Zijicimi populacemi.

MtDNA je cirkularni dvoufetézcova DNA molekula ptiblizné o velikosti 16 784 bp (Huang
et al., 2014; Liu et al., 2016a; Liu et al., 2016b). M4 schopnost samostatné replikace nezavisle
na jadfe, coz z ni ¢ini vysoce autonomni strukturu (Nicholls a Minczuk, 2014; Lan et al. 2015). Stejné
jako u savci se sklada celkem ze 13 protein-kédujicich gend, 22 tRNA gend, 2 rRNA gent
a 1 nekodujiciho kontrolniho regionu (Liu et al., 2016). Zajimavosti je, ze na rozdil od savcl
a obojzivelnikd v8ak maji ptaci jiny iniciaéni kodon v cytochromoxidaze I (COI; Liu et al., 2016a).
priblizné 3,3 x 107 mutaci za rok (Alexander et al., 2015). Toto ¢&islo je vysledkem studie, ktera
zrekonstruovala rodokmen zalozeny na informacich o maternalni mitochondrialni linii u vice nez
50 generaci plemene Bild Plymutka (White Plymouth Rock). Piesné podle pfedpokladu se ukazalo,

ze v kratké Casové periode je mutacni rychlost opravdu vysoka.

Obrazek €. 2 - Mitochondrialni DNA kura domaciho (Sorenson et al. 1999)
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Zéasadnimi oblastmi pro vyzkum jsou cytochrom b (cyt b) a soucast kontrolniho regionu —
D-loop. D-loop se v mitochondrialni DNA nachazi mezi geny tRNA®" a tRNA™™ a ma velikost
1231 bp (Liu et al., 2016a). Cytochrom b ma velikost 1143 bp a je lokalizovan mezi genem
tRNATACH 3 protein-kodujicim genem NDS5 (Liu et al., 2016b). Jednotliva plemena kura doméciho
disponuji rdznymi haplotypy, diky kterym je mlzeme uspésné zafazovat do haplotypovych rodin.
Mitochondrialni DNA je tudiz vybornym voditkem pro odhaleni geografického ptivodu predkt téchto
plemen (Miao et al., 2013; Lyimo et al., 2015).

1.3.3 Toll-like receptory a jejich adaptivni evoluce u ptaki

Toll-like receptory (TLR) piedstavuji strukturné vysoce konzervovanou skupinu
transmembranovych receptorovych proteinti zodpovédnych za detekci patogenti a naslednou imunitni
odpovéd” organismu (Kannaki et al., 2010). Jednotlivé TLRs mohou detekovat rizné patogenni
struktury, a to napfiklad lipopolysacharidy, flagelin, peptidoglykany, bakteridlni DNA
¢i dvouretézcovou virovou DNA. Aktivace TLR vazbou ligandu spousti exresi prozanétlivych
cytokinii, reaktivniho kysliku a meziproduktii dusiku. Ackoliv jsou TLR povazovany za receptory
vrozené imunity, svou dilezitou funkci plni i jako zprostiedkovatelé signald pro vyvolani a regulaci
adaptivni imunitni odpovédi (Igbal et al., 2005). TLR jsou tvofeny extracelularni N-terminalni
doménou, ktera obsahuje repetice bohaté na leucin (LRRs), transmembranovou doménou, jednim nebo
dvéma regiony bohatymi na cystein a vysoce konzervovanou cytoplasmatickou Toll/IL-1 receptorovou

doménou (TIR; Brownlie a Allan, 2011).

U kura domaciho bylo identifikovano celkem 10 TLR, a to receptory TLR1A, TLRIB,
TLR2A, TLR2B, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7, TLR15 a TLR21 (Ruan et al., 2012; Temperley et al.,
2008). Receptory TLR 3, 4, 5 a 7 jsou ortology stejnych gend, které se nachazi u ostatnich obratlovci
(Temperley et al., 2008). TLR21 je ortologni k TLR21 u ryb a obojzivelniki. TLR1A a TLR1B jsou
ortology receptort TLR1 a TLR6 u savct. TLR15 je receptor unikatni pro ptaky. TLR2A a2B jsou oba
ortology TLR2 u savct. TLR 1, 2, 4, 5 a 15 se nachdzeji na povrchové membrané bun€k a jsou
specializovany zejména na detekci produktti tvofenych bakteriemi (Iwasaki a Medzhitov, 2004). TLRs
3, 7 a 21 jsou naopak zaméfeny na rozpoznani nukleovych kyselin typickych zejména pro viry a lze je

lokalizovat na membrané pozdnich endozomt.

Pro nasi studii byly vybrany pouze receptory TLR3, TLR4, TLRS a TLR7 zejména z toho
divodu, ze svou strukturou a funkci predstavuji odlisné bunééné obranné systémy. TLR3 je zaméteny
na rozpoznavani dvouietézcové virové RNA (dsRNA; Huang et al.,, 2012); TLR4 rozpoznava

lipopolysacharid nachazejici se v bunééné sténé¢ gram negativnich bakterii (Kogut et al., 2005); TLRS
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je specializovan na detekci bakterialniho flagelinu (Keestra et al., 2008); TLR7 hraje vyznamnou roli
pfi rozpoznavani jednotetézcové virové RNA (Philbin et al., 2005). Genetické analyzy dale ukazaly,
ze lze u TLR pozorovat nadbytek nesynonymnich mutaci nad synonymnimi (Alcaide a Edwards,
2011; Vinkler et al., 2014). Tento fakt nasvéd¢uje tomu, Ze jsou TLR pod pozitivni selekci. Zvlaste

diky této vlastnosti 1ze dobfe zjistit, jestli se plemena na zaklad¢ své adaptivni imunity lisi.

15



2. Cile diplomové prace

Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo objasnit pfibuzenské vztahy mezi starobylymi
a modernimi plemeny kura domaciho a v rdmci vybranych kategorii znakl (imunitni geny a neutralni
markery) urCit miru sdileni alel mezi plemeny. Pro tento ucel jsme zdmérné vybrali soubor jedincii
reprezentujici co nejsir§i skalu v Evropé chovanych plemen. Za neutralni markery jsme si zvolili
kontrolni oblast mtDNA a 19 mikrosatelitovych lokust. Vybranymi imunitnimi geny byly Toll-like
receptor (TLR) 3, TLR4, TLR5, TLR7.

Diléimi cili prace bylo:

Cil 1: Zmapovat hruby ramec pivodu modernich plemen mezi starobylymi plemeny.
Hypotéza 1: Moderni plemena sdileji se starobylymi plemeny genetické znaky, na jejichz zakladé

muzZeme vytipovat, z okruhu kterych starSich plemen byla patrné odvozena.

Cil 2: Na zaklad¢ analyzy kontrolni oblasti mtDNA identifikovat mozny geograficky ptivod nami
vybranych plemen kura domaciho.

Hypotéza 2: Plemena v nasem souboru sdileji mitochondrialni haplotypy s referenc¢nimi populacemi
(Miao et al., 2013), coz umoziuje jejich nasledné piitazeni k jiz identifikovanym haplotypovym

skupinam a tim i pravdépodobnym geografickym oblastem rozsiteni predkd.

Cil 3: Porovnat miru neutralni a funkéni variability mezi plemeny s mirou variability uvnitf plemen
samotnych a v tomto ohledu porovnat moderni a starobyla plemena.
Hypotéza 3: Moderni plemena jsou geneticky uniformnéjsi neZ plemena starobyla, asijska plemena

jsou variabiln€jsi nez plemena evropska.

Cil 4: Srovnat miru sdileného polymorfismu (genového toku / ancestradlniho polymorfismu)
na neutralnich znacich a imunitnich genech.
Hypotéza 4: Sdileny polymorfismus vychazejici z genového toku ¢i udrzujiciho se ancestralniho

polymorfismu je vzhledem k funkci siln€j$i u imunitnich gent.
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3. Metody:

3.1 Vybér datasetu a izolace DNA

Pro analyzu byl vybran soubor 272 jedinci reprezentujicich pomérné Sirokou S$kalu

starobylych a modernich plemen (viz tabulka ¢. 21 v piiloze). Konkrétné bylo vybrano 33 plemen,

a to plemena: Araukana, Asilka, Australka, Bantamka, Barneveldka, Barneveldka zdrobnéla,

Bojovnice S$amo, Brahmanka, Brahmanka zdrobnéla, Ceska, Fénixka, Fénixka zdrobnéla,

Hedvabnicka, Holandska chocholatd zdrobné¢la, Holokrcka, Holokréka zdrobnéla, Japonka cabo,

Jokohamka, Kadetava slepice, Kocinka, Koc¢inka zakrsla, Lafleska, Malajka, Maranska, Minorka,

Orlovka, Paduanka zdrobnéla, Plymutka, Rousna zakrsla, Sebritka, Velsumka, Vlaska a Wyandotka.

Tabulka €. 1 — Seznam analyzovanych plemen, jejich ptvod, uzitkovost a zatazeni (Pavel a Tulacek,

2006).
Plemeno Zkratka | Zarazeni | UZitkovost Pivod
Araukany AR starobylé | nosné Chile
Asilky A starobylé | bojové piedni Indie
Australky AU moderni | kombinovana uzitkovost | Australie
Bantamky BN starobylé | zajmové Java
Barneveldky BA moderni | kombinovana uzitkovost | Holandsko
Barneveldky zdrobnélé BAz moderni | zajmové Némecko
Bojovnice $amo BSA starobylé | bojové Thajsko
Brahmanky BH starobylé | kombinovana uzitkovost | Asie
Brahmanky zdrobnélé BHz starobylé | zajmové Anglie,
Némecko
Ceské slepice Cz moderni | kombinovana uZitkovost | Cechy
Fénixky FX starobylé | okrasné Japonsko
Fénixky zdrobnélé FXz starobylé | okrasné Némecko
Hedvabnicky HE starobylé | okrasné Cina
Holandské chocholaté HDz starobylé | okrasné Holandsko;
zdrobnélé Némecko
Holokréky HK starobylé | kombinovana uzitkovost | Indie
Holokr¢ky zdrobnélé HKz moderni | zajmové Némecko
Japonky ¢abo JPC starobylé | okrasné Japonsko
Jokohamky JK starobylé | okrasné Japonsko
Kaderavé slepice KR starobylé | kombinovana uzitkovost | jizni Asie
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Ko¢inky KC starobylé | zajmové Cina
Ko¢inky zakrslé KCz starobylé | okrasné Cina
LafleSky LF starobylé | kombinovana uzitkovost | Francie
Malajky MA starobylé | bojové Indie
Maransky MR moderni | kombinovana uZzitkovost | Francie
Minorky Mi starobylé | nosné Spanélsko
Orlovky oL starobylé | kombinovana uzitkovost | Rusko
Paduanky zdrobnélé Paz starobylé | okrasné Anglie
Plymutky PL moderni | kombinovana uzitkovost | USA
Rousné zakrslé RZ starobylé | z4jmové Evropa
Sebritky SE moderni | okrasné Anglie
Velsumky VE moderni | kombinovana uzitkovost | Holandsko
Vlasky \Y moderni | nosné Italie; Némecko
Vyandotky w moderni | kombinovana uzitkovost | USA

Pii navrhovani datasetu bylo hlavnim cilem vybrat ke kazdému plemeni minimalné 6 jedinci

od 3 chovatell. Z velké casti byl tento cil splnén, pouze u 7 obtizné sehnatelnych plemen jsme se

museli spokojit s méné nez 6 jedinci. Vzorky pefi a krve byly odebrany zejména na vystavach ¢i piimo

u zdjmovych chovatelis z Ceské republiky, Slovenska a Némecka. Vzorky tkani se podafilo ziskat

z usmrcenych embryi z nasadovych vajec téZ poskytnutych zajmovymi chovateli. V soucasné dob¢ je

veskerd pouzitd DNA ulozena v Genetické bankce Katedry zoologie Prirodovédecké fakulty

Univerzity Karlovy v Praze a je skladovana v jejim hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80° C.

Izolovano bylo celkem 171 vzorkd tkang, 78 vzorka krve a 23 vzorku pefi (Spodni ¢ast brku)

kitem DNeasy 96 Blood & Tissue Kit (Qiagen). Izolace probihala podle protokolu vyrobce kitu
(DNeasy 96 Blood & Tissue Handbook, Protocol: Purification of Total DNA from Animal Tissues
(Spin-Column Protocaol, str. 28 — 30, 07/2006).

3.2 Neutralni markery: Mikrosatelity

3.2.1 Fragmenta¢ni analyza mikrosatelitii a postup jeji optimalizace

Pro naslednou analyzu jsme vybrali 19 mikrosatelitovych lokusti - ADL0020, ADL0123,
ADLO0142, LEIO120, LEIO64, MCW0178, MCW0219, MCW0230, ADL0315, ADL0112, ADL0191,
ADL0247, ADL0262, ADL0306, COL1A1, MCWO0005 MCWO0083, MCWO0217 a ROS0302
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(Groenen et al., 1998; Groenen et al., 2000; Tab. 1). Jelikoz byly lokusy analyzovany kapilarni

elektroforézou, jeden z dvojice specialné navrzenych primert byl vzdy fluorescenéné znaceny.

Tabulka ¢. 2 — Mikrosatelitové lokusy - Vybrané primery a jejich sekvence.

Lokus F R
1. | ADL0020 | TAGATAAAAATCCTTCCCTT GCACTCAAAAGAAAACAAAT
2. | ADL0123 | GCTGTGTCAAGATTAGAATCAC AACAATGAAAAACACTACCTGA
3. | ADL0142 | CAGCCAATAGGGATAAAAGC CTGTAGATGCCAAGGAGTGC
4. | LEI0120 CGTAACACATGCAACTCAATG TTAGAATGAAAAGGCTGTTCC
5. | LElI064 TGGTTGTCTCAATACAACGTC CTGTAAAGATTTCTCAGAAACAG
6. | MCWO0178 | ACTGGAATTTTAGGGCAACAG AACTGTTAGCTAATATGACCTG
7. | MCW0219 | CCACAGCTATAAATGCTATAGC GACATGACTTACTGAAAACTAG
8. | MCW0230 | TGCACAGAGCCAAGCTGCTTC GATCCTCTGATGGCTGCCG
9. | ADL0315 | TCCTTGGGCAGTAGTTTCAA CTCCCATGTTGCTTCTTTAG
10. | ADL0112 | ATCTCAAATGTAATGCGTGC GGCTTAAGCTGACCCATTAT
11. | ADL0191 | AAAGGAAAGCCTATGTGAAT AAAGCACCAAGCGAGATACA
12. | ADL0247 | CTCTTGTTGTCTGTCTTGTG TGCATGTTGTCAGTTTTCAG
13. | ADL0262 | GTGCAGACACAGAGGGAAAG TCACATGCACACAGAGATGC
14. | ADL0306 | GTTACTGTATCTTGGCTCAT TCAGTTTGACTTTCCTTCAT
15. | COL1A1l CGGACCATGAATTTGGCATT TTACTCTCTCCTGTCACGCG
16. | MCWO0005 | ACCTCCTGCTGGCAAATAAATTGC | TCACTTTAGCTCCATCAGGATTCA
17. | MCWO0083 | GCCTTTCACCCATCTTACTGT TACATTTCAGAAGGAATGTTGC
18. | MCW0217 | GATCTTTCTGGAACAGATTTC CTGCACTTGGTTCAGGTTCTG
19. | ROS0302 | CACAGACACCCCCGTACAG ACACAGCGGTTGGTTATGCC

Optimalizace PCR u vSech téchto lokust probihala celkem na 8 jedincich (Fénixka, Velsumka,
Holokr¢ka, Bojovnice $amo, Hedvabnicka, Maranska, Plymutka a Rodajlendka). Nejprve jsem hledala
nejvhodnéjsi teplotu, pii které béhem PCR reakce probiha dosednuti primerd (annealing).
V termocykleru Eppendorf AG, No. 5345 probihala PCR pfi riznych teplotnich gradientech. Celkem
bylo testovano 8 teplot, pficemz PCR nejlépe probihala pii teplotach 56° C a 57° C. Jako vychozi jsem

zvolila teplotu 57° C, jelikoz se nakonec ukazala jako nejlepsi.

