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Genomicky podpis domestikace psa odhaluje adaptaci
na stravu bohatou na skrob

Erik Axelsson! , Abhirami Ratnakumﬂar1 , Maja-Louise Arendt! , Khurram Magbool! , Matthew T. Webster! , Michele Perloski? ,
Olof Liberg? , Jon M. Arnemo®S » A ke Hedhammar® a Kerstin Lindblad-Toh.!2

Domestikace psit byla dilezitou epizodou ve vyvoji lidské
civilizace. O pfesném nacasovani a misté této udalosti se vedou
diskuse'> a o genetickych zmé&nach, které provazely pfeménu
davnych vlkd v domaci psy, se vi jen malo. V této praci
provadime resekvenovani celého genomu psi a vlkd s cilem
identifikovat 3,8 milionu genetickych variant, které slouzi k uréeni
36 genomickych oblasti, které pravdépodobné piedstavuji cile
selekce béhem domestikace psa. Devatenact z téchto oblasti
obsahuje geny dulezité pro funkci mozku, z nichz osm patii k
vyvojovym draham nervové soustavy a potencialné jsou zakladem
zmén chovani, které jsou ustfedni pro domestikaci psa® . Deset
gent s kli¢ovou roli v traveni Skrobu a metabolismu tukd rovnéz
vykazuje signaly selekce. Identifikujeme kandidatni mutace v
klicovych genech a poskytujeme funkéni podporu pro zvysené
traveni Skrobu u psii ve srovnani s vlky. NaSe vysledky naznacuji,
ze nové adaptace umoziujici ranym predkim modernich psia
prospivat na stravé bohaté na Skrob v porovnani s masozravou
stravou vlki pfedstavovaly klicovy krok v rané domestikaci psa.

Domaci zvifata maji pro moderni lidskou spole¢nost zasadni vyznam a
je pravdépodobné, ze prvnim domestikovanym zvifetem byl pes.
Mezi tvrzeni o prvnich zkamenélych pozustatcich psii patti 33 000
let stard psovitd $elma z pohoti Altaj na Sibifi! , zatimco fosilie z
doby pied 12 000 az 11 000 lety pi. n.1. nalezené spolu s lidmi v Izraeli? by
mohly predstavovat nejstar§i ovéfené pozustatky psa. Vzorce
genomické variability naznacuji, Ze domestikace psa zacala nejméné 10
000 let Bp* v jihovychodni Asii* nebo na Blizkém vychodé® . Domestikace
a/nebo zpétné kiizeni s vlky.

Nenf jasné, pro¢ a jak byli psi domestikovani. Je mozné, ze lidé
odchytavali vi¢i $ténata, aby je pouzivali k hliddni nebo lovu, coz
vedlo k selekei vlastnosti dilezitych pro tyto nové role. Pripadné,
kdyz lidé na usvitu zemédélské revoluce presli od kocovného k
usedlému zpusobu Zivota, vlci mohli byt sami prildkani na skladky v
blizkosti prvnich lidskych sidel, aby zde shromazdovali odpadky® .
Prirozeny vybér vlastnosti umoznujicich efektivni vyuzivani téchto
novych zdrojit mohl vést k evoluci raznych druhi vlkd mrchozrouti,
ktef{ se stali predky modernich psi. Bez ohledu na to, jak
domestikace psu zacala, nékolik znakt odliSujicich moderni psy od
vlkl, véetné snizené agresivity a zménénych schopnosti socialniho
poznavani’ , naznacuje, ze zmény chovani byly ranym cilem tohoto
procesu® . Psi se od vlku lisi také morfologicky, vykazuji zmensenou
lebku, zuby a velikost mozku® . Uméld selekce na krotkost u
stifbrnych liSek naznacuje, Ze selekce na genetickou variabilitu
vyvojovych genti muze byt zdkladem behaviordlnich i morfologickych
zmén, coz muze predstavovat dulezity mechanismus v pribéhu
domestikace zvirat™® .

V soucasné dobé bylo u domadcich zvitat identifikovano pouze
nékolik gend, které oddéluji divoké formy od domdcich, véetné srsti.

barevné varianty v . MCIR u prasat® a mutace v TSHR, ktera
pravdépodobné ovliviiuje sezonni reprodukei u kurat!?, ale pokud je
ndm znamo, u pst dosud nebylo provedeno zadné celogenomové
sekven¢ni vyhledavani. Abychom identifikovali genomické oblasti
podléhajici selekci pfi domestikaci pst, provedli jsme sdruzené
resekvenovani celého genomu psit a vlkd s naslednou funkéni
charakterizaci kandidatnich gend.

