UNIVERZITA KARLOVA YV PRAZE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Studijni program: Biologie

Katedra antropologie a genetiky ¢loveka

Be. Lucie Smidkova

Diplomova prace

LAKTAZOVA PERZISTENCE U TUAREZSKYCH PASTEVCU

LACTASE PERSISTENCE IN THE TUAREG PASTORALISTS

Vedouci diplomové prace: doc. Mgr. Viktor Cerny, Dr.

PRAHA 2016



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou diplomovou praci ,,Laktdzova perzistence u tuarezskych pastevct*
jsem vypracovala samostatné pod vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim
odborné literatury a dalSich informacnich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny v
seznamu literatury na konci prace. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla piedlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze ......cccoceevvveeeneens Podpis ..ccoovviiiiiii



Podékovani

Nejprve bych chtéla podékovat svému skoliteli doc. Mgr. Viktorovi Cernému, Dr. za
trpélivou pomoc a dilezité rady béhem psani mé diplomové prace. Dale pak mé velké diky
patii pfedevSim Mgr. Edité Priehodové, za jeji nikdy nekoncici pomoc a také vSem cleniim
archeogenetické laboratofe Archeologického tstavu AVCR, Praha, v. v. i., ktefi mi
poskytli pratelské zazemi a mozZnost realizace tohoto vyzkumu. V neposledni fadé i Dr.

Frédéricovi Austerlitzovi za pomoc s datovanim.

Nakonec bych chtéla velmi podékovat své rodin€ a svému pfiteli za jejich

dokonalou podporu béhem mého studia.



ABSTRAKT

Laktazova perzistence (LP) je geneticky determinovany znak, zpisobeny expresi laktazy
v dospélosti. Laktaza je stitevni enzym odpovédny za traveni mlécného cukru, laktozy.
Jeho produkce v tenkém stfeveé klesa béhem détského obdobi, tento fyziologicky stav se
nazyva lakt6zova intolerance. Nicméné u nékterych jedinct produkce tohoto enzymu
zastavena neni. Pfetrvavani ¢innosti laktazy je nedavny jev, ktery vznikl nezavisle

v n¢kolika ¢astech svéta za poslednich zhruba 10 000 let v souvislosti se vznikem
zemé&délstvi, konkrétné mlééné produkce a je (patrné) dosud pod silnym selekénim tlakem.
LP byla prvné pozorovana v Evrop¢, kde je asociovana s mutaci -13910*T, jejiz frekvence
koreluje se zemépisnou $itkou. V Africe je vyskyt LP spojen naopak s pastevectvim a
spada pod hypotézu geneticko-kulturni koevoluce souvisejici s chovem dobytka a
vyuzivanim sekundarnich potravnich zdroji. Pastevecké populace Zijici na riznych
uzemich Afriky maji odlisné LP mutace, které se odvijeji od jejich pivodu. Ackoliv bylo
na LP provadéno jiz velké mnozstvi populacnich studii, jesté nikdo se nezabyval touto
problematikou z molekularné genetického hlediska u Tuaregi. Tato prace se zaméfila na
analyzu LP mutaci u 93 vzorka Tuaregti z Burkiny Faso, Mali a Nigeru. LP mutace byly
potvrzena u 57 z 93 (61,3%) vzorki a nejvic frekventovanou variantou je ,,evropska“ -
13910*T s alelickou frekvenci 41%, k jejiz expanzi u tuarezskych predkt doslo pied méné
nez dvéma tisici lety. Tyto vysledky jsou diskutovany ve svétle soucasnych poznatkii o

populacni historii afrického sahelu.
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ABSTRACT

Lactase persistence (LP) is a genetically determined trate caused by the expression of
lactase in adulthood. Lactase is the intestinal enzyme responsible for digestion of milk
sugar, lactose. Its production in the small intestine decreases during the childhood, this
physiological condition is called lactose intolerance. However, in some individuals
production of this enzyme is not stopped. The persistence of lactase activity is a recent
phenomenon, which arose independently in several parts of the world over the past roughly
10,000 years, in connection with the emergence of agriculture, specifically milk production
and is (likely) still under strong selection pressure. LP was first observed in Europe, where
it is associated with a mutation -13 910*T. Frequency of this mutation correlates with
latitude. In Africa, the presence of LP is conversely associated with herding and falls under
the hypothesis of genetic and cultural co-evolution associated with cattle and the use of
secondary food sources. Pastoral populations living in different areas of Africa have
different LP mutations that are linked to their origin. Although many investigation on LP
have already been carried out, neither analysed the Tuareg populations. This study is
focused on the analysis LP mutations in 93 samples of Tuaregs from Burkina Faso, Mali
and Niger. LP was confirmed in 57 of 93 samples (61,3%), and most frequent variant is
"European” mutation -13 910*T with allelic frequency of 41%. The expansion at Tuaregs
ancestors were less than two thousand years ago. These results are discussed in light of the

current knowledge about the population history of the African Sahel.
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1. UVOD

Schopnost bezproblémového traveni mléka, respektive mlééného cukru, kterou si s sebou
néktefi z nas nesou od kojeneckého obdobi po cely zivot je dnes velmi diskutované téma.
U populaci, které mléko v dospélosti travit nemohou, klesa aktivita laktazy ptiblizn€ kolem
5. roku Zivota. Diky ¢etnym studiim vime, kdy piiblizn€ k této prospésné zmeéné u lidi
vyuzivat. Meznikem byla domestikace zvitat a vyuzivani sekundarnich zdroju, které nam

zvirata poskytuji.

Laktazova perzistence (LP) je celosvétove rozsifena, ale jeji frekvence je znaéné
odlisna. Vime, Ze se ve znac¢né Cetnosti vyskytuje v severni Evrop¢ a na Blizkém vychod¢
a u n€kterych populaci ji nalezneme i v Africe. Moje prace se zabyva africkymi Tuaregy a
to z toho divodu, Ze Vv jejich populaci je LP pomérné Castd, ale na molekularni trovni

doposud zkoumana nebyla.

Tuaregové svym ptivodem patii mezi Berbery a v mistech, kde dnes Ziji, se oproti
ostatnim populacim vyznacuji svétlejsi barvou kiize. Casto jsou ale také oznadovani jako
»modii lidé*, jelikoZ se oblékaji do Satli vyrobenych z latky obarvené indigem, které na
jejich kiizi zanechava modry odstin. Z naseho hlediska je vSak dulezité to, ze patii mezi
pastevce, kteti ziji v polosuchém sahelu a vyprahlé saharské oblasti na izemi péti
africkych statt. Pastevecké skupiny Tuaregi obyvaji pfevazné Alzirsko, Mali, Niger a
v mensi mife i Libyi a Burkinu Faso a specializuji se na chov velbloudi, skotu, koz a ovci.

Tuaregové jsou jiz z historickych dob znami jako vale¢nici a obchodnici.

Diplomovou praci jsem rozdélila do né€kolika ¢asti; pozornost jsem vénovala nejen
genetickym analyzam, ale i pfedmétu mého antropologického vyzkumu - tedy lidem
afrického sahelu. Prvni kapitola literdrniho ptfehledu se zabyva domestikaci zvitat, na
kterou voln€ navazuje pastevectvi jako subsistencni strategie popisovana zde pfevazné
z Gzemi subsaharské Afriky a sni spojené pastevecké spolecnosti. Nasledujici kapitola se
zabyva Tuaregy, jejich pivodem, misty, ktera obyvaji, zvitaty, ktera chovaji a jejich
zvyky. Ctvrta kapitola pojednavéa o LP a posledni kapitola zkouma jeji genetickou
podstatu. Zbylé kapitoly se pak zabyvaji moji vlastni laboratorni praci a jsou fazeny tak,

jak je ve v€decké praci obvyklé.



Pro tuto diplomovou praci jsem formulovala n¢kolik pracovnich hypotéz:

1. Piedpokladam, Ze u zkoumanych jedincti bude na molekularni Grovni potvrzena
LP ve vétsi mite, tak jako tomu odpovidaji testy fenotypové, byt’ byly

provedeny v jiné zemépisné oblasti vyskytu Tuaregt (Flatz et al., 1986).

2. Na zéakladé predpokladaného berberského (severoafrického) pivodu Tuaregd,
bude mit nejveétsi frekvenci mutace -13910*T. Vychazim z predpokladu, ze
napf. u etnicky sptiznéné populace Berberu ze severni Afriky, byla tato mutace

rovnéz detekovana (Myles, 2005).

3. Je-li mutace pro LP pod selekénim tlakem, budou mit jedinci s mutantni formou

genu pro LP podobné haplotypové pozadi

4. Rozsiteni mutaci pro LP by méla odpovidat dobé, kdy jejich nositelé

(Tuaregové) pronikli pod Saharu.



2. CILE PRACE
MIécéna produkce je spoleénym rysem vsech pasteveckych skupin. U rtiznych skupin

pastevct vznikly nebo se rozsifily rizné mutace umoziujici §té€pit mléény cukr i

v dospélosti. Tento jev se nazyva laktazova perzistence (dale jen LP). Jeji frekvence je vice

¢1 mén¢ zndma, ale u africkych Tuaregt tomu doposud tak neni.