Naslednym krokem bylo sestaveni multiplexii. Jako prvni jsem vyzkousela rozdéleni nami
vybranych lokusti do dvou multiplexi. Oba multiplexy jsem se snazila slozit tak, aby se do nich
vybrané lokusy co nejvice liSily v rozsahu alel, a aby se v jejich blizkosti nevyskytovaly lokusy
znacené stejnou fluorescencni barvou. Bohuzel se ukazalo, Ze sestaveni jednoho z multiplexl nebude
funkéni. Tento multiplex jsem tedy byla nucena rozdé€lit do dvou novych multiplext, coz se nasledné
ukazalo jako uspésné teSeni (Tab. €. 3). Posledni fazi bylo upraveni poméru primeri ptidavanych
do PCR reakce. Mnozstvi ptidavanych primer jsem upravovala podle vysky peakd v jednotlivych

mikrosatelitovych lokusech.
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Tabulka €. 3 — Sestavené multiplexy

Multiplex 1 | Multiplex 2 | Multiplex 3
MCWO0178 | ADL0020 | MCWO0219
ADLO0112 | ADLO0191 | ADLO0315
MCW217 | ADLO0123 LEI0064
ADLO0142 | ADLO0262 | ADLO0247
MCW0230 LEI120 ADLO0306
MCWO0005
MCWO0083
ROS0302
COL1A1

Pro PCR reakci byl pouzit jiz kompletni mastermix Typelt (Qiagen). Prvnim krokem bylo
smichani jednotlivych multiplex (H,O; primery v odpovidajicim mnozstvi — dle piedchozi
optimalizace). Do pfipravené desticky na PCR jsem do kazdé jamky napipetovala 1 ul multiplexu
(MPX) a 4 ul mastermixu (MM). Vzhledem ke snaze co nejvice minimalizovat chyby jsem poté
z pfedem pfipravené desticky obsahujici DNA analyzovanych jedincti nanesla pipetovacim robotem
epMotion (Eppendorf) do kazdé jamky PCR desticky (S pfipravenym MPX a MM) 1 ul DNA. PCR
reakce probihala v termocykleru Mastercycler®Eppendorf AG, No. 5345. Nastavené podminky pro
0,5 minuty, nasedani primeru pfi teplot¢ 57 °C/1,5 minuty, amplifikace pfi teploté¢ 72 °C/1 minutu —
vSechny tyto podminky se opakovaly v kazdém z30 cykli. Zavérecné dosyntetizovani fetézce

probihalo po dobu 30 minut pfi teploté 60 °C.

Po PCR nasledovala ptiprava desti¢ky na fragmentaci. Do kazdé jamky jsem napipetovala 9 pl
formamidu a 0,3 pl zebiiku L1Z 500 (Genescan Liz Size Standard; Applied Biosystems). Nasledn¢
jsem pipetovacim robotem do kazdé z jamek piidala 1 ul PCR produktu. Desticku na fragmentaci jsem
stocila na centrifuze a poté jsem reakce denaturovala dvé minuty pfi teploté 95° C (MJ Research PTC-
200 Thermal Cycler). Finalnim krokem byla samotna fragmentacni analyza, ktera probihala

v Laboratofi sekvenace DNA Piirodovédecké fakulty, Univerzity Karlovy jako servis.

Tabulka ¢. 4 — Mikrosatelity — velikost PCR produkti a fluorescenéni znaceni.

Primer velikost PCR produktu | fluorescenéni barva | chromozom
(bp)
1. | MCWO0083 |83-92 PET 3
2. MCWO0178 71-93 NED 7
3 | ADL0020 97-112 PET 1
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4 ADL0262 100 - 107 6-FAM 23
5 ROS0302 96 - 111 VIC 24
6 ADLO0306 115-133 NED 3
7 COL1A1 112 -118 NED 27
8 ADLO0112 123 -132 VIC 10
9. | ADLO123 102 - 141 VIC 11
10 | ADLO0191 133 - 143 6-FAM 9
11 | MCWO0217 | 147-175 PET 18
12 | ADL0247 163 -170 VIC 5
13. | MCWO0005 | 210-253 VIC 4
14. | ADL0142 227 - 237 6-FAM 6
15. | MCW0219 | 222 - 239 NED 18
16. | ADLO0315 245 - 249 6-FAM 7
17. | LEI0120 274 - 316 VIC 15
18. | MCW0230 | 260 -298 NED 11
19. | LEIO64 285 - 307 PET 7

3.2.2 Uprava dat v programu GeneMarker

V programu GeneMarker jsem pracovala oddélené s jednotlivymi multiplexy. Nejprve bylo

nutné do tohoto programu nahrat vSechny vzorky daného multiplexu a nasledné pro tento multiplex

vytvofit panely. Pro lepsi nastaveni rozsahu alel jsem pro jednotlivé mikrosatelitové lokusy vytvofila

v programu Microsoft Excel grafy, podle nichZ jsem nasledné upravovala Sitku panelti pro jednotlivé

alely (Obr. ¢. 3). Po automatické detekci pomoci panelu probéhla jesté manualni kontrola pieéteni

kazdé alely.

180

Pozice alel

)

[any
~N
(2}

Ml

ka ragmentu (alely

100 200 300

Pocet alel

400

500

600

Obrazek ¢&. 3 — Priklad grafu mikrosatelitového lokusu MCWO0217 - Body tvoti kontinualni bloky,

které s velkou pravdépodobnosti odpovidaji jednotlivym alelam. Na zakladé téchto pozic 1ze nastavit

rozmezi Sitky panelu. Na ose Y je zaznamenana délka fragmentt identifikovanych jako alely.
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3.2.3 Analyza piibuznosti mezi populacemi a jedinci

3.2.3.1 Odvozeni populaéni struktury

Pro odvozeni populaéni struktury jsem pouzila program Structure, ktery je zaloZzen na modelu
bayesianského klastrovani na zakladé dat z multilokusovych genotypt (Pritchard et al., 2000; Evanno
et al., 2005). S jeho pomoci Ize jedince postupné zatadit do skupin (K). Jedinci jsou do téchto skupin
tfidéni na zakladé genotypu. Nejlepsi pocet skupin je detekovan pomoci hodnoty delta K. Existuji
celkem dva modely mozného zafazeni. Bud’ Ize jedince zatadit pouze do jedné populace (no admixture
model) nebo naopak do vice populaci (admixture model). Pro analyzu jsem pouzila pravé admixture
model, ve kterém podle pfedem urc¢eného poétu skupin, do kterych méli byt jedinci fazeni, béZela série

nezavislych béhu.

V programu Structure jsem analyzovala nejprve vSech 272 jedinct. VSichni tito jedinci byli
pomoci tohoto programu postupné rozdélovani od 2 do 33 skupin (K). Pro kazdou skupinu bézelo
10 béha zahrnujicich 500 000 iteraci s délkou burn-in periody 100 000 iteraci. V dal$im béhu jsem
poté analyzovala mensi vzorek 110 jedincu, ktefi byli potfebni pro naslednou srovnavaci analyzu
s imunitnimi geny (TLR). Jejich potencialni populacni struktura byla pocitana pro 1 - 25 skupin (K).
Vysledna data jsem dale analyzovala V programu Structure Harvester

(http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/), ktery nam pomohl odhalit nejlepsi pocet

genetickych skupin, do kterych lze naSe jedince roztiidit (Earl a vonHoldt, 2011). Prace s daty dale
probihala v programu Clumpak (Kopelman et al., 2015), diky kterému jsme mohli populaéni strukturu
graficky znazornit. Pro kazdé K bézelo 10 nezavislych be&hii. Béhy, které si byly nejpodobné;jsi,

nasledné vytvotily graf znazoriiujici jednotliva plemena a jejich rozlozeni v analyzovanych skupinach.

3.2.3.2 Vizualizace pribuznosti jedincu

Program Genetix pocitd korespondenéni faktorialni analyzu dat (Belkhir et al., 2004).
Vystupem znéj je 3D graf, ve kterém jsou zachyceni nami zkoumani jedinci. Plemena jsou zde
rozliSena pomoci barev, a tudiz je dobfe viditelné, jak k sobé jejich jednotlivi zastupci klastruji.

Program lze pouzit zejména na zjisténi populacni struktury.

3.2.3.3 Analyza genetické variability

Program Genalex funguje jako piidavny doplnék pro Microsoft Excel (Peakall a Smouse,

2006). Po tpravé dat, kterou tento program vyzaduje, bylo mozné vypodéitat analyzu molekularni
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variance (AMOVA) a zjistit tak, jaky je podil vysvétlené variability mezi plemeny, uvnitf plemen a
mezi jedinci navzajem. Dale bylo pomoci tohoto programu mozné detekovat privatni alely a urcit

celkovou variabilitu jednotlivych plemen.

3.2.3.4 Vizualizace vzajemné podobnosti plemen

Splitstree (Huson a Bryant, 2006) byl vychozim programem pro vizualizaci vzajemné
podobnosti plemen. Jako vstupni soubor pro tento program jsem pouzila genetické distance ziskané
programem Genalex. Na zakladé nich jsem zkonstruovala strom znazornujici ptibuznost starobylych a

modernich plemen.

3.3 Neutralni markery: Mitochondrialni DNA (D-loop, cytochrom B)

Dal$im vybranym neutrdlnim markerem byla mitochondridlni DNA, a to konkrétné dveé
Z jejich oblasti — cytochrom B a kontrolni oblast D-loop. V prvni fazi bylo vybrano 110 jedinct, kteti
byli osekvenovani pro oba tyto useky. Cilem bylo zjistit, jak jsou plemena v téchto oblastech
variabilni. Pfi nasledné analyze se ukazalo, ze osekvenovany cytochrom B nevykazuje dostate¢nou
variabilitu. Pro dal$i ucely byla tudiz pouZita pouze data ziskana analyzou kontrolni oblasti D-loop.
Velikost PCR produktu cytochromu B byla 656 bp a primery navrzené pro amplifikaci byly pouzity
podle studie Sorenson et al. (1999). U kontrolniho regionu mél PCR produkt velikost 591 bp a primery
byly navrhnuty na referenéni sekvenci - GenBank: GQ293096.1, vychozi pro nas byla studie Miao et
al. (2013).

3.3.1 Optimalizace PCR a sekvenovani

Optimalizace PCR probihala na 14 jedincich spadajicich do 7 rtiznych plemen (Fénixka
zakrsla, Japonka c¢abo, Hedvabnicka, Rousna zakrsld, Bojovnice Samo, Holokréka a Asilka).
Pouzitymi reagenciemi pro PCR bylo 5 pl jiz kompletniho mastermixu Qiagen Multiplex PCR Kit
(Qiagen, Cat. No. /ID 206143, Valencia, USA) se vSemi potiebnymi ptisadami (HotStar Tag DNA
polymeraza, MgCl,, PCR pufr a dNTPS) pro spravny pribéh reakce, 0,6 pl primert (viz tabulka ¢. 5);
denaturace 95° C/15 min, nasledovalo 35 cyklii denaturace pfi 94 °C/30 s, nasedani primert pii
60 °C/45 sa extenze pfi 72 °C/60 s. ZavéreCna extenze trvala 10 minut pfi teplote¢ 72 °C.
Po probéhnuti reakce jsem u vsech vzorkt nasledné provedla elektroforetickou detekci PCR produktu,
ktera byla nezbytnou kontrolou spravnosti amplifikace. Elektroforéza probihala na 2% agar6zovém
gelu po dobu 30 minut, pfi napéti 120 V. Gel byl pfipraven z praskové agardzy, pufru TBE

a fluorescenéniho barviva GoldView (Guangzhou Geneshun Biotech Ltd., Guangdong, China).
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S nanasenymi vzorky byl do jedné z jamek nanesen i 100 bp zebtik (Thermo Fisher Scientific) pro
odhad velikosti PCR produktu.

Tabulka €. 5 — Amplifika¢ni primery pro cytochrom B a D-loop

Primery F R
cytochrom B | AACATCTCTGCTTGATGAAA | GGGGTGAAGTTTTCTGGGTCTCC
D-loop AGGACTACGGCTTGAAAAGC | ATGTGCCTGACCGAGGAACCAG

Po uspésné optimalizaci jsem stejnym zptsobem provedla PCR u 110 vybranych jedinct.
Po ovéfeni ptitomnosti PCR produktt probihalo jejich pfe¢isténi pomoci nukleaz EXOIl a CIP (New
England Biolabs). Do sekvenaéni desticky jsem napipetovala 5 ul PCR produktu, 0,05 ul nukleazy
EXOI, 0,1 ul fosfatazy CIP a 0,1 ul ddH,0O. Takto piipravenou desticku s pie¢isténymi PCR produkty
jsem posléze zaslala do Biogenu, kde probihala sekvenaéni reakce pomoci primeru L16750 a finalni
sekvenovani Sangerovou metodou. Sekvenacni primer L16750 jsem pouzila stejny jako studie Miao

et al. (2013). Dale byl pouzit sekvenaéni primer H522 ze studie Liu et al. (2006).

Tabulka €. 6 — Sekvenaéni primery pro D-loop

Primer | Sekvence primeru Orientace

L16750 | AGGACTACGGCTTGAAAAGC F

H522 | ATGTGCCTGACCGAGGAACCAG | R

3.3.2 Analyza pribuzenskych vztahli mezi plemeny

3.3.2.1 Detekce variabilnich pozic

V programu Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml) probihala primarni

kontrola ziskanych dat ze sekvenovani. Tato data jsem dale analyzovala v internetovém programu

Fabox (http://users-birc.au.dk/biopv/php/fabox/; Villesen, P. 2007). Bylo zapotiebi provést alignment

vSech sekvenci a nasledné zjistit, kolik je v téchto sekvencich variabilnich pozic.

3.3.2.2 Konstrukce haplotypovych siti

Program Network (Bandelt et al., 1999) jsem pouzila pro vizualizaci nami ziskanych sekvenci

do formy haplotypové sité. Nasledné grafické upravy probihaly v programu Network Publisher.

Ve vysledné analyze byla vyuZita i data z ¢lanku, ktery pro nas byl pivodni inspiraci (Miao et al.

24


http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
http://users-birc.au.dk/biopv/php/fabox/

2013). Sestrojila jsem diky nim i takovy typ haplotypové sité, ktery odrazel nase data klastrujici k jiz

detekovanym haplotypovym rodinam v tomto zminovaném ¢lanku.

3.4 Imunitni geny — Toll Like Receptory (TLR)

Na vybraném datasetu 110 jedinci reprezentujicich 25 zajmovych plemen jsme analyzovali
celkem 4 Toll-like receptory, a to konkrétné receptory intracelularni TLR3 a TLR7, dale pak receptory
extracelularni TLR4 a TLRS. Cilem bylo osekvenovat protein-kodujici regiony u téchto Ctyf
imunitnich genti, odhalit veskeré ptitomné nukleotidové varianty (SNVs) a zjistit, jaka je vlastné

u téchto genti alelicka variabilita.

Primery pro amplifikaci (Tab. ¢. 7, 9, 11, 13 ) byly navrzeny na referenénich sekvencich (pod
piistupovymi ¢isly: TLR3 - NM_001011691.3, TLR4 - NM_001030693.1, TLR5 - NM_001024586.1,
TLR7 - NM_001011688.2) najitych na Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

3.4.1 Optimalizace PCR a sekvenovani vybranych TLR

PCR sekvenci jednotlivych TLR prosla slozitou, pracnou a dlouhotrvajici optimalizaci, na
které se podilely zejména Mgr. Adéla Smidova a Mgr. Zuzana Bainova v ramci projektu GACR
P502/12/P179. V nasledujicim textu shrnuji pouze stru¢né hlavni aspekty této prace. Pii optimalizaci
bylo testovano velké mnozstvi primert, z nichz bylo posléze celkové vybrano 20 pro PCR amplifikaci
a 38 pro sekvenaci PCR produktd (viz tabulky ¢. 7 — 14). Ménicimi se faktory pii PCR reakci byly
zejména Cas a teplota nasedani primert, pocet cyklt PCR reakce a Cas extenze. Dale byla ménéna uM
koncentrace primerd. Konkrétné u dvou PCR reakci byla snizena finalni koncentrace primerd
pti 95 °C po dobu 15 minut, denaturace pii 94 °C po dobu 30 s, extenze pfi teploté 72 °C, dale pak
findlni extenze 72 °C po dobu 5 minut. Pro PCR reakci byl pouzit Multiplex PCR Master Mix
(Qiagen).

Po probéhnuti PCR reakce byly PCR produkty ptecistény pomoci nukleaz EXOI a CIP (New
England Biolabs). Po pfecisténi byly vzorky zaslany do firem GATC Biotech a Macrogen ve kterych

zajistili prabéh vlastni sekvenacni reakce s ndmi navrhnutymi primery (popsany v nasledujicim textu).

TLR3

TLR3 byl rozdélen do 3 segmentu, které byly nasledné amplifikovany pomoci 3 riznych part

primerd. Pro kazdou PCR reakci byl zvlast’ vytvofen optimalni cyklus zajistujici spravnou a kvalitni
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amplifikaci PCR produkti. Na sekvenaci bylo celkem vyuzito 11 primert, z nichz 3 byly ptivodné

navrzeny jako amplifikac¢ni.
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Obrazek ¢. 4 — Lokalizace pouzitych primerti. Amplifikaéni primery pro prvni segment chTLR3-Al
jsou zde zbarveny ¢erveng, pro druhy segment chTLR3-A2 oranzove a pro treti segment chTLR3-A3

modre. Sekvenacni primery jsou zbarveny Sed¢ (Bainova et al., in prep.).