Unikatné umisténd sekven¢ni Cteni ze sdruzené DNA
reprezentujici 12 vlki s celosvétovym vyskytem a 60 psii 14 riiznych
plemen (doplnkova tabulka 1) pokryvala 91,6 %, resp. 94,6 % z 2 385
megabazi (Mb) autozomalni sekvence v sestavé genomu CanFam 2.0!!
. Hloubka zarovnaného pokryti byla 29,83 pro véechny skupiny pst
dohromady a 6,23 pro jedinou skupinu vlka (Doplitkové tabulka 1 a
Doplnkovy obr. 1). V kombinovanych datech psi a vlkd jsme
identifikovali 3 786 655 putativnich jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP), z nichz 1 770 909 (46,8 %) bylo segrega¢nich
pouze v poolu pstl, zatimco 140 818 (3,7 %) bylo soukromych pro
vlky (Doplikova tabulka 2). Podobné jsme zjistili 506 148 kratkych
indelti a 26 619 zmén v poctu kopii (CNV) (Dopliikové soubory 1 a
2). Experimentalné se nam podafilo ovérit 113 ze 114 testovanych
SNP (Doplnkova tabulka 3 a Dopliikova diskuse, ¢ast 1).

Abychom odhalili signaly silné neddvné selekce, hledali jsme v
genomu psa oblasti se snizenou souhrnnou heterozygotnosti (H
Jp'® a/nebo zvysenou genetickou vzdalenosti od vlka (Fsr ). Jak je
patrné ze zkresleného rozlozeni skore heterozygotnosti u psa ve
srovnani s vlkem (obr. 1a a dopliikovy obr. 2), hlavni vyzvou tohoto
pristupu je oddélit skute¢né signaly selekce od signélti zptsobenych
nahodnou fixaci velkych genomickych oblasti béhem formovani psich
plemen'! . Tento problém zmirfiujeme tim, Ze pred analyzami
selekce kombinujeme sekven¢ni data ze vSech psich skupin a
pozadujeme, aby zji§téné signaly pokryvaly alespon 200 kilobazi (kb;
Metody a Doplnkova diskuse, ¢asti 2 a 3). Vzhledem ke slozité a
¢aste¢né neznamé demografické historii psti je navic obtizné priradit
prisné prahové hodnoty, které by rozliSovaly selekci a drift.
Navrhujeme, Ze nejlepsim zptisobem, jak ovéfit zde zjisténé oblasti,
je studovat genetické udaje od dalsich jedinct a poskytnout ditkazy
o funkénich zménach spojenych s domnéle selektovanymi
oblastmi. Nakonec mohou naznaky, Ze se podobné cesty zménily
béhem nezavislych domestika¢nich udélosti, poskytnout presvédcivé
dukazy o selekci. Zde jsme Z-transformovali autozomalni Hp (Z(Hp ))
a Fsy (Z(Fsy )) distribuce (pro analyzu chromozomu X viz
Doplnkova diskuse, oddil 4) a zaméfili jsme nas$ popis domnéle
selektovanych oblasti na ty, které spadaji alespont pét smérodatnych
odchylek od priméru (Z(Hp » . 25 a Z(Fe » - 5),
protoze predstavuji krajni konce rozdéleni. Pti pouziti téchto
prahovych hodnot jsme v genomu psa identifikovali 14 oblasti s
extrémné nizkou urovni heterozygotnosti (pramérna délka 5 400 kb,
pramérmd Hp 5 0,036 (rozmezi 0,015-0,056), prameérna
autozomalni
Hp 5 0,331) (Obr. 1c a Doplnkova tabulka 4) a 35 oblasti.

se silné zvySenymi hodnotami Fgr (primeérna délka 5 340 kb,

pramérna hodnota
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Obrazek 1 | Selekéni analyzy identifikovaly 36 kandidétnich domestika¢nich
oblasti. a, Rozlozeni Z-transformované praimérné sdruzené heterozygotnosti u
psa (Z(H )ppoc ) a vlka (Z(H )pworr ), respektive priimérny index fixace (Z(Fsy
) ), proautozomalni 200 kb okna (s, smérodatnd odchylka; m, primér). b,
Kladny konec rozdéleni Z(Fsr ) vyneseny podél psa