V této diplomové préci jsem si stanovila nékolik zakladnich cild, které souvisi
S jesté neprozkoumanou situaci u této sahelské populace. Prvnim bylo zjisténi, zda
Tuaregové maji pritomné mutace zptisobujici LP a pokud ano, tak urcit o jaké varianty se
jedna. V piipadé detekce znadmych mutaci pro LP bylo nésledujicim cilem urcit jejich
frekvenci. Za timto Gcelem jsem u 93 vzorku téech tuarezskych skupin pochazejicich
z Burkiny Faso, Nigeru a Mali sekvenovala ¢ast intronu 13 genu MCMBG, kde se nachazi
vétsina dnes znamych mutaci umoziujicich LP. Tietim cilem bylo odhadnout dobu §iteni
mutace. Pro tento ucel jsem zvolila metodu publikovanou francouzskym genetikem F.
Austerlitzem (Austerlitz et al., 2002). Dale jsem u vybranych vzorkt reprezentujicich
jedince s LP mutacemi i bez mutaci detekovala jednonukleotidové polymorfizmy (SNP)
v okoli mutace pro LP. Nasledné jsem rekonstruovala haplotypy a odhadla stafi jeji
expanze vyse uvedenou metodou. Tyto vysledky jsem diskutovala ve svétle soucasnych

poznatkd populacnich déjin afrického sahelu, zejména pak pasteveckych skupin.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1. Domestikace zvirat

Domestikace zvifat zacala probihat s mensimi ¢i vétSimi ¢asovymi rozestupy na vice
mistech nezavisle na sobé. Nejstarsi zaznamy o domestikaci pochézeji z Predniho
vychodu a datuji se do doby pied 11 000 — 8 000 lety (Loftus et al., 1994). Mezi prvnimi
vetsimi domestikovanymi zvitaty byl skot, jehoz domestikace zapocala pted vice nez
10 000 lety na Pfednim vychodg. V nilském tdoli a v Cing zagala domestikace skotu
zhruba o 500 let pozdéji. Do doby pied 8 000 lety se téZ datuje i pocatek domestikace
prasat v Cing (Vigne, 2011). Domestikace ovci a koz probihala na Pfednim vychodé
piiblizné pted 11 000 lety, domestikace prasat pied 10 500 lety. Velbloud jednohrby
(dromedar) byl domestikovan piiblizn¢ pted 5 000 lety v Arabii a velbloud dvouhrby
(drabat) pied 4 600 lety ve vychodnim Iranu (Driscoll et al., 2009).

Na samém pocatku zemedelské produkce se skot vyuzival pouze pro produkci
masa a kosarovani. Az béhem eneolitu (doby médéné) se ho lidé naucili vyuzivat i
druhotng, a to jako tazné zvite k orbé a na produkci mléka (Sherratt, 1981). Produkce
mléka je od té¢ doby obzvlasté vyvinutd, jelikoz chovatelim umoziiovala a nadéle

umoznuje vyuzivat zvitata, aniz by museli snizovat jejich pocty (Richerson, 2001).

3.2. Pastevectvi

Pastevectvi je subsistenéni strategie vyuZzivajici pastviny jako ekologické niky, kde domaci
zvifata maximalizuji svoji produktivitu (Smith, 2005). Pastevci ziji pfevazné v sussich
oblastech méné vhodnych pro péstovani plodin a jejich zivobyti zavisi na jejich znalostech
ptirodniho prostiedi (Rota et Sperandini, 2009; Schwartz, 1993). Zakladnim znakem
pastevecké subsistence je silna vazba na domaci zvitata (Homewood, 2008; Richerson,
2001). Pastevci se o sva stada fadné staraji a potieby zvitat jsou u nich na prvnim misté.
Ziskavaji tak produkty, které jsou pro né zZivotné¢ dilezité, jako je mlé¢ko a v nekterych
ptipadech i maso a krev. Ve vétsiné ptipada vSak tvori zakladni slozku stravy pastevct
mléko a mlécné vyrobky. Kromé Zivin, které jsou v mléku obsaZeny, tu hraje vyznamnou
roli i vysoky obsah vody, ktery je pro ¢lovéka v oblastech s nedostatkem pitné vody rovnéz
velmi dulezity (Nicholson, 1984).
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Druhy chovanych zvifat se li$i v zavislosti na klimatu, ptirodnim prostiedi a
dostupnosti vodnich zdroju, ale v podstaté 1ze fici, ze mezi nejcastéji chovana zvirata patii

ovce, kozy, skot a velbloudi (Smith, 2005).

3.2.1. Historie pastevectvi v Africe

Vznik pastevectvi v Africe se datuje do doby pied 9 500 — 9 000 lety (Bates, 2004) a podle
archeologickych dokladii ma kolébku na Sahate. Malville et al., (1998) se domniva, ze
centrum pravékého pastevectvi se nachazelo na egyptské lokalit¢ Nabta Playa. Badatelé
tam nalezli pozutstatky ohnist’, artefaktti a velké mnozstvi kosti skotu. O vztahu ¢lovéka a
tehdy jesté asi polodivokého skotu uvazuji také s ohledem na ekologii tamniho prostiedi.
Pastevectvi se objevilo vlastné jako prostiedek k zajisténi potravnich zdroji na mistech,

které jinymi zdroji obzivy pfilis neoplyvaly (Nicholson, 1984).

Tento piedpoklad byl potvrzen i na zdkladé€ velkého mnozstvi prehistorickych
maleb a rytin znazornujici pastevce a domaci zvirata (skot, ovce a kozy), které byly
nalezeny ve skalnich masivech stfedni Sahary, ktera méla ve star§im holocénu jesté
podobu polopousté (Brooks, 2006; Lhote, 1962, 1982). Dale na jih se dobytek
pravdépodobné rozsitil s postupujici desertifikaci pied 7 000 — 6 000 lety. V obdobi
pred 5 000 lety se pastevci dostali i do sahelu a odtud se nasledné rozsitili po celé Africe
(Brooks, 2006).

Radiokarbonové datovani archeologickych lokalit naznacuje, Ze jednotlivé epizody
migraci probihaly v krat$ich dobach, coz by znamenalo, Ze se jednalo o relativné mensi

pastevecké skupiny, které hledaly nova prostiedi (Brooks, 2006).

Ptiblizné pted 2 500 lety zacali pastevci, kviili pokracujicimu vysuSovani Sahary,
toto izemi opoustét a piesunovali se vice na jih (Gifford-Gonzalez et Hanotte, 2011).
Archeozoologické doklady z afrického sahelu, ptesnéji ze severu Burkina Faso a
nigerijskych biehti Cadského jezera, dokladaji nastup specializovaného kogovného
pastevectvi v dob¢ piiblizné pied 2 000 — 1 000 lety (Linseele, 2010). Nejstarsi domaci
zvifata na africkém kontinent¢ byla nalezena v jeho severovychodni ¢asti, odkud se $ifila

po celé Africe (Linseele, 2010).

Krom¢ sahelu se dnes s pastevci setkavame i v jizni Africe, kam se pastevectvi

rozsitilo tzv. bantuskou expanzi. Bantuska expanze je jednou z nejvyznamnéjsich
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populaéné-historickych udélosti, které se v Africe odehraly. Béhem expanze dochazelo
k sifeni bantuskych jazykd, které patii do nigerokonzské jazykové rodiny - jedné ze ¢yt
hlavnich jazykovych skupin v Africe (Huffman, 1982). Bantuské jazyky reprezentuji
nejvetsi africkou jazykovou rodinu zahrnujici pfiblizné 500 riznych vice ¢i méné
podobnych jazykt rozkladajicich se na uzemi o rozloze 9 miliént km® (Diamond et
Bellwood, 2003).

Dle nejrozsifengji teorie vznikly bantuské spole¢nosti jihozapadné od Cadského
jezera na pomezi dne$ni Nigérie a Kamerunu, patrné v povodi Benue ve 3. tisicileti pf. n. L.
lingvistické doklady naznacuji, ze §ifeni Bantuti zacalo asi pted 4 000 — 5 000 lety a
zahrnovalo velké pohyby zeméd¢lcu ¢i spise pastevcet, ktefi s sebou v prostiedi lovecko-
sbéra¢skych skupin nesli specifickou kulturu a tradice, a ktefi byli uzptsobeni na

klimatické podminky ptetrvavajici v rovnikové Africe (Coelho et al., 2009).

VétSina studii tykajicich se bantuské expanze je zalozena na lingvistickych,
etnografickych a archeologickych datech, dnes uz ale existuje i fada genetickych studii;
napft. Li et al., (2014) ve své studii analyzoval STR polymorfismy bantuskych skupin. Tato
data byla pouzita pro lepsi pochopeni Sifeni zapadoafrické genetické komponenty na jih
kontinentu. S ohledem na vysledky shlukové analyzy byl zapadoafricky ptivod dobie
patrny po celé subsaharské Africe. Snizeni zdpadoafrické komponenty je pozorovano
Vv regionech, kde bantuské jazyky koexistovaly s jinymi africkymi jazykovymi rodinami
napf. afroasijskymi v severni Africe a nilosaharskymi a Khoisanskymi ve vychodni Africe
(Li et al., 2014).

Oproti tomu de Filippo et al., (2012) se zabyval vyzkumem mtDNA a 'Y
chromozomu. Prostiednictvim téchto uniparentalné dédénych genetickych systémi chtél
zjistit, zda se béhem expanze Bantu jednalo spise 0 kulturni difuzi (se kterou se soucasné
sitil 1 jejich jazyk) nebo zda se pti expanzi pohybovali lidé, kteti jiz spole¢ny jazyk a
kulturu méli, tedy demickou difuzi. Do studie byly zahrnuty jedinci z 5 jazykovych skupin
(bantuska, afroasijska, nilosaharska, khoisané a pygmejové). Vysledkem bylo zjisténi, ze
genetické vzdalenosti mezi v§emi populacemi Bantu jsou podstatné niz$i nez mezi Bantu a
ostatnimi populacemi jinych jazykovych skupin. Tento fakt se tedy naklani k teorii o

demické difuzi.
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3.2.2. Afrika

Afrika je se svou rozlohou (vice nez 30 miliénti km?) po Asii a Americe tietim nejvétsim
kontinentem. Zije zde pres 850 miliént obyvatel. Geologicky se jedna o kompaktni
kontinent, ktery narusuje pouze Velka ptikopova propadlina tahnouci se od Etiopie az do
jizni Tanzanie, respektive Malawi (Sery, 2014; Zahoiik, 2006). Dle vyskovych poloh
Afriku délime na nizkou a vysokou, kde do uzemi s niz§i nadmotskou vyskou (v priméru
od 200 do 500 metr() spada piedevsim sever a zapad kontinentu. Jizn¢€ a vychodné¢ lezici
uzemi dosahuje primérnych nadmoiskych vysek v rozmezi od 1 500 — 2 000 metra n. m.
(Votrubec, 1973; Sery, 2014). Dnesni hranice kontinentu se zacaly utvatet zhruba pied
50 miliony let a az do ttetihor byly spojeny Sirokymi pasmy horstev (Votrubec, 1973;
Zahotik, 2006).