Tabulka €. 7 - Amplifikacni primery pro TLR3

Primery pro Velikost PCR Primery
PCR reakci produktu
F ATGGGATGCTCTATTCCTTGCTGGA
chTLR3-Al 2959 bp
R GGAGGAAAATGCCCCACTTTC
F CTCACTGAGCCATGTGAAGC
chTLR3-A2 2481 bp
R TGGCCAGTTCAAGATGCAGC
F GTACTCTGGTGTTGCATTTTG
chTLR3-A3 1288 bp
R TCAGCGCACTTTACTATTAGTT

Variabilni podminky PCR reakce:

e prvni segment a nastavené podminky PCR reakce — nasedani primert pfi teploté 62 °C/40 s;
zavéreéné dosyntetizovani fetézce probiha po dobu 2,5 minut; findlni koncentrace primerQ

0,2 uM; 35 cykli.

e druhy segment a nastavené podminky PCR reakce— nasedani primera pfi teploté 61 °C/40 s;
zavérené dosyntetizovani fetézce probiha po dobu 3 minut; findlni koncentrace primeri

0,3 uM; 35 cyklu.

e treti segment a nastavené podminky PCR reakce — naseddni primert pii teploté 58 °C/60 s;
zavéretné dosyntetizovani fetézce probiha po dobu 3 minut; finalni koncentrace primert

0,3 uM; 35 cyklu.
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Tabulka €. 8 — Sekvenacni primery pro TLR3.

Sekvenacni primery | Sekvence primeru Orientace | Segment
chTLR3_R1 CTGACATAATAAGCCACTAGGCC R 1
chTLR3_R2 GCAGGCTTGATCTTGATAGATGC R 1
chTLR3_F3 GCTAATTCCAGCTTGCAGGTTCTC | F 2
chTLR3_F4 TTGGAAATGTGCAAACCCAGGAGG | F 2
chTLR3_R4 AGGTCCTCCTGGGTTTGCACATTT | R 2
chTLR3_F5 CCTAAATATCACGGTACTCTGG F 2
chTLR3_F7 GTGACTGAACATCTCTTACAGGA F 3
chTLR3_F8 GTCGAGACTCCATCATACTGATC F 3
chTLR3_R3-Al GGAGGAAAATGCCCCACTTTC R 1
chTLR3_R5-A2 TGGCCAGTTCAAGATGCAGC R 2
chTLR3_R6-A3 TCAGCGCACTTTACTATTAGTT R 3
TLR4

TLR 4 byl stejn¢ jako TLR3 rozdélen do 3 segmentt a nasledn¢ amplifikovan 3 pary specialné
navrzenych primerti. Optimalizace PCR u tohoto TLR se opét tykala hlavné ¢asu a teploty nasedani

primert, poctu cyklti PCR reakce, ¢asu extenze a M koncentrace primert.
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Obrazek €. 5 - Lokalizace pouzitych primerii. Amplifika¢ni primery pro prvni segment chTLR4-Al
jsou zde zbarveny ¢erveng, pro druhy segment chTLR4-A2 oranzove a pro tieti segment chTLR4-A3

modfe. Sekvenaéni primery jsou zbarveny Sed¢ (Bainova et al., in prep.).

Tabulka €. 9 — Amplifikacni primery pro TLR4.

Primery pro PCR reakci Velikost PCR Primery
produktu
GGCATTCAAGTGACATCACAC
chTLR4-Al 2830 bp
R | ACGTGAGGTTGAGCCTGTTTGT
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F | GGTGCCACCTCCATACAATAGAAG
chTLR4-A2 1601 bp

R | TCATGTAGGCAGGTGTGTGGCATA

F | AGGCTCAACCTCACGTTGGTACTT
chTLR4-A3 2927 bp

R | GCAAGCAAACACAGCATCCAG

Variabilni podminky PCR reakce:

e prvni segment a nastavené podminky PCR reakce — nasedani primera pfi teploté¢ 61 °C/30 s;
zavéreéné dosyntetizovani fetézce probiha po dobu 2,5 minut; finalni koncentrace primert

0,3 uM; 35 cyklu.

e druhy segment a nastavené podminky PCR reakce —nasedani primeri pii teplot¢ 60 °C/40 s;
zavérecné dosyntetizovani fetézce probiha po dobu 100 s; finalni koncentrace primera

0,3 uM; 35 cyklu.

e tieti segment a nastavené podminky PCR reakce — nasedani primera pfi teploté 62 °C/30 s;
zavérecné dosyntetizovani fetézce probiha po dobu 2,5 minut; findlni koncentrace primerd

0,2 uM; 33 cyklu.

Tabulka €. 10 — Sekvenacni primery pro TLR4.

Sekvenaéni primery | Sekvence primeru Orientace | Segment
chTLR4_F2 GTCCTTTGCTCCGCATCCC F 1
chTLR4_F3 GGTCCTATTAGAAGCAGGACAG F 1
chTLR4_R1 GATGGGTAGGTCAGACAGAG R 1
chTLR4_F6 CTCTTGAGTGGACTGTGTCAGG F 2
chTLR4_F7 GATATGCCACACACCTGCCTAC F 3
chTLR4_R4 CACTGAGCAGCACCAATGAGTAG | R 3
chTLR4_R5 GAGTTTTATCTCCTCGTGATTCC R 3
chTLR4_F4-A2 GGTGCCACCTCCATACAATAGAAG | F 2
chTLR4_F5-A3 AGGCTCAACCTCACGTTGGTACTT | F 3
chTLR4_R6-A3 GCAAGCAAACACAGCATCCAG R 3
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TLR5

TLR 5 byl rozdélen do dvou segmentli a nasledné amplifikovan pomoci 2 parti primert.
Optimalizace PCR u TLRS se tykala hlavné ¢asu a teploty nasedani primerd a Casu extenze. Nasledna

sekvenacni reakce probihala s 8 primery, z nichz 2 byly pouzity jiz v pfedeslé amplifikaci.

1 3

i — —
]
1

chTLR5

Obrazek €. 6 - Lokalizace pouzitych primerti. Amplifikacni primery pro prvni segment chTLR5-A1
jsou zde zbarveny cervené, pro druhy segment chTLR5-A2 oranzoveé. Sekvenacni primery jsou

zbarveny Sed¢ (Bainova et al., in prep.).

Tabulka €. 11 — Amplifikacni primery pro TLRS.

Primery pro PCR reakci Velikost PCR Primery
produktu

F | ATGATGTTACATCAACGGC
chTLR5-A1 327 bp

R | GAATGTTATTGAACCCCAGG

F | CACTAGCTGGAGATATATGTGC
chTLR5-A2 2554 bp

R | CATCAACTGTCAGTGTGAGAC

Variabilni podminky PCR reakce:

e prvni segment a nastavené podminky PCR reakce — nasedani primera pfi teplot€¢ 56 °C/60 s;
zaveérecné dosyntetizovani fetézce probiha po dobu 30 s; finalni koncentrace primerd 0,3 pM;

35 cykla.
e druhy degment a nastavené podminky PCR reakce — nasedani primert pfi teploté 62 °C/60 s;
zavére¢né dosyntetizovani fetézce probihd po dobu 2,5 minut; finalni koncentrace primeri

0,3 uM; 35 cyklu.

Tabulka €. 12 — Sekvenacni primery pro TLRS.

Sekvenacni primery | Sekvence primeru Orientace | Segment
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chTLR5_F3 GCAACTTCATTTCCACTGCTGG F 2
chTLR5_F4 GGACGTTAGTGAGAATGGCTGG F 2
chTLR5_R2 GGTCACCCAGATTTGCGAGCC R 2
chTLR5_R3 GCACAGTCACAGACATACTTG R 2
chTLR5_R4 CCAAATGGCATCACGAATATTGTTG | R 2
chTLR5_F5 GCCTTTAATTTTGCCCAGAGC F 2
chTLR5_R1-Al GAATGTTATTGAACCCCAGG R 1
chTLR5_R5-A2 CATCAACTGTCAGTGTGAGAC R 2
TLRY7

TLR?7 byl stejné jako receptor TLRS rozdélen do 2 segmentl a poté¢ amplifikovan pomoci 2
pard primert. Jeho optimalizace se tykala hlavné teploty nasedani primerti, po¢tu cykld a casu
extenze. Nasledna sekvenace probihala celkem s 9 primery, z nichz 2 byly pouzity jiz v piedeslé PCR
reakci.
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Obrazek €. 7 - Lokalizace pouzitych primerti. Amplifikacni primery pro prvni segment chTLR7-Al
jsou zde zbarveny cervené, pro druhy segment chTLR7-A2 oranzove€. Sekvenadni primery jsou

zbarveny $ed¢ (Bainova et al., in prep.).

Tabulka €. 13 — Amplifikacni primery pro TLR7.

Primery pro PCR reakci Velikost PCR Primery
produktu

F | AAAGCAGTGGTTGCTGCTGTTGTC
chTLR7-Al 4207 bp

R | GCCACTGAGATCAAGAATTTCTAGG

F | TTGTGGAGATTGACTTCAGGTG
chTLR7-A2 3122 bp

R | GCTGCAAATGCTGAATGAGGTG

Variabilni podminky PCR reakce:

e prvni segment a nastavené podminky PCR reakce — nasedani primerd pfi teploté 62 °C/40 s;
zaveérecné dosyntetizovani fetézce probiha po dobu 4 minut; findlni koncentrace primert 0,3 pM;

38 cyklu.
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e druhy segment a nastavené podminky PCR reakce — nasedani primert pfi teploté¢ 61 °C/40 s;
zavérecné dosyntetizovani fetézce probihd po dobu 2,5 minut; findlni koncentrace primert

0,3 uM; 38 cyklit

Tabulka €. 14 — Sekvenacni primery pro TLR7.

Sekvenacni primery | Sekvence primeru Orientace | Segment
chTLR7_F3 TGCCCACGTTGCTATAACGC F 2
chTLR7_F4 GGTCGAAGTTGCAAGTCCAAAG F 2
chTLR7_F5 GATGGAAAGCCAATCTCTTCA F 2
chTLR7_R2 CGGAGTATCAGTTCTTGGAGAG R 2
chTLR7_F6 GTGATGCAGTATGGTTTGTTGGG F 2

chTLR7_F1-Al AAAGCAGTGGTTGCTGCTGTTGTC | F 1
chTLR7_F2-A2 TTGTGGAGATTGACTTCAGGTG F 2
chTLR7_R1-Al GCCACTGAGATCAAGAATTTCTAGG | R 1
chTLR7_R3-A2 GCTGCAAATGCTGAATGAGGTG R 2

3.5 Neutralni jaderné geny

Od pocatku projektu byla planovana analyza piibuznosti plemen na zakladé variability
sekvenci jadernych neutralnich markeri stanovenych pomoci amplikonového sekvenovani druhé
generace (next generation sequencing, NGS, na platform¢ Illumina MiSeq). Planovana byla
dvoukrokova PCR, kdy vprvni PCR mély byt amplifikovany zajmové tseky vybranych gent
a ve druh¢ PCR mély byt amplikony oznaceny indexy umozilujicimi identifikaci sekvenci
pochazejicich z jednotlivych jedinc. Sohledem na pozadavky zvolené sekvenaéni metody jsem
pro prvni PCR navrhovala amplifika¢ni fragmenty o0 velikosti 450 — 490 bp. Pti volbé vhodnych
nuklearnich markert pod neutralni evoluci jsem vychazela ze tii studii: Borge et al. (2005); Backstrom
et al. (2006) a Backstrom et al. (2007). Mym cilem bylo najit markery s co nejvyssi mirou genetické
variability o vhodné velikosti rovnomérné rozprostiené pies cely genom (snazila jsem se pokryt
vSechny velké chromozomy, které se v genomu kura nachazeji). Celkem jsem navrhla primery

pro 25 genti nachazejich se na 22 riznych chromozomech (viz tabulka €. 15).

Tabulka €. 15 — Vybrané jaderné geny, misto lokalizace a seznam pouZitych primeri

Gen |Chromozom| Orientace Sekvence primeri
1 VLDL  1Z F GCTACTTCATGTGGCGTAA
ACTGGGATGGAGTAAACC
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, GLDC |Z F CGATGACATACTATGG
R GCTTTAGTCAGTTCTC
3 GLDC |z F CCTGGGTGTATATCAAG
R GTGGCTCATTTACAGC
A DLD 1 F GCAAATCTGGGACTTGAAGAC
R GCAACTACATCACCAATAGCATAG
. UCHL3 |1 F TTCCCTACGTCTCTGAGTCA
R TGGGTTTGGGCAGAATGGAA
6 PSMC2 |1 F CCTTTACAGGTTGCCAG
R GTCTGCGTTGATTATC
. LAMAL |2 F TCATGCGGAACTGAGCTGTT
R AATGGAGGTGTGGCTCTGAG
o LBR 3 F TCTGTGAGTTACGTCCAGGA
R GCCAAGAGCATTGCCAAGTT
5 IGF2R |3 F TGCAGTGTGACATCAGGGTT
R TCTCACTCAAGGAGGAATACAGT
10 CHMP1B | 4 F AATGGCAGATGAAGCAGGGT
R TCCATGTTCAGATCAAGACTACAGA
" FTH 5 F GCACTCATGAACAGCACTTTG
R GTCACACAACTGGAAGGGAGA
1 FAS 6 F GAAAGTGCTAGGCAGGAGGA
R GTGTAAAGCCAGAAGGG
13 FN1 7 F TGTCTTTGACTACAGTAAAGCCAGA
R CACATGGGAAAAGAAGTGAA
14 ALASL |12 F AAAGCTCCGTGGTCATTGAG
R AGGAGGGCAGAGAGAAAGGA
15 ACTB 14 F AGATTCCATGCCCCTTCTGC
R TCATTGTGCTAGGTGCCAGG
16 RPL7A |17 F TGGCATTGGTGAGTAAGGGG
R TCACGCTTGGGCTGGATATC
17 CHC 19 F ATTGAAGAAGACTACCAGGTATGT
R ACGGGCTACAGACAGTACAAAA
18 ENO1 21 F AGATCCCAACATGCAGAGTTCT
R GCTCGCTCTTAATAGGTACAA
19 ACL 2 F ACTTCCTCCTCAATGCCAGC
R TCATCAGGTTTGGATTCGGAGA
EBF2 22 F CAGGATTTCACCATAGCATTG
20 R CTTTCTGATGGGCACCTG
HMGN2 |23 F GTGTTACATCAGCAAGTTACTG
21 R GTCACCAGAAGTACACAGTTATC
RPS10 (26 F GTTGTGAGACAGAGGAAAG
22 R GATAAAGGCAGAAGAGTGC
ANP32B |28 F GTGAGGCTCTCTGTCATTAC
R

23

CATCATCAGCTTCATCATCTTC
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T™2D2 |10 F CTACTTCAGGGCAGCAG
24 R CAACACTCAGCACAGACTC
HARS 113 F CGCTTTGGTCAGTGAGAG
25 R GGTTGAACAGCAAGGAGG

Sekvence jednotlivych  jadernych geni jsem vyhledavala v databazi Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html). Pfi volbé primerd jsem kladla diraz na minimalizaci rizika

dimerizace navrhovanych primerd (posuzovano na zakladé vazebné energie), podobnost teploty tani a
pomér CG bazi (40 — 60 %). Pii navrhovani primerQ jsem se snazila navrhovat sekvence tak, aby se na
koncich primer( (pfedevsim na 3‘konci) vyskytovaly baze C nebo G, které zajistuji lepsi ukotveni
primeru. VSechny tyto nezbytné aspekty pro spravné fungovani PCR reakce jsem ovéfovala

v programu Oligoanalyser (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer).

Optimalizace prvni PCR reakce probihala spole¢né pro neutralni jaderné geny a imunitni geny
TLR. Nejprve jsem zkousela, zdali pro vSechny vybrané geny funguji spravné primery. Spravnost
PCR byla nasledné ovétena pomoci gelové elektroforézy. Dale bylo dulezité vytvofit z jednotlivych
gent multiplexy. U celkem 8 vytvofenych multiplexti byla posléze téz provedena PCR a nasledna
kontrola PCR produktu na agar6zovém gelu. U vSech vybranych vzorki probéhla PCR reakce,
pii které byly amplifikovany vSechny vybrané oblasti analyzovanych gent. Pribéh PCR reakce:
pii 60 °C/75 s a extenze pii 72 °C/30 s. Zavére¢na extenze trvala 10 minut pfi teplot€¢ 68 °C. Prvni

PCR probihala v malém poctu cykll ve snaze minimalizovat riziko vzniku PCR artefakti.