Fsr 5 0,734 (rozmezi 0,654-0,903), primérna autozomalni Fsr 5
0,223) (obr. 1b a doplinkova tabulka 5). VSechny oblasti Fgr se
vyznacuji nizkou twrovni heterozygozity u psa nebo vlka (ackoli
véechny neprekracuji préh Z(H, » . 25), coz naznaluje, zZe
obé statistiky detekuji stejné uddlosti (Metody a doplnkova
diskuse, casti 2 a 3). Celkem bylo zjisténo 36 unikatnich
autozomalnich kandidatnich domestikaci.
oblasti (CDR) obsahujici 122 gent byly identifikovany pomoci metody
kombinace dvou ptistupti (doplitkova tabulka 6 a obr. 1b, c). Zadna z
téchto oblasti se nepfekryva s oblastmi z predchozi studie zalozené na
genotypech® (Doplikova diskuse, oddil 3), coz zdlraziiuje dulezitost
identifikace domestika¢nich oblasti pfimo sekvenovanim nebo
komplexnim zji$tovanim SNP u divokych predku pred genotypizaci.
Hledali jsme vyznamné nadreprezentované terminy genové
ontologie mezi geny v autozomalnich CDR a identifikovali jsme 25
kategorii, které predstavuji nékolik skupin vzajemné souvisejicich
termint (tabulka 1 a doplnkova tabulka 7), z nichZ Z4ddnd nebyla
uvedena v samostatné analyze selekce u vlka (doplinkova diskuse,
oddil 8). Nejvyraznéjsi shluk (11 termint) se tyka terminu "vyvoj
nervové soustavy". Osm geni patficich do této kategorie (Doplikové
tabulky 7 a 8) zahrnuje MBP, VWC2, SMO, TLX3, CYFIPI a SH3GL2,
z nichz nékolik ovliviiuje vyvojovou signalizaci a synaptickou silu a
plasticitu!?-' . Prozkoumali jsme publikovanou literaturu a
identifikovali jsme dalsich 11 genti CDR s funkci centralniho
nervového systému (doplikova tabulka 9), ¢imz jsme doplnili celkovy
pocet 19 CDR, které obsahuji mozkové geny. Tato zjisténi podporuji
hypotézu, ze v prabéhu domestikace psa byla dilezita selekce na
zménéné chovani a Ze za témito zménami mohou stdt mutace
ovliviiujici vyvojové geny’ . Analyza genové ontologie také ur¢ila dva
geny podilejici se na vazbé spermie a vajicka: ZPBP koduje zona
pellucida binding protein, ktery zprosttedkovava vazbu spermie na
glykoproteinovou vrstvu zona pellucida (ZP) vajicka, a ZP2 kéduje
jeden z proteini, které tvori samotnou ZP. Kromé toho CDR na
chromozomu 6 zahrnuje PDILT, ktery také ovliviiuje vazbu spermif
na ZP', coz dohromady naznacuje, Ze konkurence spermii mohla byt
dalezitym evolu¢nim faktorem.
silu pfi domestikaci psi'®.
360|NATURE|VOL495[21MARCH2013
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autosomy 1-38 (chromosomy jsou barevné odliSeny). Pferusovana vodorovna
¢ara oznacuje mezni hodnotu (Z . 5) pouzitou pro vy¢lenéni odlehlych hodnot.
¢, Zaporny konec rozdéleni Z(Hp ) vyneseny podél psich autosomu 1-38.
Preru$ovand vodorovna ¢ara oznacuje mezni hodnotu (Z . 25) pouzitou
pro vyc¢lenéni odlehlych hodnot.

Nadmérné zastoupené terminy "metabolicky proces $krobu',
"traveni" a "metabolismus mastnych kyselin" zahrnuji geny zapojené
do traveni Skrobu (MGAM) a ptijmu glukézy (SGLTI), jakoz i
kandidatsky gen pro

Tabulka 1 | Obohacené terminy genové ontologie mezi geny CDR

Termin genové ontologie Hodnota pepe  pocet gent
Regulace diferenciace neuront 0.005 3 (26)
Vicebunécny proces v organismu 0.005 21 (3,822)
Traveni 0.008 4 (95)
Diferenciace neuront 0.010 5(210)
Regulace molekularni funkce 0.011 8 (671)
Vyvoj centralni nervové soustavy 0.013 5 (235)
Regulace vyvojového procesu 0.013 5 (236)
Generovani neuront 0.013 5 (242)
Vyvoj nervového systému 0.013 8 (716)
Vazba spermii na zona pellucida 0.015 2(12)
Rozpoznavani spermii a vajec 0.015 2(12)
Neurogeneze 0.015 5 (262)
Rozpoznavani bunék 0.019 2 (14)
Regulace katalytické aktivity 0.020 7 (605)
Regulace aktivity hydrolazy 0.026 5 (307)
Metabolicky proces mastnych kyselin 0.031 4(191)
Vyvoj systému 0.034 11 (1,605)
Regulace aktivity GTPazy 0.039 4 (211)
Vyvoj anatomické struktury 0.039 12 (2,005)
Intramembranozni osifikace 0.039 1(1)
Metabolicky proces chinolinatu 0.039 1(1)
Metabolicky proces $krobu 0.039 1(1)
Katabolicky proces $krobu 0.039 1(1)
Katabolicky proces glukokortikoid( 0.039 1(1)
Vyvoj bunék 0.039 9 (1,242)

Obohacené terminy jsou barevné oznaceny tak, aby odrazely pfibuznost v ontologii nebo funkéni
blizkost. Modra barva - vyvoj nervové soustavy; zelena barva - rozpoznavani spermii a vaji¢ek; Seda
barva - regulace molekularni funkce; oranzova barva - traveni. U kazdého terminu pocet genti ukazuje
pocet gentl v CDR vzhledem k celkovému poétu anotovanych gent (v zavorkach).
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Obréazek 2 | Selekce na zvy$enou amylézovou aktivitu. a, Souhrnna
heterozygotnost, Hp (modra), a pramérny fixa¢ni index, Fsr (oranzova),
vykreslené pro 200kb okna v oblasti chromozomu 6, kde se nachdzi AMY2B. b,
Heterozygotnost, H (modrd), a fixa¢ni index, Fgr (oranzova), pro jednotlivé
SNP ve vybrané oblasti. Pes v poméru k pokryti vlkem, rC (zelena ¢ara),
oznacuje zvy$eni poctu kopii AMY2B.