3.2.2.1. Vyvoj klimatu v Africe

B&hem posledniho maxima doby ledové (zhruba pied 23 000 — 18 000 lety) byla oblast
severni Afriky pfevazné aridni. Pied 18 000 — 13 500 lety zazivala Afrika stale aridni
podminky, které s nejvétsi pravdépodobnosti pretrvaly az do poc¢atku holocénu (Gasse
2000). Pozdni pleistocén a holocén (ptiblizné pied 11 000 — 8 000 lety) byl pfevazné vlhky
(Drake et al., 2011). Tato vlhka obdobi dodnes doklada napt. pfitomnost krokodyla

nilskych ptezivajicich v izolovanych oazach na Sahate (Brito et al., 2011).

V dnes$ni dobé¢ aridni Gzemi pokryva ptiblizné 60% Afriky. Mezi velké pousté patii
kromé& Sahary jest¢ Namib a Kalahari. Denni teploty mohou byt velmi vysoké a dosahovat

az 42°C. Destové srazky jsou nedostatecné a dosahuji pfiblizné jen 100 mm za rok (Unep).
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Obr. 1. Vegetaéni zony v Africe severné od rovniku

(Pfevzato a upraveno z http://www.catsg.org/cheetah/07_map-centre/7_4 North- African-region/basic-

maps/north_african_region vegetation.jpg)

V nésledujicim textu dale rozvedu jen prostiedi, ze kterého pochazi lid¢, jejichz
vzorky jsem v této diplomové praci analyzovala. Jedna se o Saharu a sahel, tedy oblasti,

které zahrnuji ve vySe uvedeném obrazku vegetacnich zon pasma pousti aZ savan.

Sahara, nejvétsi poust’ svéta, lezi v severni ¢asti Afriky. Jeji rozloha presahuje
9 000 000 km?a je znama jako nejsussi misto na svéts (Krejéi, 1960). V historii Sahary

doslo k mnoha vyraznym klimatickym zménam.

Dle datovani z jezernich sedimentt byla pied 125 000 lety, v dobé eemského
interglacialu, Sahara porostla vegetaci (Drake et al., 2011). Mezi 1éty 120 000 — 90 000
pred soucasnosti bylo na Sahate obdobi pluvialii, po nichz se klima opét vysusilo. Nastup
dest v raném holocénu pied zhruba 12 000 lety znamenal velké zmény nejen na Sahafe.
Jeho dopad na krajinu, ale také na lidské osidleni a kulturu 1ze nejlépe pozorovat

v porovnani s klimatem ve starSich étvrtohorach (Nicoll, 2001).

V pribehu pleistocénu se saharské klima cyklicky ménilo a stiidala se zde obdobi

pluviald a interpuviald. V dobé pred 23 000 — 18 000 lety nastalo posledni glacialni
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maximum, které se vyznacovalo extrémni aridifikaci. Posledni vyraznou suchou fazi pred
zacatkem holocénu byl mladsi dryas pies 12 800 — 11 500 lety (Swezey, 2001). Na pocatku
holocénu, diky celoro¢nimu pfirozenému zavlazovani, se poust’ zacala pokryvat vegetaci a
spolecné s ni se zaCala objevovat 1 lidska sidlisté. Diky mohutnym a Castym destim zacala
vznikat trvald plocha jezera a fini toky. Vodni hladiny dosahly své maximalni vysky
zhruba pied 8 500 lety (Kindermann et al., 2006). Tato vih¢i faze skoncila priblizné pred

6 000 lety, kdy zacalo dochazet k desertifikaci Sahary a zmenSovani jezernich ploch
(Bouchette et al., 2010).

Sahel je podobn¢ jako Sahara obyvan jak pastevci, tak i usedlymi zemédélci. Ve
stadech pastevci, zde na rozdil od Sahary, dominuje hovézi dobytek, zemédé€lci péstuji
obiloviny, pfedev§im proso a ¢irok. Na pomezi Sahary a sahelu lezi Cadské jezero, které se
stalo kiizovatkou migra¢nich pohybt mezi zapadni a vychodni Afrikou a Ize jej povaZzovat

za jakési pulzujici srdce Afriky (Cerny, 2006)

3.2.2.2. Prirodni prostiedi pousti a polopousti

Na Sahafe rozliSujeme dva typy pastvy: trvaly rust zlutavé travy, malych dievnatych a
trnitych kefd, které se nachazeji podél suchych ti¢nych udoli a malé svézi trsy zelené travy,
které vyrustaji po desti (Briggs, 1960). Krom pastevct velbloudt, ovci a koz, ktefi se

zaroven zabyvaji trans-saharskym obchodem, zde v odzach Ziji 1 usedli zemédé€lci péstujici

datlové palmy a v jejich stinu také zeleninu.

[zohyeta 200 mm udava limit pro Saharu (Drake et al., 2011). Pod ni je jiZ sahel
coby 5 400 km dlouhy pas tahnouci se mezi vlh¢i savanou na jihu a Saharou na severu.
Oznaceni ,,sahel* pochazi z arabského slova ,,saheli*, cozZ znamend bieh, mysSleno okraj
pousté (Sery, 2014). Tento pas vede od Atlantiku pies Mauretanii, Senegal, Mali, Burkinu
Faso, Niger, Cad, Stidan a Eritreu az k Rudému mofi. Jedna se o uzemi, potenciondlné
bohaté na ptirodni zdroje jako je: stl, zlato, ropa, plyn a kovy. V sahelské oblasti spadne
priblizné 250 — 550 mm srazek za rok, desté ptichazeji v kvétnu a kondi v fijnu. Primérné
ro¢ni teploty dosahuji 26 - 29°C. Pted letnimi desti dosahuji maximalni teploty az 45°C
(Unep).
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3.2.3. Dnesni pastevecké spolecnosti

Jednotlivé pastevecké skupiny, obyvajici Afriku, se mezi sebou lisi (Briggs, 1960;
Homewood, 2008). Podil na rozrtiznénosti mtize mit ptirodni prostiedi, spolecenské
poméry, politické a ekonomické vlivy i vzajemna izolace (Rota et Sperandini, 2009).
Nalezneme zde celé spektrum migrac¢nich aktivit vedouci od neustéle se pfemist'ujicich
kocovnych skupin az po usedlé osadniky vesnic (Bates, 2004; Rota et Sperandini, 2009;
Smith, 2005). Toto migra¢ni kontinuum obsahuje dva hlavni body. Prvnim bodem je
nomadstvi — neboli ko¢ovné pastevectvi. V tomto ptipadé je pro pastevce typicka vysoka
mobilita, ktera probiha v nepravidelnych intervalech. Druhym bodem je transhumace, jejiz
vyznam spoc¢iva v pravidelné migraci se zvitaty podle sezénni dostupnosti pastvin. Pfi
transahumaci doprovazi stado jen ¢ast skupiny, kterd béhem svych cest také obchoduje

s usedlymi obyvateli. Druha ¢ast skupiny zustava v domovskych vesnicich (Rota et

Sperandini, 2009).

Spole¢nym rysem pastevci je jejich mobilita, ktera jim umoziuje vést produktivni
Zivot v oblastech, které maji jinak jen velmi malé vyuziti (Anonym, 2008; Richerson,
2001; Rota et Sperandini 2009). Diky mobilit¢ mohou nejen napliovat zakladni potieby
svych stad, ale jejich sezonni pohyb jim umoziiuje vyhybat se ohniskiim nemoci (Rota et
Sperandini, 2009). Schopnost piezit v takovychto podminkach maji i diky obchodnim
vztahiim se sousedicimi zemédélci, ktefi na rozdil od pastevct vedou usedly Zivot (Liseele,
2010). Kooperace mezi pastevci a zemédélci, zahrnujici pievazné vyménu zbozi, probiha

jiz od zacatku jejich spole¢ného souziti (Benes, 1994; Homewood, 2008; Richerson, 2001).

Pedersen et Benjamensen (2008) se ve své studii zabyvali porovnavanim
pasteveckych a zemé&dé€lskych skupin obyvajicich Gourmu v Mali (izemi jizné€ od feky
Niger, severn¢ od hranic Burkina Faso a zapadné od Gao). Mezi hlavni dvé zkoumané
etnické skupiny patfili Tuaregové (pastevci) a Songhaiové (zemédé€lci). V severnim sahelu
je to predevsim pocasi co urcuje, zda budou pastviny v prub&hu roku vyhovujici ¢i ne.
Nomadi jsou zavisli na pohybu z mista na misto a i v dobrych letech se miize stat, ze
nemohou najit vodu ani pastvu. Pastevci se krom chovu zvitat zabyvaji také lovem, sbérem
a obchodovanim. Zemédélci spiSe pouzivaji strategii uschovavani potravy od jedné sklizné
ke druhé. Pro ko¢ovniky je tento zptsob ptisunu potravy vzhledem K jejich mobilité
nevyhodny. Noseni velkého mnozstvi potravin je pro né nemozné. Hospodaiska zvitrata

musi mit také ptistup k mineralnim ptidam, aby méla dostatek soli, a mineralni pady nejsou
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vSude dostupné. Na uzemi, kde pastevci Ziji, je to ovSem produktivngjsi strategie nez
zemé&délstvi. Autofi vySe uvedeného vyzkumu také zjistili, Ze nejlépe zivené déti na tomto
uzemi, jsou prave deti pastevel. Na zéklade€ tohoto zjisténi vyvozuji, ze usedli zemedelci
se hife adaptovali na suché prostiedi (v tomto piipad¢ prostiedi severniho sahelu) nez
nomadsti pastevci. Divodem leps$i adaptace pastevcel muze byt pravé fakt, ze se u nich na
rozdil od zeméd¢€lct vyvinula schopnost $tépit mléény cukr v pribéhu celého jejich zZivota.
Tato schopnost jim umoznila vyuzivat ziviny pfitomné v mléce i v dospélosti a tim

zvysovat i svou reproduk¢ni zdatnost.