Pro analyzu bylo vybrano 192 vzorkd reprezentujicich 22 zajmovych plemen, které jsem
nasledné zaslala Dr. Vladimiru BeneSovi do EMBLU v Heidelbergu, kde méla byt provedena druha
PCR s indexy znaenymi primery a vzniklé amplikony mély byt osekvenovany na pfistroji Illumina
MiSeq). Bohuzel analyza ukazala, ze pii prvni PCR vznikaly v multiplexech kratké nespecifické
produkty o délce 200 bp a ty po prvnich deseti cyklech vyrazné ptevazovaly nad pozadovanymi
amplikony. Proto s témito produkty nebylo mozné dale pracovat. Snazili jsme se zjistit, kde presné
v celém procesu doslo k chybé. Nejdiive jsme zkouseli spravnou funkénost primerd po prvni a druhé
PCR. Naamplifikovali jsme PCR produkty s primery pro 1. a 2. PCR v poctu 15 a 25 cykld a pomoci
gelové elektroforézy ovétili, ze primery funguji. Chybu bylo potfebahledat jinde. Zopakovali jsme
tedy vse, co délali v EMBLu. Naamplifikovali jsme vSechny vytvofené multiplexy pro 2 vzorky
a pustili obé kola PCR. Nasledn¢ jsme se snazili najit nespecifity multiplexd po provedeni 2. PCR. Az
po tomto kroku jsme dosli ke zjisténi, co se stalo s nasim 500 bp produktem. Pfi optimalizaci poctu
PCR cykll se ukazal pocet cykld 1. PCR mnohem zasadnéjsim, nez se zprvu zdalo. Po 10 cyklech

PCR reakce nam vzniklo pfili§ malo specifického templatu. Druhym problémem vsak zustala
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existence nespecifického PCR produktu, ktery zabranoval sekvenovani (to bylo velmi vyrazné zvlasté
u ¢ty multiplexti). Tento problém se jiz bohuzel nepodafilo vyfeSit ani za pouziti klonovani
a sekvenovani nespecifickych produkti. Mou domnénkou je, Ze chyba nejspiSe spocivala
v dimerizujicich primerech. Ptes veskerou snahu se mi vSak nepodafilo zjistit, o které dvojice primert
v multiplexu $lo. Je mozné, Zze dalsi optimalizace primerti a uplné nové sestaveni multiplextt mohly
prispét k Gsp&sné analyze. Casova kapacita na feSeni tohoto problému vsak piesahla mé moznosti

a musela jsem proto tuto ¢ast projektu ukongit.
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4. Vysledky

4.1 Obecna charakteristika genetické variability studovanych plemen

Variabilita plemen detekovana na ziakladé analyzy mikrosateliti

Celkem jsem analyzovala 19 mikrosatelitovych lokustt u 272 jedincd reprezentujicich

33 zajmovych plemen. Pro zavérecné srovnani s TLR vSak bylo pouzito pouze 110 vybranych jedinci,

25 plemen. Lokusy vykazovaly rizné stupné variability (Tabulka ¢. 16). Jako nejméné variabilni byl

shleddn mikrosatelitovy lokus ADL0315, u kterého byly detekovany pouze 3 alely. Nejvétsi variabilita

byla naopak pozorovana u lokusu MCWO005, ve kterém bylo zjist€éno 25 moznych alel. Dal§im

faktorem, ktery jsem u vSech lokust sledovala, bylo procento heterozygotnich jedinci. Nejvyssi pocet

heterozygotnich jedincti byl zjistén u lokusu LEI120. Naopak nejnizsi podil byl pro lokus MCW02109.

Celkem bylo u porovnavanych 272 jedinct detekovano 37 privatnich alel z celkového poctu 197 alel

(tabulka ¢. 17). Nejvice privatnich alel bylo nalezeno v lokusu MCWO0035, kde mélo po jedné privatni

alele 8 plemen. Jako plemeno nejbohatsi na privatni alely se ukazaly Velsumky, které jich mély

celkem 5 na péti lokusech (tabulka ¢. 17).

Tabulka ¢. 16 — zakladni charakteristika mikrosatelitu

Lokus pocet alel | heterozygotnost
1. MCWO0083 5 53,3 %
2. MCW0178 8 33,5 %
3 ADL0020 8 43,8 %
4 ADL0262 7 40,4 %
5 ROS0302 8 48,2 %
6 ADL0306 7 57,4 %
7 COL1A1 7 50,7 %
8 ADL0112 4 38,6 %
9. ADL0123 14 38,2 %
10 ADLO0191 6 50,7 %
11 MCW0217 10 52,6 %
12 ADL0247 6 32,4 %
13. MCW0005 18 51,5 %
14, ADLO0142 5 41,9 %
15. MCW0219 9 30,9 %
16. ADL0315 3 41,5 %
17. LEI0120 16 64,0 %
18. MCW0230 10 36,0 %
19. LEI064 12 60,0 %

Tabulka €. 17 - Detekované privatni alely — analyza mikrosatelitovych markera.

Lokus Pocet privatnich alel

Plemena

1. | ADL0020

2

Kocinky zdrobnélé, Velsumky
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2. | ADLO123 4 Asilky, Barneveldky, Orlovky, Velsumky

3. | ADLO0142 1 Maransky

4. | LEI0120 4 Brahmanky, Maransky, Orlovky, Velsumky

5. | LEIO64 - -

6. | MCWO0178 4 Asilky (2 alely), Australky, Plymutky

7 MCWwW0219 1 Bojovnice Samo

8. | MCW0230 4 Bojovnice §amo, Fénixky, Hedvéabnic¢ky, Japonky ¢abo

9. | ADL0315 - -

10. | ADLO0112 2 Plymutky, Velsumky

11. | ADL0191 2 Barneveldky, Padudnky zdrobnélé

12. | ADL0247 1 Australky

13. | ADL0262 - -

14. | ADL0306 1 Plymutky

15. | COL1Al - -

16. | MCWO0005 8 Araukany, Barneveldky, Hedvabnicky, Jokohamky,
Malajky, Paduanky zdrobnélé, Rousné zakrslé, Velsumky

17. | MCWO0083 - -

18. | MCW0217 1 Holokrcky

19. | ROS0302 2 Asilky, Japonky ¢abo

Variabilita plemen detekovana na zakladé analyzy TLR

Analyza imunitnich gent probéhla celkem u 110 jedinct spadajicich do 25 plemen (Bainova
et al., in prep.). V ramci tohoto souboru jedinct bylo detekovano 38 nukleotidovych variant (SNV)
v TLR3, 27 SNV v TLR4, 19 SNV v TLR5 a 20 SNV v TLR7. Z téchto nalezenych nukleotidovych
variant se jich ve frekvenci vyssi nez 1 % nachazelo celkem 90. Vzhledem k frekvenci jsou znaceny
jiz jako nukleotidové polymorfismy (SNP). TLR3 mélo zcelkového mnozstvi detekovanych
nukleotidovych variant 34 SNP, TLR4 26 SNP, TLRS5 15 SNP a TLR7 téz 15 SNP. Z hlediska alelické
variability se jako nejvariabilngj$i ukazal TLR4. Bylo u néj detekovano celkem 70 alel. Nejnizsi
alelickou variabilitu naopak vykazoval TLRS5 s pouhymi 22 alelami a TLR7 s 26 alelami. U TLR3
bylo nalezeno 36 alel. V analyzovaném souboru jedinct bylo dale detekovano 101 privatnich alel
z celkového poctu 154 alel (Tabulka €. 18).

Tabulka ¢&. 18 — Zakladni charakteristikaTLR.

Receptor | Pocet alel | Heterozygotnost | Podet privatnich | Plemena s nejvy$sim poctem

alel privatnich alel
1. | TLR3 36 62,7 % 22 Bojovnice $amo, Japonky cabo
2. | TLR4 70 56,4 % 52 Araukany
3. | TLR5 22 51,8 % 12 Araukany, Bantamky,

Barneveldky zdrobnélé,

Bojovnice §amo, Cesky

4. | TLRY 26 60,9 % 15 Hedvabnicky
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4.2 Zmapovani hrubého ramce piivodu modernich plemen mezi starobylymi plemeny

Vychozim predpokladem pti mapovani ptivodu plemen bylo sdileni genetickych znakii mezi
starobylymi a modernimi plemeny. Analyza téchto znak byla smérodatna zejména pro identifikaci
jednotlivych plemen a odhaleni jejich vzajemné piibuznosti. Analyzovala jsem data ziskana
fragmentacni analyzou 19 mikrosatelitovych lokusti u 272 jedinct reprezentujicich jak starobyla, tak

moderni plemena.

Nejprve jsem mikrosatelitova data analyzovala v programu Genetix, ktery mi poskytl prvni
nahled na strukturu dat. Z 3D grafu je patrné, Ze vétSina jedinct klastruje blizko u sebe a to napfic
plemeny. Pouze nékolik jedinct je viditelné vychylenych od hlavni skupiny. VétSinou se ukazuje, Ze
jedinci v ramci plemen jsou si pfibuzni a nachazeji se ve stejné Casti grafu. Viditelné odlisné je
plemeno Orlovka, které tvoii zcela osamoceny shluk, a dale pak plemena Japonka ¢abo a Ceska, ktera

jsou distribuovana na okrajich hlavniho klastru.

Axe 2 (3,67 %)

Axc 3 (3.24 %)

-10 000 -5000 5000
Axe 1 (4.59 %)

Obrazek €. 8 — 3D model znazoriujici pribuznost plemen na zakladé korespondencni faktorialni
analyzy mikrosatelitnich marker v programu Genetix. Vyrazné odchylena jsou plemena Orlovka

(zeleng), Ceska (svétle modie) a Japonka ¢abo (tmavé modte).
Data byla dale analyzovana v programu Structure, kde doslo k jejich postupnému zafazovani

od 2 do 33 skupin (K; obrazek ¢. 28 v piiloze). Pfi mensich hodnotach K bylo dobfe pozorovatelné,

ktera plemena k sobé vzajemné klastruji. ZvétSujici se K ukazuje, jak se jedinci postupné rozpadaji
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do jednotlivych plemen. Jako nejlepsi K byly ur¢eny K =2, K =3, K =6, K =14 a K = 29 (Obrazek

¢. 9). Na zakladé nich 1ze nase data nejlépe popsat a interpretovat.

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

L(K) (mean +- SD)
-10000

. i

—14000

‘! V

Mean of est. Ln prob of data

-15000

—16000

Obrazek €. 9 — Grafické zobrazeni optimalnich K, kterd ndm mohou pomoci vysvétlit populacni
strukturu (Evanno et al., 2005). Na druhém obrazku je zobrazena pravdépodobnost béhi. Zohlednén

zde neni pouze nartst pravdépodobnosti jednotlivych K, nybrz i jejich rozptyl.

Tabulka €. 19 — Nejlepsi nalezené K, do kterych mohou byt analyzovani jedinci rozdéleni. Jako
nejlepsi byly uréeny zejména K = 2, K = 6 a K = 29. Hodnota delta K slouzi jako indikator
pravdépodobnosti daného K (Evanno et al., 2005).

Nejlepsi skupiny | delta K
K=2 733.552633
K=3 5.985441
K=6 7.128601
K=14 4.805431
K =29 6.713204
K=2
A AU BAz BHz BSA FX HDz HK JK KCKR MA MR PAz RZ v w

AR BA BH BN CZ FXz HE HKzJPC KCz LF Ml OL PL SE VE

Obrazek €. 10 — K = 2 — Detekce populacni struktury pii rozdéleni plemen do 2 skupin.
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Pii K = 2 (Obrazek ¢. 10), které se ukazalo jako vyrazné nejlepsi pro popis populaéni struktury
(Tab. €. 19), spolu do stejné skupiny znatelné spadaji Bantamky, Holandské chocholaté zdrobnélé,
Laflesky, Minorky, Orlovky, Paduanky zdrobnélé, Rousné zakrslé, Sebritky a Vlasky. Kromé
Bantamek, které pochazeji z Javy, byla zbyla plemena vyslechténa v Evropé. Do druhé skupiny pak
patii Araukany, Australky, Barneveldky, Brahmanky, Brahmanky zdrobné¢lé, Bojovnice Samo,
Fénixky, Fénixky zdrobnélé, Holand’anky zdrobnélé, Hedvabnicky, Jokohamky, Japonky cabo,
Kocinky, Kocinky zakrslé¢, Kadetavé slepice, Malajky, Maransky, Plymutky a Wyandotky. Tato
skupina je zna¢né heterogenni, spadaji do ni jak plemena starobyla, tak plemena moderni. Plemena
Araukana, Ceska, Holokréka, Holokréka zakrsla a Velsumka sdileji intermedidlni alelické frekvence

mezi obéma skupinami.

K=3

A AU BAz BHz BSA FX HDz HK JK KCKR MA MR PAz Rz \% W

AR BA BH BN CZ FXz HE HKzJPC KCz LF Ml oL PL SE VE

Obrazek €. 11 — K = 3 - Detekce populacni struktury pii rozdéleni plemen do 3 skupin.

V piipadé rozdéleni analyzovanych jedincti do 3 skupin (Obr. ¢. 11) K sobé& nejvice spadaji
Bantamky, Holandské chocholaté zdrobnélé, LafleSky, Minorky, Paduanky zdrobnélé, Rousné zakrslé
a Sebritky. Kromé Orlovek, které se od této skupiny oddélily, spolu stale klastruji stejna plemena jako
v predchozim b&hu pii K = 2. Orlovky nové spadaji do skupiny s plemeny Araukana, Asilka, Ceska,
Fénixka, Velsumka a Vlaska. Lze pozorovat pomérné vyvazené zastoupeni jak starobylych, tak
modernich plemen. Do posledni skupiny se stejné jako v pfedchozim béhu jednoznaéné zatadily
Australky, Barneveldky, Brahmanky, Brahmanky zdrobnélé, Fénixky zdrobnélé, Kocinky, Kocinky
zakrslé, Kadefavé slepice, Maransky a Plymutky. Zbyla plemena méla sdilené znaky se vSemi

skupinami a nebylo mozné je v tomto bé&hu s jistotou zatadit.

K=6

A AU BAz BHz BSA FX HDz HK K KC KR MA MR PAz RZ \% W

m 1 T g -, T " ll.-l-l = l--—-—-l.---r

AR BA BH BN cz FXz HE HKz JPC KCz LF Mi oL PL SE VE

Obrazek ¢. 12 — K = 6 - Detekce populaéni struktury pii rozdéleni plemen do 6 skupin.
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V ptipadé K = 6 se jiz mnoha plemena neshlukuji do uniformnich populaci (Obr. ¢. 12). Pfesto
si Bantamky stale udrzuji nejvyssi podobnost s plemeny Holandska chocholata zdrobnéla, Lafleska,
Minorka, Paduanka zdrobnéla a Rousna zakrsla. Od této skupiny se oddélilo plemeno Sebritky, které
utvaii novou skupinu spoleéné¢ s Maranskami. Dalsi skupinu tvoii Australky, Barneveldky,
Brahmanky, Brahmanky zdrobnélé, Kadetavé slepice, Kocinky, Kocinky zakrslé a Plymutky.
Ve spolecné skupiné se spolu stale udrzuji plemena Bojovnice Samo, Fénixka, Fénixka zdrobnéla,
Hedvabni¢ka a Japonka ¢abo. Od zbytku plemen se vyrazné oddéluji Cesky. Posledni vytvofena
skupina je sloZena z plemen Araukany, Holokr¢ky zdrobnélé, Vlasky a Velsumky.

AU BAz BHz FX Dz KC KR MA MR PAz Rz \%

H i !l!||l"l'“"'1'1r [, ﬂ
AR 1"

AR BA BH BN cz HE HKz JPC KCz LF Ml oL PL SE VE

Obrazek €. 13 — K = 14 - Detekce populacni struktury pii rozdéleni plemen do 14 skupin.

Dalsi rozdéleni (Obr. ¢ 13) pfinasi jesté vice zmeén nez rozdéleni predchozi. Plemena se
zaCinaji vice liit a objevuje se mnoho jasnych novych vztahti. Mnohé z téchto plemen se jiz zacinaji
rozpadat do vlastnich skupin, coz poukazuje na jejich vnitini homogenitu. Svou skupinu si stale drzi
Holandské chocholaté zdrobnélé, Laflesky a Minorky. Dochazi k oddéleni Bantamek, které vytvareji
novou skupinu s Orlovkami. Cesky si udrzuji své postaveni a tvoii samostatnou skupinu. Svou vlastni
skupinu si vytvafeji i Fénixky a Fénixky zakrslé. Araukany se ukazuji jako zna¢né heterogenni.
Nejvice vsak sdileji znaky s Bojovnicemi Samo. V jedné zpivodnich skupin zistavaji jiz jen
Hedvabnicky a Japonky ¢abo. Australky spole¢né s Kocinkami a Kadefavymi slepicemi téZ spadaji
do samostatné skupiny. Vlastni skupinu si vytvaieji nejen Vlasky, ale i Rousné zakrslé. Barneveldky

klastruji spolecné s Barneveldkami zdrobnélymi, Brahmankami a Plymutkami.

K=29

A AU BAz BHz BSA FX HK K KC KR MA MR PAz Rz w

UTT VR

AR BA BH BN cz FXz HE HKz JPC KCz LF Mi oL PL

Obrazek €. 14 — K = 29 - Detekce populacni struktury pii rozdéleni plemen do 29 skupin.

Pii K = 29 je zietelné videt, Ze si kazdé z plemen vytvari svou vlastni skupinu (Obr. ¢. 14).
Urc¢ita plemena stale vykazuji vyrazné sdileni znakt s nékterymi skupinami, avSak vétSinou jiz
zUstavaji ustalené ve své vlastni skupin€. Heterogenita je nejvice pozorovatelnd v plemenech Asilka,

Araukana, Barneveldka zdrobné¢la, Bojovnice Samo, Holokrc¢ka, Jokohamka, Malajka, Velsumka a

40



Wyandotka. Naopak jako nejvice ustalenad se ukazuji plemena Bantamka, Barneveldka, Ceska,
Kocinka a Maranska.