inzulinové rezistence (ACSMZ2A), kterd iniciuje metabolismus
mastnych kyselin!® . Celkem 6 CDR ukryvd 10 gent s funkcemi
souvisejicimi s metabolismem $krobu a tukd (doplikova tabulka 10).
Predpokladame, Ze genové varianty v ramci téchto genti mohly byt
selektovany, aby napomohly adaptaci z prevazné masozravé stravy na

stravu bohat$i na $krob béhem domestikace psa.
Odbouravani $krobu u pst probiha ve tfech fazich: (1) skrob je
nejprve ve sttevé roz§tépen alfa-amyldzou na maltozu a dalsi
oligosacharidy; (2) oligosacharidy jsou nasledné hydrolyzovany
maltdzou-glukoamylazou® , sukrdzou a isomaltdzou za vzniku
glukdzy; a (3) nakonec je glukdza transportovana pres plazmatickou
membranu kartd¢ovym hrani¢nim proteinem SGLT1?!. Zde
predkladame dikazy o selekci na vSechny tfi faze traveni skrobu
béhem domestikace psa. Zatimco lidé ziskali aktivitu amylazy ve
slindch?? prostfednictvim starobylé duplikace genu pro pankreatickou
amylazu, psi exprimuji amylazu pouze ve slinivce? . U psii se gen
AMY2B, kédujici alfa-2B-amylazu, nachdzi v 600-kb CDR na
chromozomu 6 se skére Z(Hp ) a Z(Fsy ) 24,60, resp. 7,16 (obr. 1 a 2a).
Zajimavé je, ze 8kb sekvence pokryvajici lokus AMY2B vykazuje
nékolikandsobny nértist hloubky zarovnanych ¢teni u psa oproti
vlkovi (obr. 2b), coz naznacuje zménu poctu kopii. Formalni
porovnani regionalniho a lokalniho pokryti pooli, respektive pokryti
vlka a psa (Metody), také naznacuje podstatné zvyseni poctu kopii ve
véech poolech psa ve srovnani s vlkem v tomto lokusu (Doplikova
diskuse,

oddil 5).

Tuto CNV jsme potvrdili kvantifikaci po¢tu kopii AMY2B u 136
pstt a 35 vlka (doplnkova tabulka 11) pomoci kvantitativni PCR v
redlném case (QPCR). Zatimco vSichni testovani vici nesli pouze 2
kopie (2N 5 2), pocet diploidnich kopii u pst se pohyboval od 4
do 30 (P . 0,001, Wilcoxon) (obr. 2c), coz odpovida
pozoruhodnému 7,4ndsobnému pramérnému naruastu poc¢tu kopii
AMY2B u psi. Abychom posoudili, zda tato zména odpovida
rozdilu v amyldzové aktivité, porovnali jsme nejprve expresi genu
AMY2B ve slinivce bfi$ni psa (n 5 9) avlka (n 5 12) a zaznamenali
jsme 28krat vyssi primérnou expresi u psa (P 0,001, Wilcoxon,
obr. 2d). Poté jsme kvantifikovali aktivitu amyldzy ve zmraZeném
séru (obr. 2e) a zjistili 4,7krat vys$si aktivitu u psa (9,6-18,4 mkat
121 (n 5 12)) oproti vlkovi (1,4-4,3 mkat 1>! (n 5 13)) (P, 0,001,
Wilcoxon). Podobné vysledky byly ziskdny pifi porovnavani
362|NATURE|VOL495|2IMARCH2013

¢islo u psa. Geny v této oblasti jsou uvedeny pod panelem b. ¢, Histogram
znazornujici rozlozeni po¢tu diploidnich kopii amyldzy u vlka (n 5 35)
(modte) a psa (1 5 136) (¢ervené). d, Urovné exprese messengerové RNA amyldzy
v pankreatu vlka (n 5 12) apsa (n 5 9). e, Aktivita amyldzy v séru vlka (n 5
13)apsa(n5S 12).

omezeného poctu cerstvych vzorka (doplikové tabulky 12 a 13).
Zména v kopii genu AMY2B
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pocet spolu s korelovanym zvy$enim trovné exprese (rho 5
0,84, P , 0,0001, Spearman) (doplinkovy obr. 3) a enzymové
aktivity (rtho 5 0,63, P, 0,01, Spearman) (doplnkovy obr. 4)
naznacuje, ze duplikace lokusu alfa-amylazy poskytla ranym
jedincim selek¢ni vyhodu tim, Ze zpusobila zvySeni aktivity
amylazy.

Maltaza-glukoamyldza je zodpovédna za druhy krok rozkladu
skrobu, katalyzuje hydrolyzu maltézy na glukézu® . V lokusu
MGAM nebyly pozorovany zadné zmény poctu kopii, proto jsme
se rozhodli studovat haplotypovou diverzitu v této oblasti,
abychom usnadnili identifikaci kauzalnich variant. Genotypizovali
jsme 47 nahodné vybranych SNP u 71 pst reprezentujicich 38
riznych plemen a 19 vlkii s celosvétovym vyskytem (oznac¢ovanych
jako '"referen¢ni panel’, doplitkovd tabulka 14). Sedesit osm z
jednasedmdesati testovanych psti neslo alespon jednu kopii 124 kb
dlouhého haplotypu zahrnujictho cely MGAM a maly sousedni
lokus kodujici receptor hotké chuti medi- ating taste receptor 2
member 38 (TASR38) (obr. 3a-c). Zatimco zadny z vlki nebyl
nositelem vybraného haplotypu, 55 psi pro né bylo
homozygotnich, 13 heterozygotnich a pouze tii psi jej postradali (2
west highland white teriéfi a 1 ¢insky chocholaty pes). Tento
vysoky stupen diferenciace haplotypt mezi psy a vlky (pramér Fsy
pro genotypované SNP 5 0,75) naznacuje, Ze tento haplotyp muize
skryvat genetickou variabilitu, kterd je pro psy selekéné vyhodna
(Supplemen- tary Discussion, oddily 3 a 6).