3.2.3.1. Pocet a rozsiteni pasteveckych populaci

V roce 2009 se pocet pastevcti odhadoval na 200 miliont (Rota et Sperandini, 2009).

Geograficky jsou pastevci roz§ifeni pfedevSim na tzemi Afriky (zejména Kena,
Etiopie, Sudan, Cad, Nigérie, Niger, Burkina Faso, Mali a Mauretanie), Blizkém (iran,
Turecko, Syrie) a Dalném (Mongolsko a Cina) vychodé a také ve vychodni Evropé (Kratli,
2001). Pokud bych méla vyjmenovat alespon nékteré pastevce z Afriky, tak v zapadni
Africe jsou to Fulbové a Maurové, v severni a stiedni Africe Tuaregové a Tubuové, na
severovychod¢ Arabové a Bedzové, ve vychodni Africe Dinkové, Nuerové, Masajové a
Turkanové, pobliz Velkych jezer Tutsiové a Hutové a na jithovychodé¢ pak Damarové,

Hererové a Khojové (Homewood, 2008).

3.2.4. Africké pastevectvi

Dnesni africti pastevci jsou jedni z mala tradicné€ Zijicich pastevcil na svété. Obyvaji
obvykle mista, ktera jsou kviili nizkym sraZkovym podminkdm a extrémnim teplotam
nevhodné pro celoro¢ni péstovani rostlin (Rota et Sperandini, 2009; Smith, 2005). Jedna se
zejména o pasmo sahelu, kde béhem léta dosahuji srazky piiblizné jen 250 mm a v zimé je
kraj bez srazek (Richerson 2001). Vyvinuly se zde Gispé$né mechanismy adaptace pro
udrZeni ekologické rovnovahy mezi pastevci a pfirodnim prostfedim (Rota et Sperandini,
2009). Pastevectvi je tedy ekonomicko-socialni systém dobie uzptisobeny sussim

podminkam a vyznacujici se komplexnim souborem zkusenosti a znalosti, které uchovavaji

rovnovahu mezi pastvinami, hospodaiskymi zvitaty a lidmi (Rota et Sperandini, 2009).
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Vsichni ko¢ovni pastevci jsou primarné zivi z chovu zvifat a zvitfata jsou zase Ziva
z pastvy (Briggs, 1960). Uspéch kazdé pastevecké rodiny sidlici v Africe je zaloZen na
mnozstvi mléka, které jejich stado vyprodukuje. Zvifata chovana pastevci, jsou stejné jako
schopnost piezit, nez co nejvétsi dojivosti. Dojivost samotna je ostatné velmi citliva na
sez6nni vlivy a béhem obdobi sucha mize dochazet k vyraznému poklesu produkce mléka

(Nicholson, 1984).

3.3. Tuaregové

Fyzicky se Tuaregové fadi k nejvyssim lidem Sahary a obecné by se dalo fici, Ze i mezi
nejvyssi lidi vitbec (Danubio et al., 2011). Jsou stihlé, ale svalnaté postavy a jejich vlasy
jsou vétsinou tmavé barvy (Briggs, 1960). Krevni skupiny Tuaregi ze Sahary maji stejnou
distribuci jako berberské skupiny, které jsou kupodivu podobné Baskiim Zijicim v oblasti
zapadnich Pyreneji (Briggs, 1960).

b 13

V minulosti byli Tuaregové oznacovani za ,,rytite pousté*. Dokéazali se totiz
prosadit jako obavani valecnici a to piedevsim proti francouzskym kolonistim. ObZivu a
bohatstvi ¢erpali jak z karavanniho obchodu ptes Saharu, tak i chovem domacich zvirat
(Kratochvilova, 2010).

Svym pivodem spadaji do $iroké etnické skupiny Berberu (Briggs, 1960), kteti
jsou povazovani za puvodni obyvatele severni Afriky (Brett et Fentress, 1997). Termin
Berbefi slouzi jako souhrnné oznaceni pro mnoho skupin hovofticich vzajemné vice ¢i
mén¢ srozumitelnymi berberskymi jazyky, jez tvoti samostatnou skupinu v ramci
afroasijské jazykové rodiny. Mezi Berbery patii kromé& Tuaregii naptiklad Rifoveé,
Berabefi, Sluhové, Mzabové a Kabylové. Tuaregové se viak svym zplisobem Zivota a
materidlni kulturou od ostatnich Berbert odliSuji (JirouSkova, 2007). Mimo jiné si prave
Tuaregové jako jedini zachovali az do dne$niho dne ptivodni berberské pismo tifinar

(Kratochvilova, 2010).

Celosvétove pouzivané oznaceni ,, Tuareg* bylo ptevzato francouzskymi kolonisty
z arabstiny. Zfejmé se jedna o odvozeni od pluralu slova targi, coz znamena obyvatel
oblasti Targa, coz je tuarezsky nazev pro libyjsky Fezzan, odkud idajn€ Tuaregové na jih
Sahary pfisli (Kratochvilova, 2010). Samotni Tuaregové se vSak s timto oznacenim nikdy

neztotoznili a své skupiny pojmenovavaji nazvy obsahujici slovo kel (tj. ¢lovek)
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(Jirouskova, 2007). K tomuto oznaceni piidruzuji bud’ nazev uzemi, ze kterého pochazeji
(napt. alzirsti Tuaregové obyvajici pohoti Ahagar si tikaji Kel Ahaggar, Tassili-n-Azzer,
Kel Azer, malij$i Tuaregové obyvajici oblast Adrar des Iforas Kel Adrar, nigersti
Tuaregové obyvajici pohoti Air Kel Air atd. Nebo si jednotné fikaji Kel Tamasek, tedy
lidé, mluvici jazykem tamasek (Keenan, 2004; Lhote, 1962).

Tuaregové obyvaji rozsahlé izemi (asi 2 miliony km?), které zahrnuje vétsinu
centrdlni Sahary (Briggs, 1960). Jedna se pfevazné o horské masivy s pfitomnosti spodnich
vod a ptiléhajici ¢ast sahelu. Jejich uzemi je rozdéleno mezi pét stati Afriky: poustni
oblasti jizniho Alzirska (Ahaggar a Tassili-n-Azzer) a Libye (Fezzan) a severni poustni

oblasti Nigeru a Mali a sever Burkiny Faso (Homewood, 2008).

Celkovy pocet Tuaregii se odhaduje na ptiblizn€ 1,5 milionu. Nejpocetné;si
skupiny ziji v Nigeru (720 000) a Mali (568 000). V Alzirsku jich zije ptiblizné¢ 40 000,

v Libyi 17 000 a nejmensi pocet Tuaregt zije na izemi Burkiny Faso (Lewis et al., 2016).

3.3.1. Historie Tuaregt

Ptitomnost Berberii na Sahate mizeme ptiblizné datovat do doby ptfed 6 000 lety. Datovani
bylo provadéno na zakladé prehistorickych kreseb, které znazornuji jak lidské postavy
(lovce a bojovniky), tak i nejrizngjsi druhy divokych a domacich zvifat (napt. zirafy, slony

a kravy).

Obr. 2. Ukazka maleb z pohoii Tassili-n-Azzer v Alzirsku

(ptevzato z http://whc.unesco.org/en/list/179)

Napf. v pohoti Tassili-n-Azzer bylo nalezeno okolo 15 000 jednotlivych kreseb,
které se datuji az do doby pied 12 000 lety (Coulson et Campbell, 2010).
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V pribéhu 7. stol. n. I. kvili najezdim arabskych beduint se piedci Tuaregi
stahovali hloub¢ji do jiznich oblasti Sahary. Tento ustup jim umoznil zachovat si vlastni
kulturu, jazyk i pismo a zaroven zacal naplno podporovat jejich ko¢ovny zptisob Zivota
(Homewood, 2008; Zahotik, 2006). PIn¢ koCovny Zivot jim zistal az do konce 19. stoleti,
kdy byla saharska tizemi kolonizovana francouzskymi vojsky (Keenan, 2004). K velkému
stietu mezi Francouzi a Tuaregy doslo v roce 1917, kde si francouzska vojska sice Tuaregy

podrobila, ale utrpéla ptitom zna¢né ztraty (Anonym, 2011).

Béhem nasledujicich let bylo uzemi obyvané Tuaregy zaclenéno do Francouzské
Zapadni Afriky a po padu kolonialismu v Africe v 60. letech do jednotlivych stati zapadni
Afriky. Tehdy se z diive obavaného lidu stala narodnostni mensina. Po zaloZeni
samostatného Alzirska pfisli Tuaregové o vétSinu svych prav. Stejna situace nastala
posléze i v dalSich statech zabirajici tuarezska tizemi (v Nigeru, Mali a Libyi) a vyustila
v ftadu rebelii, se kterymi se setkdvame prakticky dodnes (napf. v severnim Mali v roce

2012 vedena Narodnim hnutim za osvobozeni Azavadu zalozenym tamnimi Tuaregy).

S nedavnou historii Tuaregt je uzce spjat plukovnik Kaddafi, ktery je v 90. letech
podporoval v jejich bojich proti nigerské vladé a v bojich v Mali. Pozdéji Kaddafi asistoval
pii uzavieni mirovych dohod a poskytl azyl ozbrojenym rebeliim poté, co boje skoncili.
Diky jeho dtivéjsi podpofe mohl pocitat s pomoci Tuaregti, které za penize verboval do

boje proti Libyi.