Pomoci genetickych distanci mikrosatelitt jsem v programu Splitstree zkonstruovala strom,

ktery popisuje vzajemnou podobnost plemen. Diky sdilenym alelam skoro vSechna plemena

klastrovala do skupin, které byly detekované jiz v programu Structure.

Australky

0]

Barneveldky

e Barneveldky zdrobnélé
Cesky

Holokr¢ky zdrobnélé
Maransky

0]

Plymutky
Sebritky
e Vlasky

Velsumky
e Wyandotky

Obrazek ¢. 15 — Zobrazeni vzajemné podobnosti plemen v programu Splitstree. Barevné jsou

zakrouzkované oblasti, kde se nachazeji moderni plemena a jim pfibuzné starobylé plemena.
Vysledky anylyzy klastrovani plemen z programu Structure koresponduji s distancemi mezi

plemeny zjisténymi v programu Genalex a vizualizovanymi v programu Splitstree. Pfibuznost

modernich plemen plemenim starobylym je vyznacena v Tabulce ¢. 20.
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Tabulka €. 20 — Pravdépodobna piibuznost modernich a starobylych plemen

Moderni plemeno

Starobylé plemeno

Australky Kocinky zakrslé, Kadetavé slepice, Brahmanky
Barneveldky Brahmanky

Barneveldky zdrobnélé Brahmanky

Cesky Orlovky

Holokréky zdrobnélé

Brahmanky, Holokrcky

Maransky Brahmanky

Plymutky Brahmanky, Kocinky

Sebritky Bantamky

Vlasky Minorky

Velsumky Asilky, Brahmanky, Fénixky, Kocinky, Malajky
Wyandotky Asilky, Brahmanky, Fénixky, Kocinky, Malajky

4.3 Identifikace moZného geografického plivodu nami vybranych starobylych a modernich

plemen kura domaciho na zakladé analyzy kontrolniho regionu mtDNA

Analyza mitochondridlnich haplotypovych skupin do kterych spadaji evropska plemena

Z naSeho datasetu

Sestrojené mitochondrialni haplotypové sité ukazaly, Ze jedinci v naSem souboru spadaji

celkem do 4 mitochondrialnich rodin. Nejbézngjsi haplotypovou rodinou je rodina E1, do které spada

nejvetsi ¢ast vzorki z naseho souboru. Do haplotypové rodiny A spadaji Japonky, Brahmanky, Rousné

zakrslé a Paduanky zdrobnélé. V haplotypové rodiné B je pouze Bojovnice Samo. Haplotypovou

rodinu C1 reprezentuji taktéZ Bojovnice Samo a Japonky. Na zikladé ziskanych dat nebyla

identifikovana Zadna dosud neznama haplotypova rodina. Plemena jako Japonky, Bojovnice $amo,

Rousné zakrslé nebo Brahmanky ptedstavuji plemena nesouci vice typ mitochondrialnich haplotypt

a spadaji tudiz do vice haplotypovych rodin.
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Lineage

Bameveldky zdrobnéle
Brahmanky
Brahmanky zdrobnéle
Bantamlky
Bojovnice $amo
Cedky
Féniuky
Fénisley zdrobnéle
Holandanky
Hedvabmitky
Holokrky
Holokrtky zdrobnglé
Jokohamiy
Japonky
Kotinky
Kadefavé slepice
Lafledky
Malajky
Minorky
Otoviy
Paduanky zdrobnélé
Rousné zakrslé
Sebritloy

IO EEE0NOECOOOEEEOOED

Obrazek €. 16 — Graficky znazornéné rozlozeni nami analyzovanych plemen ve 4 identifikovanych

haplotypovych rodinach.

Porovnani naSich vzorku s dalsi studii zabyvajici se genetickou diverzitou kura domaciho
Porovnani frekvenci haplotypovych rodin v nami analyzovych plemenech s geografickou

distribuci haplotypovych rodin zjisténou ve studii Miao et al. (2013) naznacuje, ze vétSina evropskych

plemen méa pravdépodobné ptivod v Indii ¢i jihovychodni Asii.

Obrazek €. 17 — Celosvétové rozlozeni jednotlivych haplotypovych rodin podle Miao et al. (2013).
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Na obrazku ¢. 17 lze vidét detekovanou diverzitu v ramcei haplotypovych rodin prezentovanou
ve studii Miao et al. (2013). Haplotypové skupiny, které jsem identifikovala, tvoii pouhy zlomek
moznych variant haplotypli. Zajimavosti je, Ze zajmova plemena vykazuji podobnou strukturu

mitochondrialnich haplotypt jako dfive studovana komercni evropska plemena.

W nase vzorky

Obrazek ¢. 18 — Prehled existujicich haplotypovych rodin zndzornénych v grafu spoleéné s nami

analyzovanymi vzorky (¢ervené zbarveni).

Na zaklad¢ dat ze studie Miao et al. (2013) jsem sestrojila grafy zobrazujici frekvence
mitochondrialnich haplotypt volné Zijicich jedinc rodu Gallus v riznych haplotypovych rodinach
(Obrazek €. 19). Podle toho bylo mozné urcit hruby ptivod naSich analyzovanych jedinct. Grafy jsem
utvorila pouze pro poddruhy s dostate¢nym zastoupenim analyzovanych jedinct, tedy poddruhy G. g.
Gallus, G. g., spadiceus a G.g.murghi.. Vzhledem knizkému zastoupeni jedinct jsem vytadila

poddruhy G. g. bankiva a G. g. jaboullei.

mA

. & : Q.

D

Gallus gallus gallus
(N=27)

=E Gallus gallus spadiceus
(N=18)

Gallus gallus murghi
(N=30)

44



Obrazky ¢ 19 — Kruhové grafy vybranych poddruhti rodu Gallus sestrojené na zakladé dat
publikovanych ve studii Miao et al. 2013. V kazdém grafu jsou vyznaceny haplotypové rodiny (A, B,

C, D nebo E), které byly u daného poddruhu detekovany.

haplotypova rodina A
haplotypova rodiny B
haplotypova rodina C1

- haplotypova rodiny E1

Obrazek €. 20 — Mapa s vyznacenym umisténim detekovanych haplotypovych rodin. Geograficky
puvod haplotypovych rodin bylo mozné stanovit na zakladé frekvenci alel poddruh (Obr €. 19)

a nasledné shody s nasimi vzorky.

Do haplotypové skupiny A spadaly zejména poddruhy jihovychodni Asie - G. g. gallus a G. g.
spadiceus, které tudiz mohou byt povazovany za piedky nami detekovanych plemen v této

haplotypové roding, a to Japonek, Brahmanek, Rousnych zakrslych a Paduanek zdrobnélych.

Haplotypova rodina B zahrnovala pouze jedno z nami analyzovanych plemen — Bojovnice
Samo. Piedky, ktefi sdileli stejnou haploskupinu jsou téz poddruhy G. g. gallus nebo G. g. spadiceus

pochazejici z jihovychodni Asie.

V haplotypové rodiné¢ C1 byly detekovany Bojovnice Samo a Japonky. Jejich predkem je
podle zasoupeni poddruhti v totozné haplotypové rodiné zejména severoindicky G. g. murghi a dale

G. g. spadiceus z jihovychodni Asie.
Predkem vétsiny plemen spadajicich do haplotypové rodiny E1 je s velkou pravdépodobnosti

zejména G. g. murghi pochazejici ze severni Indie. Dal§im potencialnim pfedkem muize byt i G. g.

gallus, jehoz néktefi zastupci téz spadali do haplotypové rodiny E1.
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4.4 Srovnani miry neutralni a funké¢ni variability mezi plemeny

Alelicka diverzita neutralnich markeru a funk¢énichgeni u jednotlivych plemen

Miru variability jsem detekovala na zakladé vysledki z programu Genalex. Srovnavala jsem
vysledky ziskané analyzou mikrosateliti a TLR 9 plemen, u kterych bylo analyzovdno minimalné
5 jedinct. Snazila jsem se zjistit, kterd plemena jsou nejvariabilngjsi. Vzajemné porovnavana byla
asijska a evropska plemena. Pocatecni hypotéza predpokladala vyssi variabilitu u asijskych plemen.
Dale jsem hodnotila, ktera plemena vykazuji nejvys$si heterogenitu a ktera jsou naopak
nejuniformnéjsi. Cilem bylo zjistit, zdali jsou evropska plemena oproti asijskym plementim vice

uniformni.

Nejprve jsem se zabyvala daty ziskanymi analyzou mikrosatelitl. Ukazalo se, Zze se neda
jednoznacné urcit, ktera skupina plemen vykazuje vyssi variabilitu (Obr. ¢. 21). Jako nejvice variabilni
se ukazala plemena Bojovnice $amo a Brahmanka (BSA, BH; asijsky puvod) a Araukana (AR;
jihoamericky pivod). S vyjimkou Holokréek zdrobnélych se jako variabiln€j§i ukazuji asijska

plemena.

12 -

o Pocet alel na jedince - MSATS

g

6

s

)

0 | AR | BSA | BH

LF SE cz BN HK HKz

Pocet alel

Plemeno

Obrazek €. 21 — Pocet alel mikrosateliti u 9 plemen. Modie jsou znacena asijska plemena, zelené

evropska, ¢ervené jihoamericka.

Dale jsem analyzovala data ziskana analyzou TLR u téhoz vzorku 9 plemen. Jednoznacné se

zde jako nejvice variabilni plemena ukazuji Araukany (AR; jihoamericky ptivod), Bojovnice $Samo
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(BSA; asijsky ptivod) a Cesky (CZ; evropsky ptivod). Na zakladé analyzy funkénich gent se asijska
plemena ukazuji jako lehce variabilngjsi.

. Pocet alel na jedince - TL
)
1,5
1
0,5 j I
0 - T T T T T T T T
SE BN HK BH Ccz AR

Plemeno v,  |f BSA

Pocet alel

Obrizek €. 22 — Pocet alel ziskany analyzou TLR u 9 plemen. Modfe jsou znacena asijska plemena,

zelené evropska, Cervené jihoamericka.

Dale jsem zjistovala, jestli jsou moderni plemena geneticky uniformnéj$i nez plemena
starobyla. Vychazela jsem z dat ziskanych analyzou mikrosateliti u 21 plemen, ktera méla v datasetu
nejméné 9 zastupct. Nejprve jsem zjistovala, jaky je u nich pocet mikrosatelitovych alel na jedince.
Jako nejvice uniformni se podle analyzy frekvence alel ukizalo moderni plemeno Ceska (CZ) a
starobylé plemeno Bantamka (BN). Na zaklad¢ vysledkd nebylo jasné vidét, ktera skupina plemen je
variabilngjsi. Vzhledem k tomuto zjisténi nelze potvrdit ptivodni hypotézu, ktera predpokladala vyssi
uniformitu  modernich plemen. Data jsem dale otestovala dvouvybérovym neparovym
neparametrickym testem (Wilcoxon-Mann-Whitney Test). Vysledna p-hodnota (p<0,66) byla

neprukaznd a plemena se neliSila.

Pocet mikrosatelitovych alel na jedince

Pocet alel

o N L [e)] 0o
1

CZ BN SE RZ MR HE MI BA V BSAOL LF AR BH AU W VE HK PL JPC A

Plemeno

47



Obrazek ¢. 23 — Srovnani variability starobylych a modernich plemen na zakladé poctu alel na

jedince. Starobyla plemena jsou znaéena zelené, moderni plemena modre.

U starobylych a modernich plemen jsem se dale zaméfila i na srovnani jejich
heterozygotnosti (Obr. ¢. 24). Vypocitala jsem si, kolik ma kazdé plemeno heterozygotnich lokusi na
jedince vramci daného plemene. Téz jsem vychazela z dat ziskanych od 21 plemen s nejméné 9
zastupci. Jako nejvariabilngjsi plemeno, které disponovalo vysokym poctem heterozygotnich lokusii
na jedince, se ukazalo moderni plemeno Maranska (MR). Kromé Sebritek a Cesek, které oplyvaly
nizkou heterozygotnosti, se zbyla moderni plemena ukazala jako velice variabilni. V mnohych
ptipadech svou variabilitou starobyla plemena pfevySovala. Jako nejvariabilngjsi starobylé plemeno se
ukédzaly Holokrcky. Data jsem téz dale otestovala dvouvybérovym nepdrovym neparametrickym
testem (Wilcoxon-Mann-Whitney Test). Vysledna p-hodnota (p<0,54) se i zde ukazala jako

neprukazna.

Heterozygotnost

[any
N
)

=
o
I

Poéet heterozygotnich lokusd na
jedince

SE RZ BN MI BH CZ HE LF JPCBSAOL V W AR A BA VE PL HK AU MR
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Obrazek €. 24 - Srovnani variability starobylych a modernich plemen na zakladé poc¢tu

heterozygotnich lokusti na jedince. Starobyla plemena jsou znacena zelen€, moderni plemena modie.

Vzajemné porovnani rozruznénosti populaci na zakladé neutralni a funkéni variability mezi

plemeny

Srovnani miry neutralni a funkéni variability mezi plemeny jsem provedla na souboru celkem
110 vybranych jedinct reprezentujicich 25 plemen. Vysledky ukazaly, ze u neutralnich markert byl
nejvetsi podil genetické variability vysvétlen heterozygotnosti jednotlivych jedinci. Neutralni

geneticka variabilita vysvétlena variabilitou mezi populacemi je 32 % a genetickd variabilita mezi
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jedinci vysvétlovala pouze 8 % variability v datech (Obrazek ¢. 25). U funkénich gend (TLR) se
ukazal vysledek oproti ocekavani podobny vysledku ziskanému u mikrosateliti (Obrazek ¢. 26). Opét
byla nejvéEtsi Cast variability vysvétlena heterozygotnosti jednotlivych jedincti a geneticka variabilita
vysvétlena variabilitou mezi populacemi byla 27 %, tedy jen nepatrné niz$i nez u neutralnich markerd.

Podil variability vysvétleny odliSnostmi mezi jedinci byl 7 %

Molekularni variance - mikrosatelity
Mezi
populacemi
32%
Uvnitf Mezi jedinci
jedinca 8%
60%

Obrazek €. 25 - Analyza molekularni variance 110 jedinc v programu Genalex zobrazujici kolik
variability ve struktufe mikrosatelitti vysvétluje variabilita mezi plemeny, mezi jedinci navzajem a

uvnitf jedinci samych.

Molekularni variance - TLR
Mezi
populacem
i
27%
UvnitF
jedinca Mezi
66% S
jedinci
7%

Obrazek €. 26 - Analyza molekularni variance 110 jedinct v programu Genalex zobrazujici kolik

variability mize byt TLR vysvétleno mezi plemeny, mezi jedinci navzajem a uvnitf jedinct samych.

Vzajemné porovnani rozruznénosti populaci modernich a starobylych plemen

na zakladé variability neutralnich markeru

Na celém datasetu 272 jedinct byla porovnana geneticka struktura modernich a starobylych
plemen. Analyza ukazala, Ze u nich nejsou v genetické struktufe populaci zadné vyrazné rozdily.

U starobylych plemen bylo celkem 62 % variability vysvétleno heterozygotnosti, u modernich plemen
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to bylo 66 %. Geneticka variabilita vysvétlena variabilitou mezi populacemi byla 28 % u starobylych

plemen a 27 % u modernich plemen.

4.5 Srovnani miry sdileného polymorfismu (genového toku / ancestralniho polymorfismu) na

neutralnich znacich a imunitnich genech.

Miru sdileného polymorfismu jsem nejprve srovnavala na datech ziskanych analyzou
mikrosatelitt u 110 plemen. V programu Genalex jsem stanovila celkovy pocet alel sdilenych
studovanymi plemeny pro vSechny zkoumané neutralni markery. Celkem bylo detekovano
41 privatnich alel z celkového poctu 163 alel (25,2 %; 8,79 alel na lokus), ostatni alely byly sdileny
2 az 32 plemeny (Obrazek ¢. 27). Miru polymorfismu jsem dale zjistovala i u imunitnich gent.
Analyzovan byl stejny vzorek 110 plemen, pro které jsem taktéz zkonstruovala graf zobrazujici pocet
plemen sdilejici dany pocet alel. Detekovala jsem 101 privatnich alel z celkového poctu 154 alel
(65,6 %; 38,5 alel na lokus), ostatni alely byly sdileny 2 az 16 plemeny (Obrazek ¢. 27). Data jsem
dale testovala pomoci parového neparametrického testu (Wilcoxon Signed-Rank Test). Detekovana
p-hodnota byla: p = 0,001.