Identifikovali jsme nékolik kandidatnich mutaci v ramci
MGAM, které mohly byt cilem selekce v této oblasti (doplikova
tabulka 15). Prvni je konzervativni zdména aminokyseliny v
duplikované doméné trefoil MGAM (zbytek 1001), ktera je u vlka
témér fixovdna na isoleucin a u psa na valin. Jedendct ze Ctrnacti
savcll ma na této pozici valin, zatimco vSezravd krysa a hmyzozravy
jezek a wvacice kratkoocasd nesou stejné jako vlk isoleucin
(doplnkova tabulka 16). Za druhé, dal$i konzervativni zdména,
methionin za valin, umisténd v beta listu enzymu maltazy (zbytek
797), je u vlka segrega¢ni, ale u psa je fixovana na methionin.
Hmyzozravy jeiek a stiizlik obecny jsou jedini savci bez
methioninu na této evolu¢né konzervované pozici (doplitkova
tabulka 17) a modelovani in silico pomoci SDM-serveru naznacuje,
ze zména methioninu na valin na tomto zbytku je destabilizujici** .
Zatteti, fixni delece dvou part bézi u psa narusuje stop kodon,
¢imz prodluzuje karboxy-termindlni konec psa.

2IMARCH2013|VOL495|NATURE|363
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Obrazek 3 | Selekee je spojena se zvySenou maltazovou aktivitou. a, Souhrnné
heterozygotnost, Hp (modra), a pramérny fixaéni index, Fsr (oranzova),
vykreslené pro 200-kb okna v oblasti chromozomu 16, kde se nachazi MGAM.
b, Heterozygotnost, H (modra), a index fixace, Fsr (oranzovd), pro jednotlivé
SNP ve vybrané oblasti. ¢, Haplotypy odvozené z genotypizace 47 SNP napri¢
lokusem MGAM u 71 psit a 19 vlka (¢ervend a modra barva jsou hlavni a
vedlej$i alela psa). Geny v genotypované oblasti jsou uvedeny pod panelem c.
d, hladiny exprese mRNA MGAM v pankreatu vlka (n 5 8) apsa (n 5 9). e,
aktivita MGAM v séru vlka (n 5 8)apsa (n 5 7).

MGAM dvéma aminokyselinami: asparaginem a fenylalaninem. U 32
studovanych savci maji pouze bylozravci (kralik, pika, alpaka a
krava) a v§ezravci (mysi lemur a potkan) podobné rozsiteni jako u psa
(dopltikova tabulka 18). Ctvrtd kandidatska mutace v intronu 37
ovliviiuje predpoklddané vazebné misto pro reguldtor metabolismu
glukdzy NR4A2 proteinu® posunutim vl¢i sekvence od kanonického
vazebného motivu NR4A2. Tti ze ¢yt savcl s alelou vlka v tomto
misté jsou ve velké mife zavisli na hmyzu nebo rybach, pokud jde o
jejich nutri¢ni potfeby- menty (doplikova tabulka 19).

Abychom rozlustili, zda kandiddtni mutace pisobi primarné na
expresi nebo aktivitu proteinu, zkoumali jsme expresi MGAM v
pankreatu a vyslednou enzymatickou aktivitu v séru. Psi vykazovali
,12krat vyssi expresi (P, 0,001, Wilcoxon, #ipog 5 9, nworr 5 8) (obr.
3d) a ,dvojndsobné zvyseni obratu maltdzy na glukézu ve srovnani s
vlky (pramérnd produkce glukézy u psti: 0,94 DA s, (0,64-1,23, n
5 7) auvlkit: 0,52 DA 5,00 (0,44-0,66, 15 8), PS5 0,0012,
Wilcoxon) (obr. 3e). I kdyZz nemiizeme vyloudit, Ze k tomuto rozdilu
prispéla plasticita vyvolana stravou® , nase vysledky naznacuji, Ze
mutace ovliviujici vazebné misto NR4A2 nebo jind neznamd varianta
pravdépodobné ovliviiuji expresi MGAM. Selekce tak miZe mit zjevné
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vedlo ke zvySené expresi MGAM, ale nemtizeme vyloudit, ze silna
selekce ovliviiujici tento lokus mohla podpofit akumulaci zmén
kodujicich proteiny na stejném haplotypu. Podobny scéndf byl pozorovan
u bilé barvy srsti u pst a prasat, kde opakovand selekce dal$ich mutaci
vedla k alelické fadé bilych skvrn v lokusech MITF, respektive KIT? .