3.3.2. Jazyk

Tuaregové mluvi jazykem tamasek, ktery fadime do berberské vétve afroasijské rodiny.
Afroasijska jazykova rodina vznikla s nejvétsi pravdépodobnosti v subsaharské Africe.
Udava se, ze centrem vzniku byla jihozapadni Etiopie, kde se dodnes hovoii nejstar§im
jazykem z afroasijské jazykové rodiny - tzv. jazykem omotskym (Blench, 2006). Podle
jinych nazort se ale pravlast afroasijskych jazyki nachézi nékde mezi sttednim Nilem a

pobiezim Rudého mote (Ehret, 2002).

Kromé vétve berberské patti do afroasijské rodiny i1 vétev omotska, cadska,
kusitska, semitska a stard egyptstina. Téchto Sest jazykovych skupin zahrnuje dohromady
ptiblizné 400 jazykt (Heine et Nurse, 2000; Blench, 2006). K rozd¢leni jednotlivych vétvi

doslo patrn¢ jesté pred vznikem zeméd¢€lstvi, nékteré se ale rozriznily az v souvislosti s
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pastevectvim. Afroasijskd jazykova rodina sahé aZ do severni Afriky a odtud na Pfedni

vychod a Arabsky poloostrov (Blench, 2006).

3.3.2.1. Berberska vétev

Berberska vétev afroasijskych jazyka je pfevazné rozsifena na zapadé severni Afriky,
muzeme ji vSak nalézt i v Nigeru a Mali, kam byla rozsifena koCovnymi Tuaregy.
Berberské jazyky mimo jiné zastupuji i extrémné izolované jazykové skupiny pochazejici
napf. Z izolovanych skupin v Mauretanii a dnes jiz vymiely jazyk obyvatel Kanarskych

ostrovu guanstinu.

Tato rozmanita jazykova vétev se dale déli do ¢tyt skupin a to na vychodni skupinu,
severni skupinu, tamasek a zenagu. Kazda ze skupin zahrnuje urcity pocet jazyki, z nichz

mezi nejrozsifendjsi patii napt. arabska berberStina, kabylstina, rif, tidiket a tamasSek .

Tamasek se déle d¢€li do ¢tyr dialektt: tahaggart tamasek, tawallammat tamasek,

tajart tamasek a tamasek. (Lewis et al., 2016).

3.3.3. Zdroje obzZivy
Potravni zdroje Tuaregi, jakoZto obyvatelii pousté, jsou spjaté s jejich pfirodnim

prostiednim, tedy pousti a polopousti a jsou tudiz pomérné omezené.

Zakladnim zdrojem obZivy je mléko a mlécné produkty ziskavané z doméacich
zvitat (Briggs, 1960). Nejéastéji se konzumuje kozi mléko a to z divodu malé naro¢nosti
koz na kvalitni pastviny, dale pak mléko velbloudi. Velbloudi mléko je velmi cenéné jak
pro zna¢nou vyzivnost, tak i pro vysoky obsah vitaminu C a antibakterialni t¢inky. Za
antibakterialni G¢inky velbloudiho mléka je zodpovédna mlécna bilkovina laktoferin, jejiz
koncentrace je u velbloudiho mléka desetkrat vétsi nez u mléka kravského (Gonzalez-
Chavez et al., 2009; Lukasova, 1999). Maso Tuaregové pfili§ nekonzumuji, jedi jej
V podstaté jen pii zvlastnich ptileZitostech, jako jsou oslavy a festivaly nebo pti pfijimani
dalezitych navstév. A pravé konzumace mléka je jejich alternativou pro piijem zivocisSnych
bilkovin, které nepochazeji z masa. V sezoné hojné konzumuji datle a melouny. Obilniny
ziskavaji od zemédeélcti vymeénou za mlécné produkty. V zimé je skladba jidla slozena

prevazné ze syra a velbloudiho mléka. Tuto stravu mohou jesté doplinovat semena
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divokych rostlin (Briggs, 1960). Nutri¢ni a kalorické hodnoty jednotlivych potravnich

polozek udéava tab. 1.

Tabulka €. 1. Nutri¢ni a kalorické hodnoty stravy pastevct

Miéko Maso Tuk Krev  Obiloviny

Kcal/100g 60-80* 100-150 900 33 350
% protein 4* 15-20 10 5
% tuk S5* 5 100 + +
% cukr o* <5 + 9
Vitamin A + +

Vitamin B + +

Vitamin C +

Zelezo + +

Viépnik +

* sezONni variabilita

(Ptevzato a upraveno z Homewood, 2008; str. 181).

3.3.3.1. Chov zvirat

Tuaregové chovaji dva typy velbloudu. Jedni jsou chovéni za ucelem pievazeni naklada
Vv karavanach a ti druzi za uc¢elem jizdy. Mimo téchto jizdnich vlastnosti se velbloudi

chovaji 1 za potravnimi u€ely. Vyznamny uZzitek maji velbloudi, jak jiz bylo feceno, stran

mlécné produkce. Za ptiznivych podminek velbloudi samice vyprodukuje mezi 6 — 10 litry

......

oblastech i kravy (Briggs, 1960).

Zvitata se doji pfevazné vecer a mléko se pije nejcastéji druhy den, kdy je mirné
nakyslé. Z mléka se vyrabi také syr a maslo vytloukdnim mléka v kozeném vaku. Gwin
(2011) cituje ve svém €lanku jednoho tuarezského pastevce: ,,Zvirata jsou pro Tuaregy
vsim. Pijeme jejich mléko, jime jejich maso, pouzZivame jejich kiiZze, obchodujeme s nimi.

Kdyz zahynou zvirata, zahynou i Tuaregové.
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3.3.4. Spolecenské a kulturni zvlastnosti

Tuaregové se rozd€luji do tii konfederaci: Tassili-n-Azzer, Ahaggar, Adrar Iforas (Briggs
1960) a vytvaieji velké rodové skupiny, které se sdruzuji do nékolika kmenii (Briggs 1960;
Jirouskova, 2007). Jejich spole¢nost je mimotadné hierarchicka (Randall, 2005).

Tradicni spolecenské usporadani délilo Tuaregy na ,,aristokraty* (valecniky a
obchodniky) a ,,podiizené* (pastevce) s pridruzenou vrstvou kovari, marabutt (svatych
muzl) a otroki, jez byvali pfevazné ¢ernoSského ptvodu (Briggs 1960; Keenan, 2004).
Tato usporadani dnes jiz neplati a jeho zbytky z védomi lidi pomalu mizi. V pfitomnosti je
ve vSech statech, kde Ziji, zaveden spolecensky systém zalozeny na demokratickych

principech a Tuaregové se s nim postupné szivaji (Kratochvilova, 2010).

Spole¢nost Tuaregli je prevazné monogamni a Zeny jsou zde ve velké ucté.
V ptipad€ vybéru partnert si Zena miiZze vybrat sama a partnerstvi je rovnopravné

(Kratochvilova, 2010).

Zjistit soupis majetku Tuaregi bylo vzdy velmi t€zké a to zejména kvuli tomu, Ze
vlastnictvi jednotlivych rodin zalezi na zptsobu Zivota, ktery vedou (Keenan, 2004).
V obecné mife se vSak da fict, ze pln¢ kocovni Tuaregové maji vybaveni nejskromné;jsi.
Kvili jejich casté mobilite je pro né dulezité, aby méli co nejméné zatéze. Stézejni pro
kazdou nomadskou rodinu je stan vyrobeny z ktize, ktera dokonale chrani jak pied
sluncem, tak 1 vétrem a des§tém. V piipad¢ transhumace se majetek rozrista i o domek,

postaveny na urcitém misté po cely rok (Kratochvilova, 2010).

Kwvili postupné urbanizaci a dlouhodobému obdobi sucha, pti némz zahynula velka
mnozstvi zvitat, byla fada Tuareg donucena piehodnotit dosavadni zplisob zivota a
uchylit se alespon k ¢asteénému zivotu ve vesnicich ¢i méstech (Zahotik, 2006). Nejvice
z nich se usazuje na tizemi jizné polozeného sahelu, kde se vénuji castecné i zemédélstvi

(Kratochvilova, 2010).
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3.4. Laktazova perzistence

Znacné mnozstvi lidi neni v dospé€losti schopno pfijimat vétsi mnozstvi Cerstvého mléka,
aniz by se poté nepotykali se stfevnimi obtizemi. Tento stav je globaln¢ nazyvan jako
lakt6zova intolerance. Obtize po konzumaci mléka jsou zptisobeny neschopnosti travit
mléény cukr vlivem ukon¢eni produkce laktazy v tenkém stievé (Scrimshaw et Murray,
1988). Nestravena laktoza se tak dostava do tlustého stfeva, kde je travena stievni florou,

cozZ zpusobuje zazivaci obtize.

Normalni traveni laktézy Laktdézova intolerance

I [
Laktoza Laktoza

Tenké stievo

Laktaza

Glukoza
Galaktéza Voda
Bakterie
Frementace pw yw
Tlusté stievo Podrazdéni,
.y + + zvy$ena motilita
Normalni
stolice Plyny, organ.

kyseliny, atd.

Obr. 3. Rozdily Vv ptipadé lakt6zové tolerance a intolerance u dospélych

(Upraveno a pievzato z http://www.4-lactose-intolerance.com/images/lactase-failure.qgif)

Béhem poslednich 40 let bylo zji§téno, Ze U riznych populaci a u urcitého poctu jedinct,
schopnost traveni laktozy v détstvi nemizi a zachovava az do dospélosti, jakozto selekéni
vyhoda zalozena na dodatecné vyzivé z mléka (Bersaglieri et al., 2004; Fang et al., 2012;
Swallow, 2003; Tishkoff et al., 2007). Tento jev, zaloZeny na expresi laktazy v dospélosti,

se oznacuje jako laktazova perzistence (LP) (Ingram et al., 2009; Fang et al., 2012).