Sdileni alel mikrosatelitu a TLR
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Obrazek ¢. 27 — Zobrazeni sdileni alel mikrosateliti a TLR mezi plemeny. Na ose X lze vidét pocet

plemen a na ose Y pocet alel, které dany pocet plemen sdili.
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5. Diskuse

5.1 Cil 1: Zmapovani hrubého ramce pivodu modernich plemen mezi starobylymi plemeny

Analyza mikrosateliti ukazala, ze jednotliva plemena tvofila vlastni genetické skupiny
definované frekvencemi alel jednotlivych lokust. Tento vysledek potvrzuje studii Granevitze et al.
(2009) a naznacuje, ze plemena oOpravdu existuji jako urcujici biologické jednotky, které od sebe l1ze
geneticky rozliSit. Rozruznéni plemen neni vyrazné, vétSina plemen klastruje blizko sebe a vytvari
shluk — plny ¢asto tézko vizualizovatelnych vztaht, avsak i pfesto 1ze vidét, ze jsou si néktera plemena
ptibuznéjsi nez jina. Diky tomu je také mozné identifikovat, z okruhu kterych starobylych plemen
moderni plemena vychazeji, a jak jsou si vlastné¢ jednotlivd plemena navzijem piibuzni. NaSe
vysledky tedy potvrdily pocate¢ni hypotézu (hypotéza ¢. 1), ktera predpokladala, ze je potencialné
mozné zmapovat ptivod modernich plemen, a to diky detekci znakt, které spolu starobylad a moderni

plemena sdili.

V analyze struktury populace se plemena se stoupajicim po¢tem skupin (K) zacala postupné
rozdélovat a tak bylo mozné mapovat jejich genetické vztahy. Nékterd plemena vSak mezi sebou
nebylo mozné odlisit ani pii vySSich K, coz naznacuje, Ze jsou geneticky provazana. Divodem k tomu
mohly byt jak uzsi pribuzenské vztahy odrazejici ptivod danych plemen, tak i recentni prekiizovani
mezi plemeny. Cést analyzovanych plemen se jiz v ¢asné fazi rozdéleni ukazala jako malo variabilni
a brzy se ustalila ve vlastni skupiné s minimalnim sdilenim znaku s Ostatnimi plemeny. Ptikladem toho
miize byt plemeno Ceska a Holand’anka zdrobné&la. Diivodem k tomu miize byt napiiklad bottleneck
spojeny s genetickym driftem (snizeni genetické diverzity populace vedouci k unimorfizaci populace)
a nebo selekce na znaky ve vazbé se studovanymi neutralnimi markery. Celkové se jako nejlepsi
ukazalo rozdéleni do dvou skupin K = 2 Celkové vysoka pravdépodobnost tohoto rozdéleni nas
puvodné vedla k domnénce, ze by do vzniklych dvou skupin mohla byt rozdélena plemena starobyla
a moderni. Tato hypotéza se vSak ukazala jako mylna. Da se vsak fici, ze pii K = 2 se do dvou skupin
rozdélila asijska a evropska plemena, podobné jako ve studii Lyimo et al. (2014). Ze starobylych
plemen tomuto hrubému rozdéléni odporuji pouze Bantamky, které pochazeji z Javy, avsak geneticky
spadaji mezi stara evropska plemena. Divodem tomu muze byt jejich doslechténi v Evropé, které

mohlo pozménit frekvence neutralnich lokust a ptifadit je tak blize k evropskym plementim.

Ukazalo se, ze vyraznymi ptibuzenskymi vztahy disponovala mnoha moderni plemena se
starobylym plemenem Brahmanka. Ze starobylych populaci ptibuznych témto modernim Brahmankam
byla patrné odvozena plemena: Australka, Barneveldka, Barneveldka zdrobnéla, Holokréka zdrobnéla,

Maranska, Plymutka, Sebritka, Velsumka a Wyandotka.
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Plemeno Australka bylo snejvyssi pravdépodobnosti vyslechténo z plemene Orpingtonka,
které vSak v nasi studii nebylo zahrnuto (Scrivener, 2004; Vasak, 2008). Podle nasi analyzy byly
Australky nejbliz§i Brahmankam, Kocinkam zakrslym a Kadefavym slepicim. Barneveldky
a Barneveldky zdrobné¢lé klastrovaly nejblize k plemenu Brahmanka, coz odpovida dostupné
chovatelské literatute, ktera vSak uvadi spolu s Brahmankami jako pfedka jest¢ Kocinky (Vasak,

2008). Schmidt a Proll (2007) dale ptedpokladaji i ptfispéni Rodajlendek a Indickych bojovnic.

Ceské narodni plemeno Ceska klastrovalo nejblize k plemeni Orlovka. Ke $lechténi tohoto
plemene dochazelo v priab&hu 20. stoleti (Vasak, 2008). V téze dobé se podle dostupnych informaci
na ceské tzemi dostalo i plemeno Orlovka. Otazkou vSak zistdva, jestli Orlovky opravdu byly
plemenem, ze kterého soucasny genofond CeSek vychazi nebo se jedna napiiklad o vysledek
recentniho piikfizovani. Orlovky a Cesky oviem i pies podobnost tvoii jasné odlisné shluky, a proto je
pravdépodobnéjsim vysvétlenim, Ze se u nich vyvinuly podobné frekvence studovanych haplotypii

nezavisle na sobé.

Holokrcky zdrobnélé klastrovaly nejblize k plemeniim Brahmanka a Holokr¢ka. Maransky
byly nejblize piibuzné Brahmankam. To naznacuje i studie Granevitze et al. (2009), avSak zde pak
pii vyssich K plemeno Maranska klastruje spiSe k plemeni Asilka. Schmidt a Proll (2007) uvadi, ze by
plemeno mélo vychazet z Brakelek a Faverolek, které vsak v této praci nebyly zkoumany. Plymutky
vykazovaly podobnost s plemeny Brahmanka a Kocinka, coz potvrzuje i Vasak (2008). Sebritky
nejvice klastrovaly k plemenu Bantamka. Literatura vSak tuto pfimou spojitost neuvadi. Ke vzniku

Sebritek mely podle chovatelské literatury ptispét zejména Hambur¢anky a Paduanky (Vasak, 2008).

Jako vyrazné heterogenni moderni plemena, které sdilely znaky s vice starobylymi plemeny,
se ukazaly Velsumky a Wyandotky. Sdilely znaky s plemeny Asilka, Brahmanka, Fénixka, Kocinka
a Malajka, coz potvrzuji i Schmidt a Proll (2009) a Vasak (2008). Plemeno Vlaska vykazovalo

ptibuznost s plemenem Minorka (Schmidt a Proll, 2007; www.theleghornclub.com/standards.htm).

Vsechny vysledky z programu Structure odpovidaly vysledkiim z programu Splitstree. Dale zjiSténé
udaje o ptibuznosti plemen pozitivné korelovaly s dostupnymi informacemi tykajicimi se historie

plemen a jejich ptivodu nalezenymi Vv dostupné literature.

V roce 2009 Bodszar et al. studovali populacni strukturu 6 lokdlnich mad’arskych plemen.
Ve své studii v programu Structure detekovali jako nejlepsi rozlozeni populaci K = 5 a K = 6. Jednim
z plemen, které bylo ve studii zahrnuto, a rovnéz jsme jej méli i my zafazené v souboru nami
analyzovanych plemen, byly Holokr¢ky. Oproti ostatnim madarskym plemenim se Holokréky
vyrazné distancovaly. S velkou pravdépodobnosti u nich doslo ke zvySené mife inbreedingu

a ke snizeni efektivni velikosti populace. Ptfi porovnavani madarskych plemen s referenc¢nimi
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evropskymi plemeny a komerénimi liniemi HolokEky klastrovaly v blizkosti plemene Maranska.

Tento vysledek potvrzuji i nase data.

Genetickou strukturu 65 populaci kura domaciho pomoci 29 mikrosatelitovych markert
studovali i Granevitze et al. (2009). S nasim souborem plemen se shodovala plemena Orlovka, Asilka,
Kocinka, Brahmanka, Maranska, Holokréka a Malajka. Ziskana data byla taktéz analyzovana
V programu Structure. Stejn€ jako v naSem piipadé doslo pii K = 2 k oddéleni asijskych a evropskych
plemen. Se zvySujicim se Kbylo i vtéto studii pozorovatelné, ze k sobé klastruji Maransky
a Holokr¢ky. K nim se dale pfidava plemeno Asilka (téZ srovnatelny vysledek s analyzou naSich
plemen). Orlovky nejblize klastrovaly ke komerc¢nimi liniim nosnic, které v naSi studii nebyly
zkoumany. Pobliz sebe dale klastrovala plemena Koc¢inka a Brahmanka, stejné tak jako v nasem

datovém souboru a v praci Wilkinson et al. (2011). Malajky se ukazaly jako heterogenni.

Detekei populacni struktury se zabyvali i Lyimo et al. (2014). Ti vSak analyzovali vyrazné
veétsi a variabilngjsi soubor jedinci. Celkem bylo do jejich studie zahrnuto 101 populaci kura
domaciho pochazejicich ze tfi kontinentti (Afrika, Asie, Evropa), dale 3 populace kura bankivského
a 9 komerénich linii. VSechny tyto populace byly studovany pomoci 29 mikrosatelovych markerd.
Ziskana data byla dale analyzovana v programu Structure. Podobné jako v této praci se i zde jako
nejlepsi K ukazala K = 2 a K = 3. Plemena ze zapadni Evropy klastrovala spole¢né s nosnicemi,
plemena stiedomoiska a vychodoevropska s brojlery a nosnicemi a asijska plemena s populacemi kura
bankivského. Stejné tak i v naSem piipadé bylo pro K = 2 vidét, ze k sob¢ vétSina nami analyzovanych
evropskych plemen uplné ¢i z vétsi ¢asti klastruje. Vyjimkou byly pouze Maransky a Holokrcky
zdrobnélé. Naopak ze skupiny asijskych plemen se vymykaly pouze Bantamky, které klastrovaly spise

k evropskym plementim.

5.2 Cil 2: Identifikace moZného geografického ptivodu nami vybranych starobylych a modernich

plemen kura domaciho na zakladé analyzy kontrolni oblasti mtDNA

Nase vybrana plemena spadala celkem do 4 haplotypovych rodin. Haplotypova rodina E1 se
ukazala jako nejrozsifengj$i. VSeobecné lze fici, ze v Evropé tato skupina zaujima vyraznou
dominantni pozici. Spadala do ni naprostd vétSina nami analyzovanych jedinci. Podle sestrojenych
grafii frekvenci mitochondridlnich haplotypovych rodin vybranych poddruhti kura bankivského (Obr.
¢. 19), které vychazely ze studie Miao et al. (2013), odpovida haplotypova skupina E1 nejvice
ptirozené vysoké frekvenci této haploskupiny u poddruhu G. g. murgi ze severovychodni Indie.
Vzhledem k tomuto zji$téni lze soudit, Ze vét§ina evropskych plemen pochazi pravé z této oblasti.
Dalsi haplotypovou rodinou, ktera byla nalezena u plemen Japonka, Brahmanka, Rousna zakrsla

a Paduanka zdrobnéla je haplotypova rodina A, ktera ma své koteny pravdépodobné v jihovychodni
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Asii. Tato oblast je ptivodni dokonce hned pro dva proddruhy kura bankivského, a to G. g. gallus
a G. g. spadiceus. Stejné je to i v piipadé haplotypové rodiny B. Téz Ize jeji pfedky hledat pfedevsim
v ramci této oblasti. Jedinym plemenem, které disponovalo haplotypem klastujicim do haplotypové
rodiny B byly Bojovnice Samo. Jako posledni byla detekovana haplotypova rodina C1, kam spadaly
Bojovnice $amo, Asilky a Japonky ¢abo. Na zakladé frekvenci vyskytu mitochondrialnich haplotypa
u pavodnich poddruhii kura bankivského je tedy pravdépodobnym piedkem téchto plemen G. g.
murgi. Jelikoz se vsak haplotypova rodina C1 vyskytuje i u poddruhu G. g. spadiceus, je nutné
uvazovat i 0 moznosti ze tato mitochondridlni haplotypova rodina byla t€émito plemeny zdédéna
od tohoto podruhu. Obvyklé bylo téz sdileni n€kolika haplotyptl v ramci jednoho plemene. Z naseho
souboru plemen do vice haplotypovych rodin spadaly Japonky, Bojovnice Samo, Rousné zakrslé
a Brahmanky, coz u Japonek, Bojovnic Samo, Rousnych zakrslych a Brahmanek naznacuje hybridni
pavod z G. g. murghi a G. g. gallus/ G. g. spadiceus. Zajimavosti je, Ze zajmova plemena vykazovala
podobnou strukturu mitochondrialnich haplotypt jako difive studovana komer¢ni evropska plemena.

Tento fakt nasvédcuje, Ze jsou tato plemena podobného geografického piivodu.

Na zakladé ziskanych dat se mi podafilo potvrdit nasi hypotézu (hypotéza ¢. 2), ktera
predpokladala sdileni mitochondrialnich haplotypt s referenénimi populacemi ze studie Miao et al.
(2013). Prifadila jsem detekované haplotypy analyzovanych jedinci kjiz identifikovanym
haploskupinam a dale diky grafim zobrazujicim rozlozeni haplotypti poddruhd kura bankivského

detekovala pravdépodobné oblasti rozsiteni predkd analyzovanych plemen.

Analyzou mitochondridlni DNA kura domaciho se zabyvalo jiZ mnoho studii. AvSak zadna
Z nich nebyla zaméfena na zajmova plemena chovana ve stiedni Evropé. Diky tomu bylo tedy nasnadé
doplnit mezery v mapovani historie maternalni linie kura domaciho. V jedné zprvnich studii
zabyvajicich se rekonstrukci pfibuznosti plemen bylo diky sekvenovani mitochondrialniho D-loopu
Eurasifidentifikoviano 9 haplotypovych rodin A - | (Liu et al., 2006). Siroce distribuované byly
zejména haplotypové rodiny A, B a E. Zbytek byl detekovany hlavné v jizni a jihovychodni Asii.

Dalsi studie rozsifila poznatky a detekovala haplotypové rodiny W - Z (Miao et al., 2013).
Analyzovany vzorek zahrnoval celkem 4938 jedinct. Ackoliv vSak byla tato studie zalozZena na tak
velkém vzorku domécich i volné€ Zijicich jedinci kura doméciho a kura bankivského, pfinasi jen malo
informaci o vzajemné pribuznosti plemen chovanych v Evropé (vzorki z Evropy bylo do studie
zahrnuto jen malo a vybér byl s ohledem na pouzitd plemena zna¢né nekonzistentni). Haplotypy kura
domaciho a kura bankivského spole¢né spadaly do haplotypovych rodin A, B, D1, El1, E3, F a G.
Haplotypové rodiny W — Zse ukdzaly jako unikatni pro kura bankivského. Naopak se u n¢j
nevyskytovaly haplotypové rodiny H — I, které nesl pouze kur domaci. Poddruh G. g murghi
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nejcastéjinesl haplotypy klastrujici do haplotypovych rodin C, E, A a D. G. g., spadiceus nejvice
spadal do haplotypovych rodin A, C, F a B.G. g. galluszase do B, D, C, A,E aF.

Posledni rozsahlou studii zaméfenou na maternalni genealogickou linii evropskych plemen je
Lyimo et al. (2015). Polymorfismy v sekvenci mitochondrialni oblasti D-loop analyzovali celkem
u 1256 jedinci. Ve studii byla zahrnuta Siroka Skala evropskych plemen, ktera byla rozdélena
na zakladg jejich ptivodu do 6 skupin zahrnujicich (sttedomotska plemena, vychodoevropska plemena,
severo-zadpodoevropska plemena, bojova plemena, plemena vznikla introgresi asijskych do evropskych
plemen béhem jejich zakladani a asijska plemena). Klasicky se jako nejrozsitenéjsi haplotypova
rodina ukazala E1, ktera se nejvice nachazela u sttedomotskych plemen, vychodoevropskych plemen
a severo-zapodoevropskych plemen. Nésledovala haplotypova rodina A, kterou nejvice disponovala
asijskd plemena a plemena vznikla introgresi. Haplotypova rodina B byla detekovdna zejména
u severo-zapodoevropskych plemen, haplotypova rodina C u asijskych plemen a haplotypova rodina D
u bojovych plemen. Vychodoevropska plemena a severo-zapadoevropskd plemena vykazovala nizsi
haplotypovou diverzitu nez asijska a stfedomoiska plemena. Tento fakt je s velkou pravdépodobnosti

spjaty s izolovanosti plemen a malou efektivni velikosti populaci.

Ceccobeli et al. (2013) vySetfovali maternalni linii u 5 italskych plemen kura domaciho. Dale
se Ceccobeli et al. (2015) téZ zabyvali studiem kontrolni oblasti D-loop u dalSich stfedomoiskych
plemen kura domaciho. Detekovali haplotypové rodiny A, B a E1. Dominance haplotypové rodiny E1
naznaCuje, ze stfedomofiska plemena maji své kotfeny v oblasti Indie stejné jako vétSina nami
analyzovanych plemen. Analyzovana byla také domorodd mad’arskd plemena kura domaciho, ktera
taktéz disponovala zejména haplotypovymi rodinami A, B a E (Revay et al., 2010). Dale byl D-loop
analyzovan i u §védskych plemen kura domaciho. Zde se opét jako nejrozsitenéjsi haplotypové rodiny
ukazaly A, B a E (Englund et al., 2014). Meydan et al. (2016) analyzovali D-loop u 9 nativnich

plemen z Turecka a franu. I zde se haplotypova rodina E1 ukézala jako nejrozsifengjsi.