Jakmile je $krob straven na glukézu, je absorbovan pres luminalni

plazmatickou membranu tenkého stfeva pomoci
sodikového/glukézového kotransportéru 1 (SGLT1)?' . Proto by se
dalo oéekavat, ze psi budou mit prospéch ze zvysené schopnosti travit
gkrob a soucasné se u nich zvy$i prfjem glukézy. CDR na
chromozomu 26 (dopliujici obr. 5a, b) zahrnuje SGLTI a gen
(SGLT3), ktery koduje glukézu vnimajici protein sodik/glukozovy
kotransportér 3% . Abychom charakterizovali haplotypovou diverzitu,
genotypizovali jsme 48 ndhodné vybranych SNP napti¢ timto CDR v
referen¢nim panelu a identifikovali jsme oblast o velikosti 50,5 kb,
kterd pokryva 39. tsek SGLTI i 39. konec SGLT3 a ktera je vysoce
divergentni mezi psem a vlkem (doplikovy obr. 5¢). V této oblasti
byli vSichni testovani psi nositeli ur¢itého haplotypu,
z nichz 63 bylo homozygotnich a 8 heterozygotnich. V porovnani s 19
vlky, u kterych byl jeden jedinec nositelem jedné kopie haplotypu, je
to rozdil. Na zakladé vysoké diferenciace haplotyptl (primér Fsr pro
18 SNP v 50,5-kb haplotypu 5 0,81) je pravdépodobné, ze SGLTI a
jeho 39 oblast predstavuje dalsi lokus domestikace psa.

Oblast 50,5 kb zahrnuje konzervativni prechod izoleucinu na valin.
v SGLT1 (zbytek 244), ktera ovliviiuje smycku sméfujici na
extraceluldrni stranu lumindlni membrany (doplikovd tabulka 15).
Analyza heterologni exprese? ukazuje, Ze glykosylace na blizkém
misté (zbytek 248) ovliviiuje transport glukdzy, coz naznacuje, Ze je
mozné, ze psi ziskali lepsi ptijem glukézy v dasledku pozorované
substituce. Kromé toho vidime pouze nesignifikantni rozdily v expresi
SGLTI ve slinivce bti$ni psa (n 5 9) a vlkka (n 5 4) (P 5 0,39,
Wilcoxon) (doplikovy obr. 6), coz naznacuje, ze selekce se primarné
zaméfila na strukturalni, nikoli regula¢ni mutaci v SGLT1.

Zavérem jsme predlozili dukaz, Ze domestikace psa byla
doprovazena selekci na tfi geny s klicovou roli v traveni Skrobu:
AMY2B, MGAM a SGLT1. Nase vysledky ukazuji, ze adaptace
které umoznily ranym predkiim modernich pst prospivat na stravé
bohaté na gkrob v porovndni s masoiravou stravou vlka,
pfedstavovaly zasadni krok v rané domestikaci psi. To mize
naznacovat, ze hnaci silou procesu domestikace mohla byt zména
ekologické niky a Zze tuto novou niku mohlo piedstavovat
mrchoZroutstvi na skladkdch odpadu v blizkosti stdle castéji se
vyskytujicich lidskych sidel na svitu agrikulturni revoluce® . Ve svétle
predchozich vysledktl popisujicich nacasovani a misto domestikace
pstt mohou naSe zji§téni naznaCovat, Ze rozvoj zemédélstvi byl
katalyzatorem domestikace psi.

Zde prezentované vysledky ukazuji pozoruhodny pripad paralelni
evoluce, kdy vyhody spojené se zvladanim stravy bohaté na Skrob
béhem zemédélské revoluce zpusobily podobné adaptacni reakce u
psa a ¢lovéka® . To zdiraziuje, jak mohou poznatky z domestikace
pst prospét nasemu chdpani neddvné evoluce a nemoci ¢lovéka. A
kone¢né, pochopenim genetického zdkladu adaptivnich znakd u psa
jsme se priblizili k odhaleni potencidlu pfi srovnavani psi a vlka k
rozlusténi genetiky chovéni.

SHRNUT{ METOD

Sekvencovani. Pred konstrukci knihovny mate-paru a sekvenovanim na
systému AB SOLID, verze 3, jsme podle standardnich protokoli vyrobce
shromazdili genomovou DNA od 12 jedincti. Sekvenacni ¢teni byla zarovnana
k referen¢ni sekvenci CanFam 2.0 pomoci softwaru Bioscope 1.1.

Vybérové analyzy. V kombinovanych datech ze vSech soubort jsme
identifikovali variabilni mista a pro oznaceni SNP jsme vyZadovali minimalné
tfi ¢teni podporujici alternativni alelu. Pouzili jsme pocty alel na variabilnich
mistech k identifikaci signalt selekce v oknech o velikosti 200 kb pomoci dvou
ptistupt: pro kazdé okno jsme vypocitali (1) primérnou sdruzenou
heterozygotnost, Hp (ref. 10), a (2) pramérny index fixace, Fsr , mezi psem a
vlkem. Domnéle vybrané oblasti byly lokalizovany extrakci
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oken z krajnich chvosti rozdéleni Hp a Fsp transformovanych do Z pomoci s
pouzitim prahové hodnoty 5 smérodatnych odchylek.