LP je tedy geneticka adaptace vazana na kulturni zménu souvisejici s mlé¢nou
produkci. Je jednim z ptiklada tzv. geneticko-kulturni ko-evoluce (Laland et al., 2010), i
jednim z nejlepSich piikladii na selekci zaloZenych evolu¢nich zmén u lidskych populaci

pijicich mléko (Sajantila, 2014). Aby se tyto vazby prokazaly, zkoumali teoreticti
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biologové genetické modely populaci v souvislosti s tim, zda kulturni procesy mohou mit
vliv na lidskou evoluci. Vysledkem bylo potvrzeni, Ze pfirozeny vybér miize vést ke zméné
genomu a byly odhaleny fady gent, které koresponduji s kulturnimi praktikami a které

Vv posledni dobé prosly pozitivni selekci (Laland et al., 2010).

3.4.1. Laktéza

Laktoza - neboli mléény cukr patii svym chemickym slozenim mezi disacharidy a sklada
se Z jednodussich monosacharidi glukozy a galaktozy, které jsou navzajem spojeny f -1,4
glykosidovou vazbou. Je obsazena v mléce vétSiny saven, kde se vyskytuje jako jediny
zastupce sacharida (Swallow, 2003). Lakt6za je vyznamnym zdrojem energie, ktera je
nezbytné nutna pro spravny vyvoj a rist novorozencu. V lidském matetském mléku
nalezneme piiblizn¢ 7,2g/100 ml mléka, oproti tomu v kravském mléce je ve 100 ml mléka

pouze 4,7 g laktozy (Lomer et al., 2008).

Aby mohla byt laktéza v tenkém stieve vstfebana a ndsledné vyuzita, musi byt

nejprve hydrolyzovana specifickym enzymem laktazou (Fojik et al., 2013).

g,H?OH CHZOH LH20H CH,CH
O
CH Lactase O OH H QOoH
OH H OH H
H H H HZO
H OH H OH H OH
Laclose Galactose Glucose

Obr. 4. Hydrolyza laktozy

(Prevzato z http://bcre.bio.umass.edu/intro/manual/images/1/18/Lactasel.png)

3.4.2. Laktaza

Laktaza, celym nazvem laktaza-phlorizin hydroldza je enzym (B-galaktosidaza) vytvareny
burnikami epitelu tenkého stieva (Fang et al., 2012; Fojik et al., 2013; Grand et al., 2015;
Swallow 2003). Jedna se o glykoprotein, ktery je zodpovédny za $tépeni laktozy na
jednotlivé 1épe vstiebatelné monosacharidy — glukézu a galaktozu. Monosacharidy vzniklé
touto hydrolyzou jsou poté volné absorbovany stfevnimi enterocyty do krevniho ob&hu.
Glukoéza je vyuzita jako zdroj energie a galaktdza se stava soucasti glykolipidii a

glykoproteind (Fang et al., 2012; Fojik et al., 2013).
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Laktaza ma zésadni vyznam pro vSechny novorozence savci, jelikoz jedinym
zdrojem jejich vyzivy je pravé mléko, které jak jiz bylo fe¢eno, obsahuje laktézu. Produkce
laktazy je tedy spole¢na pro vSechny savce (Benes, 1994; Ingram et al., 2009; Fojik et al.,
2013). Jedinou vyjimkou jsou ploutvonozci, jelikoz jejich mléko laktozu neobsahuje

(Ranciaro et al., 2014).

Exprese laktazy je na rozdil od ostatnich enzymi ponékud odlisna, zac¢ina
Vv prenatalnim obdobi avSak do 24. tydne je aktivita laktazy nizka. Aktivita laktazy se
zacina zvySovat béhem 3. trimestru (Grand et al., 2015). Jeji nejintenzivnéjsi produkce je
ptirozené V kojeneckém véku, bez ohledu na to, zda se jedna o clovéka, ktery bude
v dospélém veéku laktazove perzistentni ¢i laktézové intolerantni. Syntéza laktazy zacina po
odstaveni dramaticky klesat. Snizovani exprese laktazy je fyziologicky jev a pro vSechny

savce je naprosto ptirozeny (Fang et al., 2009; Jobling at el., 2014; Ranciaro et al., 2014).

Absence laktazy v dospélosti vede k laktozové intoleranci a je tedy pri¢inou, proc¢
neni vétSina svétové populace schopna konzumovat vétsi mnozstvi Cerstvého mléka bez

vystaveni se stfevnim potizim, jako jsou kiece, plynatost nebo prujmy (Lomer et al., 2008).

Fermentované vyrobky, jako je napf. jogurt, tvaroh nebo syr snaseji bez potizi i
jedinci, u nichz perzistence laktazy neni doloZena (Benes, 1994). Diivodem pro¢ tomu tak
je, je snizeni koncentrace laktozy ke kterému dochazi béhem procesu fermentace. Tento

pokles je zpisoben mlé¢nymi bakteriemi (Mnontalto et al., 2006).

3.4.3. Hypotézy vzniku laktazové perzistence

Genetické mutace zpiisobujici LP vznikly nejspiSe nezavisle na sobé nejméné u tfi riznych
populaci (Tellam, 2012). Néasledujici hypotézy se snazi vysvétlit priciny, které k tomu
vedly.

3.4.3.1. Kulturné-historicka hypotéza

Tuto hypotézu nezavisle na sobé formulovali dva badatelé a sice Simoons (1969,1970) a
McCracken (1971). Podle této teze je LP spojena s domestikaci skotu a mléénou produkei.
Je zalozena na pfirozeném vybéru v novém kulturnim prostiedi S pastevci a jejich stady
dobytka ¢i jinych domacich zvifat, ktera poskytuji nadbytek mléka. Pastevci chovajici

zvitata si postupem casu zacali uvédomovat pozitiva, ktera ptinasela konzumace mléka,
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a zacali ho Castéji zatazovat do svého jidelnicku. Jedinci, ktefi diky mutaci zptisobujici LP
mohli travit laktézu i v dospélosti, mohli tak vyuzivat nutricni hodnoty ziskavané z mléka,
na rozdil od jedinct, ktefi laktozu travit nemohli (Simoons, 1970). Laktazoveé perzistentni
jedinci navic netrpéli zadnymi zazivajicimi obtizemi a jejich strava byla proto bohatsi o

vyzivné slozky (Swallow, 2003).

3.4.3.2. Nedostatek vitaminu D

Hypotéza o nedostatku vitaminu D byla formulovéana pro populace obyvajici severni
Evropu, ktera je znama svym nedostatkem slunecniho zareni. Hypotéza odiivodnuje
vysoky vyskyt LP v severni Evropé¢ a jeji snizujici Cetnost smérem ke Stiedozemi. Se
snizujici se Cetnosti LP pfimo timérné klesa i konzumace Cerstvého mléka ku prospéchu
fermentovanych mléénych produkta, které laktozu obsahuji v mnohem mens$im mnozstvi
(Flatz and Rotthauwe, 1973). Jiz zminény nedostatek slune¢niho zafeni vede ke snizené
tvorb¢ vitaminu D, ktery fidi hladinu vapniku v krvi (Gerbault et al., 2009). Deficit tohoto
vitaminu ma tak za nasledek onemocnéni zvané kiivice (rachitis), které je zptisobeno pravé
nedostatkem véapniku, jenz je absorbovan ve sttevnim epitelu pravé diky vitaminu D. LP u
severskych populaci jim umoziuje piijimat vy$s§i mnozstvi mléka a tim tedy i vyssi piijem
vapniku, ktery je v mléce rovnéz ptitomen. Konzumace mléka tak napomaha organismu
vyrovnavat se s nepfiznivymi environmentalnimi vlivy (Gerbault et al., 2009; Holden and
Mace, 1997).

3.4.3.3. Aridni klima

Hypotéza aridniho klima byla, jak jiz nazev napovida, formulovana pro uzemi, kde je uhrn
srazek niz8i nez vsak a vypar. Ve velmi suchém prostiedi zvySuje vysoky obsah vody v
mléce Sance na preziti jedinclim, ktefi jsou schopni travit laktozu. Jedna se naptiklad o
pastevce, pro které se pohyb Vv prostoru s nedostatkem pitné vody stal standardem. Tato
hypotéza pocita s tim, Ze traveni mlééného cukru je zbavilo neZzadoucich stifevnich potizi,
které je vystavovaly nadmérnym ztratam vody a vycerpani (Cook et al-Torki, 1975; Cook,
1978). Hypotéza je podporovana vysokou frekvenci LP u pasteveckych skupin v aridnich
oblastech jako je napf. na Stfedni vychod nebo severni Afrika, kde se vyskytuje napt. u
beduint, Fulbt a v neposledni fad¢ také Tuaregti (Holden and Mace, 1997). Na druhé
stran¢ je tieba poznamenat, Ze testovani LP u pasteveckych Fulbi v Burkin€ Faso probéhlo

bez zdravotnich komplikaci i u jedinct, kteii laktozu netravili (Cerny, osobni sdéleni).
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3.4.3.4. Malarie

Malarie je zavazné tropické infekéni onemocnéni zptisobené parazity rodu
Plasmodium, které jsou pfenaseny komary rodu Anopheles. Touto chorobou se ro¢né
nakazi desitky milionu lidi (Scholte et al., 2003). V 80. — 90. letech se zac¢ala zkoumat
domnénka, ze by mléko mohlo souviset s odolnosti proti malarii. Byl napt. zjistén fakt, ze
béhem prvnich tii mésict novorozence je dit¢ chranéno proti malarii pfijimanim protilatek
Z mateiského mléka. S rostoucim vékem déti vSak riziko ohrozena malarii stoupa

(Anderson et Vullo, 1994).

Existuji vSak i studie, které maji na problematiku LP a odolnosti vi¢i maldrii
odlisny nazor. Mléko je bohaté na riboflavin (vitamin B2) a prave lidé s nedostatkem
riboflavinu mohou byt do urcité miry chranéni proti malarii (Anderson et Vullo, 1994).
Deficit riboflavinu v ¢ervenych krvinkach totiz inhibuje rist paraziti zptisobujicich malarii
(Dutta, 1991). Mechanismus této obrany je vyznamny, avSak stale nejisty. Napf. studie
Anderson et al., (1994) se zabyvala vyzkumem vysoké prevalence familiarniho poklesu
flavint v ¢ervenych krvinkach u lidi z oblasti Ferrara (Italie). Pokles flavint nebyl vSak
z ditvodu jeho nedostatku ve stravé (flavin se ddle nachazi i v jatrech, ledvinach ¢i

ofechach), ale kvtili pomalé aktivit¢ metabolismu riboflavinu.