5.3 Cil 3: Srovnani miry neutrilni a funkéni variability mezi plemeny

Asijska plemena vykazovala oproti evropskym plementim vyssi miru genetické variability.
Tento vysledek podporuje studii Lyimo et al. (2014), ve které bylo téZ zjisténo, ze heterozygotnost
a pocet alel na lokus je u evropskych plemen vyrazné niz$i v porovnani s plemeny asijskymi
a africkymi. Divodem K tomu muize byt selekéni tlak a omezeny vyskyt plemen v zavislosti
na zajmovych chovatelich. Asijska plemena nejsou oproti evropskym plemeniim pod tak prisnou
kontrolou a ¢asto podléhaji minimalnimu umélému selekénimu tlaku. Na zakladé nasich vysledki bylo

mozné potvrdit puvodni hypotézu, kterd ptredpokladala, ze asijska plemena oproti evropskym
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plementim disponuji vyssi genetickou variabilitou. Stejny vysledek pfinesla jak analyza mikrosatelitd,

tak analyza imunitnich gent (Obr. ¢. 21 a 22).

Miru variability u starobylych a modernich plemen jsem hodnotila dvéma zplsoby, a to
na zakladé poctu alel a poctu heterozygotnich lokusi na jedince. Nase puvodni hypotéza
predpokladala, Ze budou moderni plemena geneticky uniformnéj§i nez plemena starobyla.
Pro porovnavani starobylych a modernich plemen byla pouzita data ziskana analyzou 21 plemen.
Nejprve jsem u téchto plemen porovnavala pocet alel na jedince (Obr. ¢. 23). Ukazalo se, ze na
zékladé naSich dat nelze fici, Ze by moderni plemena byla geneticky uniformnéjsi. Tento vysledek
jsem ovéfila 1 neparovym parametrickym testem. Variabilita starobylych a modernich plemen se
nelisila. Ani na zakladé poctu heterozygotnich lokust na jedince se navrhovanou hypotézu nepovedlo
potvrdit (Obr. ¢. 24). Tyto vysledky jsem ovéfila i neparovym parametrickym testem. Variabilita

starobylych a modernich plemen se neliSila.

Déle jsem se zabyvala tim, jaké rozdéleni genetické variability nam vlastné analyza
mikrosateliti a imunitnich gen odhali. Miru variability mezi plemeny jsem porovnavala s mirou
variability uvnitf plemen samych. Vysledky byly srovnatelné se studiemi Granevitze et al. (2009) a
Wilkinson et al. (2011). Analyza ukazala, Ze je tato variabilita prekvapivé vys$i uvnitf jedincu
spadajicich do jednotlivych plemen nez mezi plemeny samotnymi. Nejvetsi podil genetické variability byl
tudiz vysvétlen heterozygotnosti jednotlivych jedinct. Variabilita mezi plemeny byla jen lehce vyssi v
neutralnich markerech (32%) nez v imunitnich genech (27%), coz souvisi bud’to s podobnou mirou
ancestralniho polymorfismu anebo genovym tokem mezi plemeny.Wilkinson et al. (2011) hodnotili
genetickou variabilitu na zaklad¢é analyzy mikrosatelitovych markerd. Mira variability mezi plemeny
byla 27%, tedy skoro stejna jako v nasem piipadé. Granevitze et al. (2009) stanovili miru variability
vysvétlenou analyzou mikrosateliti mezi 65 populacemi kura domaciho vysvétlenou pomoci analyzy

mikrosatelitt na 34%.

Daéle jsem porovnavala i miru variability 22 starobylych a 11 modernich plemen. K tomuto
ucelu jsem pouzila data ziskana fragmentacni analyzou mikrosatelitd u 272 jedinct. U kazdé skupiny
jsem téz analyzovala rozdéleni variability mezi plemeny, mezi jedinci a uvnitf jedinct samych.
Ukézalo se, Ze mezi mirou variability starobylych a modernich plemen nejsou zadné vyrazné rozdily.
Geneticka variabilita vysvétlena variabilitou mezi populacemi u nich byla téméf obdobna (starobyla

plemena 28%; moderni plemena 27%).
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5.4 Cil 4: Srovnani miry sdileného polymorfismu (genového toku / ancestralniho polymorfismu)

na neutralnich znacich a imunitnich genech.

Vliv genového toku ¢i ancestralniho polymorfismu na sdileni alel mikrosatelitii a imunitnich
gend mezi plemeny jsem detekovala celkem u 110 jedincti. Pivodni hypotéza (hypotéza ¢. 4) nas
vedla k domnénce, ze by sdileny polymorfismus mél byt vzhledem Kk funkci signifikantné vyssi
u imunitnich genii. Tuto hypotézu se ndm vSak nepodafilo spolehlivé potvrdit ¢i vyvratit. Divodem
jsou vyrazné odlisné pocty alel na lokusech obou typt znakd. U mikrosateliti bylo z celkového poctu
163 alel (8,79 alel na lokus) pouze 41 alel privatnich. Z tohoto vysledku vyplyva, ze 74,8% alel bylo
mezi plemeny sdileno. Naopak u TLR bylo ze 154 detekovanych alel (38,5 alel na lokus)
101 privatnich. Mezi plemeny tudiz bylo sdileno pouze 34,4 % alel. Takovéto hrubé srovnani ovSem
nezohledniuje pocet alel existujicich na jednotlivych lokusech. Pomoci parového neparametrického
testu vysla sice p-hodnota prikazna, avSak vzhledem k moznym poctim alel imunitnich genil
a mikrosatelitd, neni mozné jejich sdileny polymorfismus realné€ porovnat. V ptipadé TLR existuje pro
jednotlivé lokusy vyrazné vice alel a neni tedy piekvapivé, ze je také vice alel privatnich. Mnohé alely
byly detekovany v celém datestu pouze jedenkrat a byl by potieba vyrazné vyssi pocet jedinct,
aby bylo mozné odhadnout jejich frekvence v populaci. Naproti tomu u mikrosatelitt existuje vice
lokust S mensim mnozstvim alel, coz umoznujetaké vyssi miru sdileni pfitomnych alel. Vzhledem ke
zjisténé variabilité v obou typech znaku je tedy otazkou, zdali se genovy tok téchto dvou markerd da
viibec rozumné porovnat. Podstatna je ovSem skuteCnost, ze ob¢ kategorie znakd ukazuji jasnou
strukturovanost populace na jednotlivd plemena. Zajimavé vSak bylo, Ze pro ob¢ kategorie znaki
existovaly i alely, které byly sdileny u vétSiny (anebo v ptipadé TLR alespon u velké ¢asti) plemen.
Jedna z mikrosatelitovych alel byla sdilena mezi 32 plemeny a jedna z alel TLR mezi 16 plemeny.

Otazkou vSak zlstava, jestli tyto vysoce sdilené alely mohou pochézet od spole¢ného predka nebo byl

Mrwe
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6. Zavér

Vysledky mé diplomové prace jsou v souladu smnoha dal§imi studiemi, které se jiz
podobnym tématem zabyvali. Ma prace dopliuje tyto studie a pfispivdA novymi informacemi
o piibuznosti a genovém toku u plemen nachazejicich se ve stiedni Evropé. Pravé z tohoto diivodu
jsme vybrali takovy soubor plemen, ktery idealné vystihuje aktualni rozlozeni zajmovych plemen

chovanych v této oblasti.

Plemena lze na zakladé mikrosatelitovych markerti rozliSit. Navrhovana hypotéza, ktera
ptedpokladala, Ze nam mira sdileni alel pomize odhalit pfibuznost modernich plemen se starobylymi
plemeny se potvrdila. VétSina modernich plemen (Australka, Barneveldka, Barneveldka zdrobnéla,
Holokr¢ka zdrobnéla, Maranska, Plymutka, Sebritka, Velsumka a Wyandotka) nejblize klastrovala
ke starobylému plemeni Brahmanka. Tudiz lze pfedpokladat, ze pravdépodobné byla z Brahmankam
ptibuznych populaci vySlechténa. Analyza populacni struktury ukdzala, ze pii K = 2 dochazi
k zakladnimu roz¢lenéni plemen na asijska a evropska. Informace o ptibuznosti plemen ziskané
na zakladé nasi studie potvrzovaly informace dostupné z chovatelské literatury. Podafilo se nam
potvrdit tyto diive genetickou analyzou nepodlozené informace a popsat vztahy mezi jednotlivymi
plemeny. Néktera plemena mezi sebou sdilela znaky i pti vySSich rozdélenich. Pfedpokladanym
divodem tomu mohly byt jak hlubsi piibuzenské vztahy odrazejici ptivod danych plemen, tak

i recentni prekiizovani mezi plemeny.

Vsechna studovand plemena nalezela ke Ctyfem mitochondridlnim haplotypovym rodinam,
z nichZ nejbézngjsi byla rodina E1. Predkem vétSiny analyzovanych plemen byl tedy s nejvyssi
pravdépodobnosti poddruh G. g. murgi ze severovychodni Indie, v jehoz populaci je haplotypova
rodina E1 nejvice zastoupena. Dal§imi minoritnimi haplotypovymi rodinami, které¢ jsem v nasem
souboru vzorkd detekovala, byly A (Japonka, Brahmanka, Rousna zakrsla a Paduanka zdrobnéla) a B
(Bojovnice $amo). Piedkem téchto rodin pravdépodobné mohl byt bud” G. g. gallus nebo G. g.
spadiceus. Haplotypova rodina C1 byla nalezena u Bojovnic $amo, Asilek a Japonek ¢abo. Néktera
plemena (Japonky, Bojovnice Samo, Brahmanky nebo Rousné zakrslé) nesly vice mitochondrialnich
haplotypti. Tento vysledek naznacuje bud’to udrzovani ancestralniho polymorfismu ptvodni populace

predka, hybridni ptivod téchto plemen anebo genovy tok mezi plemeny.

Asijska plemena oplyvala oproti evropskym plemeniim vys§i mirou variability. Tento
vysledek byl srovnatelny jak na zakladé analyzy mikrosatelitt, tak na zakladé analyzy TLR. Miru
genetické variability jsem srovdvala i mezi starobylymi a modernimi plemeny. NaSe data vSak

nepodporuji hypotézu, ze jsou moderni plemena uniformné;si.
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Mira sdileného polymorfismu byla vy$si u mikrosatelitt. Z celkového poctu 163 alel bylo
pouze 41 alel privatnich. Z tohoto vysledku vyplyva, ze 74,8 % alel bylo mezi plemeny sdileno.
Naopak u TLR bylo ze 154 detekovanych alel 101 privatnich. Mezi plemeny tudiz bylo sdileno pouze
34,4 % alel. Hypotézu, Ze je sdileny polymorfismus vy$§i u imunitnich genti se nepodatilo spolehlivé

testovat, ale vysledky, které mame ji piili§ nepodporuji.
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7. Podékovani

Rada bych na tomto mist¢ podckovala vSem, ktefi se na celém projektu podileli
a pti zpracovani diplomové prace mi poskytli cenné rady. V prvni fad¢ bych chtéla podékovat svému
Skoliteli RNDr. Michalovi Vinklerovi PhD. a konzultantu doc. Mgr. Pavlu Munclingerovi PhD.
za jejich pripominky a veskerou pomoc pii zpracovavani vysledki a sepisovani prace. Dale patii velky
dik Adéle Smidové a Zuzan& Bainové, které velkym dilem piispély zejménapii analyze TLR, které
prosly slozitou, pracnou a dlouhotrvajici optimalizaci v ramci projektu GACR P502/12/P179
a za pomoc pfi analyze mtDNA a mikrosatelitd v rdimci GAUK (projekt ¢. 259358). V neposledni fadé
dékuji Anezce Pojezdné, ktera se na projektu téz podilela a nasbirala vétSinu vzorktt DNA V této praci
analyzovanych jedinct. Dékuji i dal§im ¢lenim tymu Evoluéni a ekologické imunologie za jejich
uziteCné postiehy a poznamky. Nejvétsi podékovani vSak patii mé rodiné, kterd mé ve vSem

podporovala, a to nejen pii psani této prace, ale zejména V pitbéhu celého studia.
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12. Prilohy:

12.1 Seznam pouzitych vzorki

Tabulka €. 21 — Seznam vzorkd, které byly v diplomové praci pouzity. Jedinci s vyrazné vyznacenym

bankovnim kdédem spadaly do skupiny 110 plemen, u kterych probéhla analyza vSech 20 neutralnich

markerti a 4 imunitnich gend.

Bankovni kod Plemeno Chovatel
1| 2012GG0001 Araukana Bockova Miloslava
2 | 2012GG0002 Araukana Bockova Miloslava
3 | 2012GG0003 Araukana Bockova Miloslava
4 | 2012GG0006 Araukana Kodytek Josef
5 | 2012GG0007 Araukana Kodytek Josef
6 | 2012GG0008 Araukana Bockova Miloslava
7 | 2012GG0024 Araukana Kodytek Josef
8 | 2012GG0025 Araukana Kodytek Josef
9 | 2012GG0036 Araukana Pawlas Vladislav
10 | 2012GG0037 Araukana Pawlas Vladislav
11 | 2012GG0038 Araukana Pawlas Vladislav
12 | 2013GG0295 Araukana Kodytek Josef
13 | 2011GG0017 Asilka Jorda Michal
14 | 2011GG0018 Asilka Jorda Michal
15 | 2012GG0185 Asilka Kaiser Wolfgang
16 | 2012GG0186 Asilka Kaiser Wolfgang
17 | 2012GG0187 Asilka Kaiser Wolfgang
18 | 2013GG0024 Asilka Wollenburger Jean Marc
19 | 2013GG0025 Asilka Wollenburger Jean Marc
20 | 2013GG0026 Asilka Wollenburger Jean Marc
21 | 2014GG0241 Asilka Vlas Rostislav
22 | 2014GG0266 Australka Horinka Tomas
23 | 2014GG0267 Australka Horinka Tomas
24 | 2014GG0268 Australka Horinka Tomas
25 | 2014GG0269 Australka Je¢ny Oldfich
26 | 2014GG0270 Australka Je¢ny Oldfich
27 | 2014GG0271 Australka Je¢ny Oldiich
28 | 2014GG0272 Australka Novak Michal
29 | 2014GG0273 Australka Novak Michal
30 | 2014GG0274 Australka Novak Michal
31 | 2011GG0006 Bantamka Rohrer Patrik
32 | 2011GG0007 Bantamka Rohrer Patrik
33 | 2012GG0069 Bantamka Sulc Jan
34 | 2012GG0070 Bantamka Sulc Jan
35 | 2012GG0075 Bantamka Verner Frantisek
36 | 2012GG0076 Bantamka Verner Frantisek
37 | 2012GG0077 Bantamka Verner Frantisek
38 | 2013GG0238 Bantamka Beran Josef
39 | 2013GG0239 Bantamka Beran Josef
40 | 2013GG0240 Bantamka Beran Josef
41 | 2014GG0096 Bantamka Solc Josef & syn
42 | 2013GG0011 Barneveldka Bakker Hendrik
43 | 2013GG0072 Barneveldka Hlava Ludék
44 | 2013GG0141 Barneveldka Polaskova Alena
45 | 2013GG0142 Barneveldka Polagkova Alena
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46 | 2013GG0144 Barneveldka Polaskova Alena