Funkéni testy. Ke kvantifikaci CNV a genové exprese jsme pouzili multiplexni
testy TagMan a SYBR Green PCR v redlném case. Aktivita amylazy v séru byla
analyzovana pomoci pfistroje Architect e400 a aktivita maltdzy v séru byla
kvantifikovéna na zékladé mnozZstvi obratu maltézy na glukdzu.

UplIné metodiky a souvisejici odkazy jsou k dispozici v online verzi ¢lanku.
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Zvetejnéno online 23. ledna 2013.
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DOPIS

METODY

Extrakce DNA. DNA byla extrahovana z tkani pomoci souprav Qiagen pro
extrakci tkanové DNA nebo z krve s EDTA bud pomoci ru¢niho srazeni soli,
nebo soupravou QIASymphony DNA Midi (Qiagen) na robotu QIASymphony
(Qiagen). Sekvenovéni. Pied konstrukci knihoven mate-para a sekvenovanim
na systému AB SOLID, verze 3, jsme p o d1 e standardnich protokold vyrobce
(Applied Biosystems) shromazdili DNA od 12 jedinct z kazdého souboru.
Sekvenac¢ni ¢teni byla zarovnana k referen¢ni sekvenci CanFam 2.0 pomoci
softwaru Bioscope 1.1. Odstranili jsme duplicitni (http://picard.sourceforge.net)
a $patné mapovand cteni (kvalita mapovani ,20 v Samtools)® a pro dalsi
analyzy jsme ponechali pouze jednozna¢né mapovana ¢teni .
Detekce SNP. Pro zvyseni citlivosti na vzacné alely jsme hledali variabilni mista
v datech kombinovanych ze v§ech skupin (v¢etné vi¢ich). K vyvolani SNP jsme
vyzadovali minimalné tfi ¢teni podporujici alternativni alelu a pouzili jsme
dalsi filtra¢ni krok implementovany v samtools.pl varFilter (nastaveni: -Q25 -
q10 -d3 -D120 -G25 -w10 -N2 -130), abychom zajistili vysokou presnost vyvolani,
kterd neni d o zna¢né miry ovlivnéna napiiklad paralognimi variantami sekvence.
Genotypy pro véechny SNP ve vSech skupinach psii a jediné skupiné vikii jsme
volali tak, Ze jsme spocitali sekvena¢ni ¢teni podporujici referen¢ni a variantni alelu
pti minimalni kvalité baze 20, abychom odhadli frekvence alel v populacich psi
a vlk. Do tohoto procesu byl zahrnut ndhodny vybér predstavujici 25 %
sekvenacnich ¢teni z bazénti 4 a 5, aby bylo mozné dosahnout nezkreslenych
odhadu frekvence alel.
Vybérové analyzy. Pocéty alel a frekvence alel u vsech identifikovanych
proménnych
mista byla pouzita k vyhledévani oblasti genomu psa, které mohly byt ovlivnény
selekci v rané fazi domestikace psa pomoci dvou dopliujicich se pfistupt. Nejprve
jsme vypocitali priimérnou sdruzenou heterozygotnost (Hp ) v oknech o velikosti
200 kb posouvanych po 100 kb pro vSech pét skupin pst dohromady a v jediné
skupiné vlki zvlast, podle metodiky popsané v ref. 10. Stru¢né feceno, tato
metoda s¢ita vSechny poéty minoritnich, respektive majoritnich alel na v§ech
variabilnich mistech v ramci okna a odhaduje heterozygotnost na zakladé
kombinovanych poctt alel pro celé okno. Vyhodou této metody oproti
vypoctu prostého aritmetického priaméru vSech odhadi heterozygotnosti
jednotlivych mist je, Ze zohledniuje proménlivé pokryti sekvenci v celém okné.
Abychom se vyhnuli falesnym selek¢nim signaltim, vyradili jsme z této i
nasledné Fsy analyzy 49 z 21 927 oken obsahujicich méné nez 10 informativnich
mist. Vysledné rozdéleni skére Hp jsme transformovali na Z a vy¢lenili jsme
domnéle vybrand okna v krajnim chvostu rozdéleni pouzitim mezni
hodnoty Z(Hp ) , 25.