Hypotézu o prospésnosti mléka zkoumal i Lokki et al., (2011), ktery studoval
populaci Fulbti. Fulbové jsou znami svoji niz$i nachylnosti k malarii a vyssi ¢etnosti
jedinct s LP, oproti sympatrickym populacim. Na zakladech jeho vyzkumu nepodpofil
teorii, Ze jedinci s ponechanou moznosti traveni laktdzy jsou vice odolni proti této

parazitémii. AvSak sami autofi poukazuji na to, Ze tato teorie pottebuje dalsi zkoumani.

3.4.4. Testovani hypotéz

Prvni tfi vySe uvedené hypotézy testovali Holdenova a Maceova (Holden et Mace, 1997)
na souboru 62 populaci z celého svéta. Mezi zkoumané populace pattili zastupci vSech
kontinentd. Z Afriky to byli napt. Beduini, Egyptané, Fulbové, Tuaregové a Tunisané.

Z Ameriky se jednalo napf. o Apade a Inuity. Z Asie to byli nap¥. Cinané, Japonci,
Mongolové a Turci. A mezi zkoumané populace z Evropy patfili napt. Cesi, Irové,
Mad’aii, Spanélé, Rusové a Rekové. Pro otestovani viech analyz vyuzili srovnavaci
metodu, kdy porovnavali pfisluSnou environmentalni proménnou (tiroven pastevectvi,

intenzitu slune¢niho zareni, stupen vyprahlosti) k vyskytu LP u dospélych v riznych
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populacich. Vysledkem jejich Setfeni byla podpora hypotézy, ze LP je kulturné-historickou
adaptaci na piti Cerstvého mléka. A zaroven zamitli tvrzeni, zZe traveni laktozy je rozsifeno

jen v aridnim prostiedi.

Na prvni dvé hypotézy se také zaméfili i Gerbault et al., (2009), ktefi svym
vyzkumem distribuce LP potvrdili zvysenou frekvenci LP v severozapadni Evropé a tim i
platnost hypotézy nedostatku vitaminu D pouze pro severni Evropu. Vyzkum provadél u
115 populaci z celého svéta. Jejich metoda vyzkumu byla zaloZena nejprve na analyze
distribuce LP na jednotlivych kontinentech ve vztahu k prosttedi, arovni pastevectvi a
genetice. Poté pomoci pocitacovych simulaci a velké archeologické databaze dat tykajici se

domestikace, ur¢il frekvenci LP na odliSnych mistech.

Co se ty€e hypotézy o vztahu mezi LP a malarii, tak na tu se ve své studii zaméftil
Lokki et al., (2011). Pro tcely své studie pouzil krevni vzorky pochéazejici od 162 Fulbti a
79 Dogonti. Ob¢ populace obyvaji stejné izemi sahelské ¢asti Mali. Pro vyhodnoceni
vztahu mezi LP a malarii nejprve sekvenovali region dlouhy 400 bp, obklopujici hlavni
evropskou variantu -13910*T. Ze 79 Dogonu byl pouze jeden z nich heterozygot pro LP,
ostatni byli homozygoti pro ancestralni alelu C. U Fulbt byl tento evropsky polymorfismus
nalezen ve frekvenci 37%. Dale byly nalezeny dalsi tfi mutace ve spole¢né frekvenci 6,2%,
mezi které patfila i nova varianta -13906*C. Pro dal$i zkoumani pouzili krevni natéry,
které byly zkoumany pod mikroskopem, a nésledné se zde vyhodnocoval pocet parazitii
zodpovédnych za malarii. Vysledkem studie bylo zjisténi, Ze u Fulbu bez LP byla malarie

mikroskopicky detekovana u 24%, u Fulbti s LP byla malarie prokazana pouze u 18%.

3.4.5. Svétové rozsireni LP
Diky ¢etnym vyzkumiim zabyvajicim se vyskytem LP u rtiznych lidskych populaci se
pomalu za¢ina ukazovat realna frekvence celosvétového rozsifeni. Nadale vSak budou

potieba i dalsi vyzkumy v oblastech jako je zapadni a jizni Afrika, jihozépadni Evropa,
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Pfedni vychod a uzemi stfedni a jizni Asie (Itan et al., 2010).
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Figure 1 Interpolated map of Old World LP phenotype frequencies. Dots represent collaction locations. Colours and colour key show the
frequencies of the LP phenotype estimated by surface interpolation.

Obr. 5. Celosvétové rozsiteni LP
(Pfevzato z Itan et al., 2010)
Jak ukazuje obr. 5 frekvence LP je celosvétoveé velmi nerovnomérna (Itan et al.,
2010). Vyssi Cetnost byla dokumentovana u populaci severni Evropy (Gerbault et al.,
2009), Piedniho vychodu, vychodni Afriky (Ranciaro et al. 2014), zapadni Afriky (Lokki
etal., 2011), stfedni Asie (Heyer et al., 2011) a Arabského poloostrova (Al-Abri et al.,
2012; Prichodova et al., 2014).

Tellam (2012) uvadi, ze v dne$ni dobé je schopno travit laktézu az 1/3 lidské
populace. Nejvyssi frekvence LP je doloZena v severozapadni Evropé - u Svédi a Dant je
frekvence vyssi nez 90% (Enattah et al., 2008), klesajici smérem na jih a vychod (Ingram
et al., 2009; Tishkoff et al., 2007). V Indii je nejvyssi frekvence na severozapadé (Gallego
Romero et al., 2012), ale obecné vzato se vyskyt LP v jizni Asii da povazovat za nizky
(Ingram et al. 2009). V Africe je distribuce nerovnomérna a to prevazné diky ko¢ovnym
pastevcim, kteti maji ve srovnani s okolnimi usedlymi skupinami frekvenci LP relativné
vysokou. Podobné jsou na tom i beduini ve srovnani s okolnimi populacemi na Pfednim
vychodé (Ingram et al., 2009). U zapadoafrickych zemédélct se vyskyt LP pohybuje od 5-
20%, v Cin& kolem 1% a pastevci z vychodni Afriky mohou mit Eetnost vyskytu az 88%
(Tishkoff et al., 2007).
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3.5. Geneticka podstata LP

Pavodni pozorovani v letech 1970 az 1980 vedla ke zjisténi pozitivni korelace mezi LP a
konzumaci mléka (Holden and Mace, 1997). Na zacatku se zvazovalo, Zze LP se projevuje
dusledkem mutace v genu pro laktazu (LCT). Nasledné vsak bylo zjisténo, ze za LP neni

zodpovédny samotny gen LCT, ale mutace nachazejici se v intronech sousedniho genu

MCM6 (Jensen et al., 2011; Swalow, 2003).

Genetickou podstatou LP jsou jednobodové mutace, které znaéné zvysuji
transkripci v promotoru genu LCT (Tishkoff et al., 2007). Rodinné studie ukazaly, ze se
jedna o mendelovskou autozomalné dominantni dédi¢nost (Enattah et al., 2002). Jedinci
tolerantni na lakt6zu jsou tedy bud’ heterozygoti (LCT*P/LCT*R) nebo homozygoti
(LCT*P/LCT*P) pro dominantni alelu branici normalnimu poklesu laktazové aktivity.
Naproti tomu jedinci na laktozu intolerantni jsou homozygoti s autozomalné recesivni
alelou (LCT*R/LCT*R), kde R znamena recesivni (Jobling et al., 2014) a P znamena

perzistentni alela.

3.5.1. Gen LCT

LCT je gen kodujici enzym laktazu (Bersaglieri et al., 2004; Sajantila, 2014; Swallow,
2003), a to i béhem jeji exprese v dospélosti. Gen je velky ptiblizné 50 kb a je lokalizovan
na druhém chromosomu, ptesnéjsi lokace je 2q21 (obrézek €. 7). Obsahuje 17 exontl a
koduje mRNA transkript 6274 nukleotidll a preproteint 192 aminokyselinovych residui
(Swallow, 2003).
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Obr. 6. Umisténi genu LCT na 2. chromozomu

(Ptevzato z http://ghr.nIm.nih.gov/gene/LCT)
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3.5.2. Gen MCM6

Gen MCM®6 neboli minichromozom kontrolujici spravny ptepis komponent aredlu 6
(Minichromosome Maintenance Complex component 6) je jednim z vysoce
konzervativnich proteint, ktery spole¢né s MCM2,3,4,5 a 7 tvoii MCM komplex (Lee et
Hurwitz, 2001; You et al., 2000). Tyto konzervativni proteiny jsou nezbytné pro zahajeni

replikace eukaryotického genomu.

MCMBG6 obsahuje 18 intront. Mutace, které ovliviiuji promotorovou aktivitu LCT a

vvvvvvv

3.5.3. Mutace genu MCM6 a jejich distribuce

V genu MCMB6 se nachazi né€kolik mutaci, které zptisobuji LP. Tyto mutace se vyskytuji ve
dvou intronech, a sice 9 a 13 (Bersaglieri et al., 2004; Lokki et al., 2011; Fang et al., 2012).
V intronu 9 se nachazi mutace -22018*A, v intronu 13 vétsi pocet mutaci, které popisu

V nésledujicim textu.