47 | 2013GG0285 Barneveldka Flachs

48 | 2013GG0286 Barneveldka Flachs

49 | 2013GG0287 Barneveldka Flachs

50 | 2013GG0301 Barneveldka Kukla Jiti

51 | 2013GG0302 Barneveldka Kukla Jifi

52 | 2013GG0303 Barneveldka Kukla Jiti

53 | 2012GG0106 Barneveldka zakrsla Kubat Miloslav

54 | 2012GG0107 Barneveldka zakrsla Kubat Miloslav

55 | 2012GG0110 Barneveldka zakrsla Kubat Miloslav

56 | 2010GG0011 Bojovnice S§amo Z00 Vyskov

57 | 2012GG0169 Bojovnice $amo 700 Vyskov

58 | 2012GG0170 Bojovnice $amo 700 Vyskov

59 | 2013GG0027 Bojovnice §amo Wollenburger Jean Marc

60 | 2013GG0076 Bojovnice $amo Pignatti Luca

61 | 2013GG0080 Bojovnice S§amo Pignatti Luca

62 | 2013GG0136 Bojovnice §amo Syrova Irena

63 | 2013GG0138 Bojovnice §amo Syrova Irena

64 | 2013GG0140 Bojovnice $amo Syrova Irena

65 | 2013GG0355 Bojovnice samo Hort Leo§

66 | 2013GG0356 Bojovnice $amo Hort Leos

67 | 2013GG0357 Bojovnice $amo Hort Leos

68 | 2012GG0055 Brahmanka 700 Vyskov

69 | 2012GG0102 Brahmanka Ptindi§ Rostislav

70 | 2012GG0103 Brahmanka Ptindi$ Rostislav

71 | 2012GG0104 Brahmanka Ptindi$ Rostislav

72 | 2012GG0122 Brahmanka Giesova Olga

73 | 2012GG0123 Brahmanka Giesova Olga

74 | 2012GG0124 Brahmanka Giesova Olga

75 | 2012GG0160 Brahmanka Suterova Jana

76 | 2012GG0163 Brahmanka Suterova Jana

77 | 2012GG0165 Brahmanka Suterova Jana

78 | 2012GG0050 Brahmanka zakrsla 700 Vyskov

79 | 2012GG0054 Brahmanka zakrsla 700 Vyskov

80 | 2012GG0058 Ceska Kosik Milan

81 | 2012GG0059 Ceska Kosik Milan

82 | 2012GG0060 Ceska Kosik Milan

83 | 2012GG0071 Ceska Base Zdenék

84 | 2012GG0072 Ceska Base Zdenék

85 | 2012GG0073 Ceska Base Zdenék

86 | 2012GG0081 Ceska Vanéat Stanislav

87 | 2012GG0082 Ceska Vancat Stanislav

88 | 2012GG0083 Ceska Vanéat Stanislav

89 | 2012GG0085 Ceska Suba Zdenék

90 | 2012GG0086 Ceska Suba Zdenék

91 | 2012GG0087 Ceska Suba Zdenék

92 | 2012GG0116 Ceska Kubét Miloslav

93 | 2012GG0117 Ceska Kubat Miloslav

94 | 2012GG0029 Fénixka Jerman Jakub

95 | 2012GG0030 Fénixka Jerman Jakub

96 | 2012GG0031 Fénixka Jerman Jakub

97 | 2012GG0032 Fénixka Jerman Jakub

98 | 2013GG0060 Fénixka zakrsla Hertl Miroslav

99 | 2013GG0061 Fénixka zakrsla Hertl Miroslav
100 | 2013GG0275 Fénixka zakrsla Dalecka Daniela
101 | 2013GG0276 Fénixka zakrsla Dalecka Daniela
102 | 2013GG0277 Fénixka zakrsla Dalecka Daniela
103 | 2013GG0278 Fénixka zakrsla Dalecka Daniela
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104 | 2012GG0063 Hedvébnicka Vinklerovi Michal a Jitka
105 | 2012GG0084 Hedvabnicka Stary Pavel

106 | 2013GG0198 Hedvabnicka Tomanek

107 | 2013GG0200 Hedvabnicka Mach Jan

108 | 2013GG0201 Hedvabnicka Mach Jan

109 | 2013GG0202 Hedvabnicka Mach Jan

110 | 2013GG0248 Hedvabnicka Dalecka Daniela

111 | 2013GG0270 Hedvabnicka Manakova

112 | 2013GG0271 Hedvabnicka Martidkova

113 | 2013GG0272 Hedvabnicka Manakova

114 | 2013GG0350 Hedvabnicka Vesely Josef

115 | 2013GG0351 Hedvabnicka Vesely Josef

116 | 2013GG0352 Hedvabnicka Vesely Josef

117 | 2013GG0396 Hedvabnicka Novotny Karel

118 | 2013GG0399 Hedvabnicka Novotny Karel

119 | 2012GG0126 Holandska chocholata zdrobnéla Vesely Josef

120 | 2012GG0127 Holandska chocholata zdrobnéla Vesely Josef

121 | 2012GG0136 Holandska chocholata zdrobnéla Vesely Josef

122 | 2013GG0296 Holandska chocholata zdrobnéla Sanda Jan

123 | 2013GG0297 Holandska chocholata zdrobnéla Sanda Jan

124 | 2013GG0338 Holandska chocholata zdrobnéla Vesely Josef

125 | 2013GG0339 Holandska chocholata zdrobnéla Vesely Josef

126 | 2012GG0064 Holokrcka Vratny Ladislav

127 | 2012GG0065 Holokrcka Vratny Ladislav

128 | 2012GG0066 Holokrcka Vratny Ladislav

129 | 2013GG0040 Holokrcka Bergk Ralf

130 | 2013GG0041 Holokr¢ka Bergk Ralf

131 | 2013GG0245 Holokrcka Hejda Frantisek

132 | 2013GG0246 Holokrcka Hejda Frantisek

133 | 2013GG0247 Holokr¢ka Hejda Frantisek

134 | 2013GG0290 Holokr¢ka Prombergerova Iveta Ing. Ph.D.
135 | 2013GG0373 Holokrcka Justych Véaclav

136 | 2013GG0374 Holokrcka Justych Véclav

137 | 2013GG0375 Holokrcka Justych Véclav

138 | 2012GG0035 Holokrcka zdrobnéla Bradna Vladimir Ing.

139 | 2012GG0039 Holokrcka zdrobnéla Vanzura Josef

140 | 2012GG0040 Holokrcka zdrobnéla Vanzura Josef

141 | 2012GG0041 Holokrcka zdrobnéla Vanzura Josef

142 | 2012GG0146 Holokr¢ka zdrobnéla Vychodil Frantisek, Ing.
143 | 2012GG0153 Japonka ¢abo Solc Josef & syn

144 | 2012GG0154 Japonka ¢abo Solc Josef & syn

145 | 2013GG0057 Japonka ¢abo Hertl Miroslav

146 | 2013GG0058 Japonka ¢abo Hertl Miroslav

147 | 2013GG0059 Japonka ¢abo Hertl Miroslav

148 | 2013GG0064 Japonka ¢abo Solc Josef & syn

149 | 2013GG0220 Japonka ¢abo Majrichova Jitka

150 | 2013GG0221 Japonka ¢abo Majrichova Jitka

151 | 2013GG0222 Japonka ¢abo Majrichova Jitka

152 | 2012GG0033 Jokohamka Stépanovsky Jifi

153 | 2012GG0034 Jokohamka Stépanovsky Jifi

154 | 2012GG0045 Kadetava slepice Z00 Vyskov

155 | 2012GG0046 Kadetava slepice Z00 Vyskov

156 | 2012GG0049 Kaderava slepice Z00 Vyskov

157 | 2013GG0361 Kocinka Wissenschaftlichen gefliigelhof des BDRG
158 | 2013GG0362 Kocinka Wissenschaftlichen gefliigelhof des BDRG
159 | 2013GG0363 Kocinka Wissenschaftlichen gefliigelhof des BDRG
160 | 2013GG0364 Kocinka Wissenschaftlichen gefliigelhof des BDRG
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161 | 2013GG0365 Kocinka Wissenschaftlichen gefliigelhof des BDRG
162 | 2012GG0139 Kocinka zakrsla Cik Jifi

163 | 2012GG0143 Kocinka zakrsla Cik Jiti

164 | 2012GG0144 Kodinka zakrsla Cik Jifi

165 | 2012GG0016 Lafleska Ferjencik Peter
166 | 2012GG0017 Lafleska Ferjencik Peter
167 | 2012GG0018 Lafleska Ferjencik Peter
168 | 2012GG0174 Lafleska Dohnal Petr

169 | 2012GG0176 Lafleska Dohnal Petr

170 | 2012GG0177 Lafleska Dohnal Petr

171 | 2013GG0460 Lafleska Vollenhardt Chris
172 | 2013GG0461 Lafleska Vollenhardt Chris
173 | 2013GG0462 Lafleska Vollenhardt Chris
174 | 2012GG0044 Malajka 700 Vyskov

175 | 2012GG0167 Malajka 700 Vyskov

176 | 2012GG0168 Malajka 700 Vyskov

177 | 2013GG0042 Maranska Bergk Ralf

178 | 2013GG0043 Maranska Bergk Ralf

179 | 2013GG0044 Maranska Bergk Ralf

180 | 2013GG0045 Maranska Bergk Ralf

181 | 2013GG0046 Maranska Bergk Ralf

182 | 2014GG0257 Maranska Hladik Jaroslav
183 | 2014GG0258 Maranska Hladik Jaroslav
184 | 2014GG0259 Maranska Hladik Jaroslav
185 | 2014GG0260 Maranska Chichmanov Ivan
186 | 2014GG0261 Maranska Chichmanov Ivan
187 | 2014GG0262 Maranska Chichmanov Ivan
188 | 2014GG0263 Maranska Mahulik Pravoslav
189 | 2014GG0264 Maranska Mahulik Pravoslav
190 | 2014GG0265 Maranska Mabhulik Pravoslav
191 | 2012GG0091 | Minorka Svarc Josef

192 | 2012GG0092 | Minorka Svarc Josef

193 | 2012GG0093 Minorka Svarc Josef

194 | 2012GG0112 Minorka Hysek Milan

195 | 2012GG0113 Minorka Hysek Milan

196 | 2012GG0114 Minorka Hysek Milan

197 | 2013GG0164 Minorka Smetanova Gitta
198 | 2013GG0205 Minorka Tomanek

199 | 2013GG0223 Minorka Majrichova Jitka
200 | 2013GG0224 Minorka Majrichova Jitka
201 | 2013GG0225 Minorka Majrichova Jitka
202 | 2012GG0013 Orlovka Nadzdy Peter

203 | 2012GG0014 Orlovka Nadzdy Peter
204 | 2012GG0015 Orlovka Nadzdy Peter

205 | 2012GG0171 Orlovka 700 Vyskov

206 | 2012GG0172 Orlovka 700 Vyskov

207 | 2012GG0173 Orlovka 700 Vyskov

208 | 2013GG0334 Orlovka Vesely Josef

209 | 2013GG0358 Orlovka Hort Leo§

210 | 2013GG0359 Orlovka Hort Leo§

211 | 2013GG0360 Orlovka Hort Leos

212 | 2012GG0147 Paduénka zakrsla Brandejs Alois
213 | 2012GG0148 Paduénka zakrsla Brandejs Alois
214 | 2012GG0151 Paduénka zakrsla Brandejs Alois
215 | 2012GG0152 Paduéanka zakrsla Brandejs Alois
216 | 2013GG0050 Plymutka Hertl Miroslav
217 | 2013GG0051 Plymutka Hertl Miroslav
218 | 2013GG0052 Plymutka Hertl Miroslav
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219 | 2014GG0251 Plymutka Justychové Pavla
220 | 2014GG0252 Plymutka Justychova Pavla
221 | 2014GG0253 Plymutka Justychova Pavla
222 | 2014GG0254 Plymutka Rehacek Ladislav
223 | 2014GG0255 Plymutka Rehacek Ladislav
224 | 2014GG0256 Plymutka Rehacek Ladislav
225 | 2012GG0096 Rousné zakrsla Vlasak Bohumil
226 | 2012GG0097 Rousné zakrsla Vlasak Bohumil
227 | 2013GG0106 Rousna zakrsla Petrovicky Pavel prof. MUDr.
228 | 2013GG0159 Rousna zakrsla Hronek Karel Ing.
229 | 2013GG0233 Rousné zakrsla Flidr Jan

230 | 2013GG0234 Rousné zakrsla Flidr Jan

231 | 2013GG0235 Rousné zakrsla Flidr Jan

232 | 2013GG0309 Rousné zakrsla Tucek

233 | 2013GG0321 Rousné zakrsla Vlasak Bohumil
234 | 2014GG0115 Rousna zakrsla Hronek Karel, Ing.
235 | 2014GG0116 Rousna zakrsla Hronek Karel, Ing.
236 | 2012GG0051 Sebritka 700 Vyskov

237 | 2012GG0052 Sebritka 700 Vyskov

238 | 2012GG0056 Sebritka Karkan Karel

239 | 2012GG0057 Sebritka Karkan Karel

240 | 2012GG0119 Sebritka Kubat Miloslav
241 | 2012GG0120 Sebritka Kubat Miloslav
242 | 2012GG0121 Sebritka Kubat Miloslav
243 | 2013GG0092 Sebritka Zabrana Ivan

244 | 2013GG0095 Sebritka Zabrana Ivan

245 | 2013GG0096 Sebritka Zabrana Ivan

246 | 2013GG0068 Velsumka Solc Josef & syn
247 | 2013GG0069 Velsumka Solc Josef & syn
248 | 2013GG0227 Velsumka Kulanda Stanislav
249 | 2013GG0288 Velsumka Barto$ Jifi

250 | 2013GG0289 Velsumka Barto$ Jifi

251 | 2014GG0008 Velsumka Kulanda Stanislav
252 | 2014GG0009 Velsumka Kulanda Stanislav
253 | 2014GG0242 Velsumka Velisek Jan

254 | 2014GG0243 Velsumka Velisek Jan

255 | 2013GG0062 Vlaska Solc Josef & syn
256 | 2013GG0063 Vlaska Solc Josef & syn
257 | 2013GG0073 Vlaska Hlava Lud&k

258 | 2014GG0275 Vlaska Kukla Jifi

259 | 2014GG0276 Vlaska Kukla Jifi

260 | 2014GG0277 Vlaska Kukla Jifi

261 | 2014GG0278 Vlaska Vrba Jaroslav

262 | 2014GG0279 Vlaska Vrba Jaroslav

263 | 2014GG0280 Vlaska Vrba Jaroslav

264 | 2013GG0479 Wyandotka Kysilka Rudolf
265 | 2013GG0480 Wyandotka Kysilka Rudolf
266 | 2014GG0244 Wyandotka Kysilka Rudolf
267 | 2014GG0245 Wyandotka Komarek Milan
268 | 2014GG0246 Wyandotka Komarek Milan
269 | 2014GG0247 Wyandotka Komarek Milan
270 | 2014GG0248 Wyandotka Boukal Jaroslav, Ing.
271 | 2014GG0249 Wyandotka Boukal Jaroslav, Ing.
272 | 2014GG0250 Wyandotka Boukal Jaroslav, Ing.
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Obr. ¢&. 28 — Zobrazeni vSech majoritnich klastrt, které byly vygenerovany programem Structure.
Jednotliva cCisla odpovidaji plementim: 1 = A, 2 = AR, 3 = AU, 4 = BA, 5 = BAz, 6 = BH, 7 = BHz,
8=BN,9=BSA, 10=CZ, 11 =FX, 12 = FXz, 13=HDz, 14 = HE, 15 = HK, 16 = HKz, 17 = JK,

18 = JPC, 19 = KC, 20 = KCz, 21 = KR, 22 = LF, 23 = MA, 24 = MI, 25 = MR, 26 = OL, 27 = PAz,
28 = PL, 29 = RZ, 30 = SE, 31 =V, 32 = VE, 33 = W. Celkem pro kazdé K bézelo 10 béht. Na
zakladé jejich podobnosti byly vytvofeny grafy pro jednotliva K s majoritnim poc¢tem podobnych
klastri: K = 1 (10/10); K = 2 (10/10); K = 3 (5/10); K = 4 (6/10); K = 5 (9/10); K = 6 (8/10);
K =7 (5/10); K = 8 (6/10); K = 9 (6/10); K = 10 (8/10); K = 11 (10/10); K = 12 (10/10);
K =13 (4/10); K = 14 (10/10); K = 15 (5/10); K = 16 (10/10); K = 17 (10/10); K = 18 (10/10);
K =19 (10/10); K = 20 (10/10); K = 21 (7/10); K = 22 (9/10); K = 23 (7/10); K = 24 (6/10);
K = 25 (8/10); K = 26 (6/10); K = 27 (10/10); K = 28 (9/10); K = 29 (9/10); K = 30 (9/10);

K =31 (8/10): K = 32 (7/10); K = 33 (9/10).
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Obrazek ¢. 29 - Zobrazeni vSech minoritnich klastrii, které byly vygenerovany programem Structure.
Jednotliva cCisla odpovidaji plementim: 1 = A, 2 = AR, 3 = AU, 4 = BA, 5 = BAz, 6 = BH, 7 = BHz,
8=BN, 9=BSA, 10=CZ, 11 =FX, 12 =FXz, 13 =HDz, 14 = HE, 15 = HK, 16 = HKz, 17 = JK,

18 =JPC, 19 =KC, 20 =KCz, 21 = KR, 22 = LF, 23 = MA, 24 = MlI, 25 = MR, 26 = OL, 27 = PAz,
28 = PL, 29 = RZ, 30 = SE, 31 =V, 32 = VE, 33 = W. Celkem pro kazdé¢ K bézelo 10 b&éht. Na

zéklade jejich podobnosti byly vytvofeny grafy pro jednotliva K s minoritnim poétem podobnych
klastri: K = 3 (3/10); K = 3 (2/10); K = 4 (3/10); K = 4 (1/10); K = 5 (1/10); K = 6 (2/10);
K =7 (5/10); K = 8 (3/10); K = 8 (1/10); K =9 (2/10); K = 9 (2/10); K = 10 (2/10); K = 13 (4/10);
13 (2/10); K = 15 (5/10); K = 21 (3/10); K = 22 (1/10); K
24 (4/10); K = 25 (2/10); K = 26 (4/10); K = 28 (1/10); K
K =31 (2/10); K =32 (2/10); K = 32 (1/10); K = 33 (1/10).

A
I

23 (2/10); K = 23 (1/10);
29 (1/10); K = 30 (1/10);

A
I
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