Za druhé jsme vypocitali hodnoty Fgr mezi psem a vlkem pro jednotlivé

SNP.
pomoci metody, ktera upravuje rozdily ve velikosti vzorku® . Zprtimérovali
jsme hodnoty Fsr v oknech o velikosti 200 kb, posouvajicich se po 100 kb, a
vysledné rozdéleni jsme transformovali do Z. Predpokladané selekéni cile byly
vyclenény z krajniho chvostu rozdéleni pouzitim Z(Fgr ) . 5 a prifazeny selekci
u psa, pokud odpovida Z(H )epoc » Z(H )pworr > selekci u vlka, pokud
odpovida Z(H )pworr.Z(H )ppoc (tfi oblasti), a selekci u obou taxont, pokud
odpovida Z(H )pworr » 24 a Z(H Jpworr - 24.
Analyza genové ontologie. Pouzili jsme genové anotace Ensembl k identifikaci
geni sidlicich v oblastech sahajicich 100 kb proti a po proudu CDR, abychom
zahrnuli potencidlni ¢inky regulacnich zmén na lokusy v urcité vzdalenosti a
snizili riziko vylouceni nejvzdalenéjsich casti vybranych haplotypti pomoci
posuvnych oken pevné velikosti. Testovali jsme obohaceni termind genové
ontologie (GOa- human) ptitfazenych podskupiné téchto gentt CDR, pro které
bylo mozné stanovit lidskou ortologii (79 ze 122), pomoci programu GOstat®® .
Validace genotypt. Navrhli jsme test iPLEX zaméfeny na 124 SNP
umisténych v CDR, které vykazuji vysoky stupent homozygotnosti nebo
popula¢ni diferenciace. Celkem bylo genotypovéno 71 psu reprezentujicich 38
riznych plemen a 19 vlka (doplnkova tabulka 14) podle standardnich
protokolti poskytnutych vyrobcem (Sequenome). Haplotypy byly rozfizovany
pomoci fastPHASE .
detekce CNV pomoci qPCR. Kvantifikovali jsme variabilitu po¢tu kopii DNA
pomoci testt Multi- plex TagMan obsahujicich primery a sondy (Doplitkova
tabulka 20).
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odpovidajici cilové i referen¢éni sekvenci (housekeepingovy gen CZorf28b)
podle protokolu vyrobce. Vsechny reakce byly provedeny ve tfech opakovanich a
data byla analyzovana pomoci softwaru CopyCaller (Applied Biosystems).
Pocty kopii pro kazdy cil byly normalizovany na stejného vlka, aby se
zohlednila variabilita mezi deskami.

expresni analyzy qPCR. Vzorky pankreatické tkdné psii a vlka byly odebrany
post mortem, ulozeny do RNAlateru pii teploté 4 uC po dobu 24 hodin a nasledné
zmrazeny pii teploté 280 uc. K izolaci RNA z téchto vzorkd jsme pouzili
TRIzol a nasledné jsme provedli syntézu komplementirni DNA pomoci
soupravy Advantage RT for PCR podle protokolt vyrobct (Life Technologies,
resp. Clontech). Navrhli jsme exonické primery (doplnkova tabulka 21) a
kvantifikovali mnozstvi cDNA pomoci SYBR Green real-time PCR (Applied
bio- sciences) na systému 7900HT Fast real time PCR (Applied Biosystems) a
analyzovali data pomoci softwaru qbasePLUS (Biogazelle) podle metody DDCr:
. Vsechny reakce byly provedeny ve tfech opakovanich a normalizovany
porovnanim s housekeepingovymi geny RPL32 a RPL13A.

Aktivita amylazy. Vzorky periferni krve EDTA asérabylyodebrany

pstim a vlkiim Zijicim v zajeti i ve volné pfirodé. Aktivita amylazy v séru byla
analyzovana na pracovisti klinické patologie (Svédska zemédélska univerzita)
pomoci pristroje Architect e400 (Abott Laboratories), s vyjimkou 8 vzorki séra
(doplnkova tabulka 13), které byly vySetfeny na pfistroji VetScan (Abaxis).
Aktivita maltasy. Maltdzovd aktivita byla stanovena podle principu uvedeného v
ref. 35, kdy se do séra pfidd znamé mnozstvi maltézového substratu a vysledna
vznikld glukdza se méfi jako zména absorbance po péti minutich (DA 570 )-
Pouzili jsme ¢inidla ze soupravy ab83388 Maltose assay kit (Abcam) a vzorky
séra odebrané podle vy$e uvedeného popisu. U kazdého jedince byla glukdzova
rezidua méfena ve dvou opakovanich a maltdzové testy byly provedeny ve tfech
opakovanich.

Volani Indel. Pro voldni malych inzerce a delece v kazdém souboru zvlast jsme
pouzili Bioscope 1.1. Poté jsme zkombinovali vysledky vsech poold a vybrali
soubor indell s vysokou jistotou, pficemz jsme pozadovali, aby byly indely
podporeny alespon tfemi sekvena¢nimi ¢tenimi.

Detekce CNV. K detekei strukturnich zmén v genomu psa byly pouzity ¢tyfi
metody. Odchylky ve velikosti inzertu jsme hledali pomoci nastroje Large Indel,
ktery je implementovan v Bioscopel.l. Porovnali jsme hloubku pokryti mezi
sdruzenymi vzorky pomoci CNVseq* a metody Fixed deletions!® a nakonec
jsme identifikovali oblasti, ve kterych se hloubka pokryti odchylovala od
praméru sdruzenych vzorktt pomoci CNVnator’’ . Metody spoléhajici na
porovnani pokryti sekvenci mezi pooly vzdy pouzivaly jako referen¢ni pool
vlka.

Etika. VSechna zvirata, ktera poskytla vzorky tkani pro tuto studii, uhynula z
jinych dtvodd, nez je ucast v této studii. VSechny vzorky pst byly odebrany se
souhlasem jejich majitelti. Odbér vzorki byl v souladu s rozhodnutim Svédské
etické komise pro zvifata (¢. C62/10) a Svédské agentury pro ochranu zvitat (&.
31-1711/10).
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