Dle znaéného mnozstvi studii se tyto mutace u odlisnych populaci mohou riiznit.
Napft. u evropskych populaci se vyskytuje (Bersaglieri et al., 2004), dalsi ¢astou mutaci je -
22018*G, ktera se vsak vyskytuje ve vazebné nerovnovaze s mutaci -13910*T. Africké
populace se na rozdil od evropskych vyznacuji vétsi variabilitou. Mezi mutace nachazejici
se v okruhu 100 pb od alely -13910*T prokazujici souvislost s laktazovou perzistenci dale
patii -13907*C, -13915*G, -14007*A -14009*G, -14010*C a nové objevena -13906*T.
Na Arabském poloostrové se vyskytuji ¢tyfi varianty, které se téz nachazi v okruhu 100 pb
od zakladni mutace -13910*T a to -13907*C, -13915*G, -14009*G a -14010*C z nichz
ovsem jednozna¢né dominuje varianta -13915*G. Ve stfedni a jizni Asii je LP
dokumentovana u skupin zemédé&lcii a pastevci a objevuje se zde stejna mutace jako
v Evropg¢, tedy -13910*T (Heyer et al., 2011). Také v jizni Asii je LP spojena s variantou -
13910*T (Gallego Romero et al., 2012).

V nize vedenych podkapitolach uvedu nékteré z hlavnich ¢i vice diskutovanych
mutaci, které jsou zodpoveédné za LP. Jejich lokalizace v genu MCM6 je uvedena na
obrazku ¢. 7. U kazdé mutace uvedu i jeji rs ¢islo, neboli tzv. pfistupové ¢islo, které

odkazuje na specifické SNP v dané databaze. V své praci pracuji s databazi PubMed.
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Obr. 7. Geny LCT a MCM6 Na obrazku jsou vyznac¢ené mutace v intronovych oblastech MCM6

genu; Zlutou barvou jsou oznaceny STR polymorfismy (pievzato z Ranciaro et al., 2014)
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3.5.3.1. -13910*T

Varianta -13910*T (rs4988235) je prvni objevenou mutaci zpasobujici LP (Hollox et al.,
2001) a je téz i jednou z hlavnich mutaci (Enattah et al., 2008). Ze pravé tato alela je
zodpovédna za Stépeni mlééného cukru 1 béhem dospélosti, bylo zjisténo aktivitou enzymu
u 196 finskych jedinct (Enattah et al., 2002) a dalsi studie tyto vysledky potvrdily (Ingram
et al., 2009). Mutace je bézna pro Evropu (Ingram et al., 2009), pti¢emz v nejvyssich
Cetnostech byla detekovana na jejim severu. Napi. studie Enattah et al., (2002) objevila
tuto mutaci ve vysoké frekvenci u finské populace, dale byla vysoka frekvence pozorovana
iu IrG (Mulcare et al., 2004). Ptes sviij evropsky ptivod byla ale také identifikovana u
nékolika zapadoafrickych pasteveckych populaci (Tishkoff et al., 2007). Vyskytuje se
napt. u Fulbtu z Mali ve frekvenci 37% (Lokki et al. 2011), Fulbt ze Sudanu ve frekvenci
48% (Enattah et al. 2008) a Fulbt z Kamerunu ve frekvenci 22,9% (Ranciaro et al., 2014).
Detekovana byla i studii Ranciaro et al. (2014) u arabskych Baggari (8%) a berberskych
Mozabitt z Alzirska (27,3%).

Absence této varianty byla detekovana v jizni Africe (Bersaglieri et al., 2004;
Ingram et al 2009; Tishkoff et al., 2007) a vzacné byla pozorovan u beduinti na Arabském
poloostrove (Ingram et al., 2009; Prichodova et al., 2014), jeji vyskyt byl potvrzen i v Indii
(Gallego Romero et al., 2012) u zeméd¢lcu (Tadzikové), tak pasteven (Kazasi,

Karakalpakové, Kyrgyzové, Turkmeni) zijicich ve stiedni Asii (Heyer et al., 2011).

Na zaklad¢ studia vazebné nerovnovahy se odhaduje, ze alela -13910*T vznikla u
Evropant pfiblizné v poslednich 2 000 — 20 000 letech (Bersaglieri et al., 2004), pozdé&jsi
studie situuje jeji vznik do oblasti mezi Balkanem a stiedni Evropou v obdobi pied 7 500
lety (Itan et al., 2009). Rozsifeni mutace ve stiedni Asii se datuje do doby pied 6 000 — 12
000 lety (Heyer et al., 2011). Vysledky z prace Bersaglieri et al. (2004) ukazuji, Ze
chromosomy nesouci alelu -13910*T maji kolem ni dlouhy haplotyp a proto nelze

vylou¢it, ze LP mohou zplsobovat i varianty, které jsou umistény n¢kde v této oblasti.

3.5.3.2. -13915*G

Varianta -13915*G (rs41380347) zodpovida za LP u populaci Saudské Arabie, Jemenu a
Omanu (Al-Abri et al., 2012; Ingram et al., 2009) a byla téz pozorovana u arabsky
mluvicich skupin na tizemi Afriky (Prichodova et al., 2014). U africkych Arabu se

frekvence LP déli do dvou skupin. Zatimco nomadské skupiny (Rasajdové a Baggarové)
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maji frekvenci vysokou, poloko¢ovni Suwa z Nigérie a usedli Arabové ze Sudénu a
Egypta, maji frekvenci nizkou. Tyto vysledky koreluji s jejich zivotnim stylem a naznacuji,
ze tato alela ma ptivod v Arabii, odkud ji do Afriky rozsifili beduini v 7 stoleti n. 1.
(Prichodova et al., 2014). Dle vyzkumu Ranciaro et al. (2014) se tento polymorfismus
vyskytuje u afroasijskych Bedza ve frekvenci 12%, populaci z Keni (9%), arabskych

Baggarti ze severniho Kamerunu.

Pocatky této mutace jsou odhadnuty do obdobi pied 4 000 lety a souviseji patrné

s domestikaci velbloudi a konzumaci velbloudiho mléka (Enattah et al., 2008).

3.5.3.3. -13913*C
O mutaci -13913*C (rs41456145) se toho doposud vi jen malo. Ackoliv je tato mutace
spojovana s LP, nebyla prozatim zkoumana na fenotypové tirovni, a proto jeji spojeni s LP

nelze potvrdit, ovSem ani vyvratit.

Alela byla napt. nalezena v Etiopii, kde se jeji frekvence pohybovala okolo 7,5%
(Jones et al., 2013). V malé mife byla nalezena i u Fulbti z Kamerunu, Somalct z Etiopie,

Jaalit ze Stidanu a Beduint ze Satdské Arabie (Ingram et al., 2007).

3.5.3.4. -22018*A

Mutace -22018*A (rs182549) se nachazi v lokusu 22 018 bp od 5 konce v genu pro LPH a
jako jedina se nachazi v 9. intronu genu MCM6 (Kuokkanen et al., 2003). Vyskyt této
mutace byl prokazan v Evropé, severni Cing (Xu et al., 2010) a Africe. V Africe byla tato
mutace nalezena u populaci z Tanzanie (Tishkoff et al., 2007). Varianta byla prokazana i u
nékterych Japonct a Brazilcu (Mattar et al., 2010). Studie Ranciaro et al. (2014) vsak tuto

mutaci v Ciné nepotvrdila.

Mutace se vyskytuje v silné vazebné nerovnovaze s mutaci -13910*T. Vazebna
nerovnovaha znamena, ze se urcita kombinace alel na obou lokusech nachazi v populaci
Cast&ji, nez by tomu bylo, kdyby byly alely kombinovany ndhodné. Prozatim jednou

zjisténou vyjimkou je populace Hazari z Pakistanu (Ranciaro et al., 2014).
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3.5.3.5. -13907*G

Mutace -13907*G (rs41525747) se nachazi ve 13 intronu genu MCM6. Tato alela

se vyskytuje pfevazné u afroasijsky mluvicich skupin, jedna se tedy populace ze severniho
Sudanu, severni Keni a Etiopie (Ranciaro et al., 2014). U afroasijskych Bedzu je ¢etnost
21% a v Keni se vyskytuje pouze s 5% cetnosti (Tishkoff et al., 2007). Jeji absence je

zaznamenana v Izraeli, Jordansku, Saudské Arabii a Kamerunu (Ingram et al., 2007).

3.5.3.6. -14010*C

Mutace -14010*C (rs145946881) znama jako ,,vychodoafricka“ varianta (Breton et al.,
2014) se nachazi ve 13 intronu genu MCM®6 a poprvé byla nalezena ve studii Enattah et al.
(2008). Tato alela se vyskytuje v jiznim Stidanu (Ranciaro et al., 2014). Casta je u
nilosaharskych populaci (Schlebush et al., 2012) z Tanzanie (39%) a Keni (32%) a
afroasijskych populaci z Tanzanie (46%), méné Casto Se vyskytuje u Sandawu (13%),
afroasijskych populaci z Keni (18%) (Tishkoff et al., 2007) a Masaju (58%) (Wang et al.
2012). Na druhou stranu absence byla pozorovana u nilosaharskych Sudanct a Hadza
(Tishkoff et al., 2007) stejn¢ tak jako u Africani mluvicich bantuskymi jazyky (Breton et
al. 2014; Schlebush et al., 2012). Pozdg¢ji byla nalezena i u Khoisand, obyvajici jih Afriky
(Torniainem et al., 2009). Jeji vyssi frekvence v jizni Africe, napt. u Xhost (Torniainen et
al. 2009) muze potvrzovat spojeni mezi populacemi z jizni a vychodni Afriky

prostiednictvim bantuské migrace (Schlebusch et al. 2012).

Tato mutace se v Africe objevila pfiblizné pted 3 000 — 7 000 lety a jeji vysoka
frekvence naznacuje, Ze je pod silnou pozitivni selekci (Schlebush et al., 2012; Tishkoff et
al., 2007). Ze na mutaci ptisobi pozitivni selekce, dokazuje i fakt, Ze v jejim okoli jsou

ostatni polymorfismy ve vazebné nerovnovaze (Ranciaro et al., 2014).

3.5.3.7. -14009*G
Jones et al. (2013) ve své studii potvrdil pomoci testt In vitro, ze mutace -14099* G

(5s820486563) zvysuje expresi LCT promotoru a tim je tedy signifikantné spojena s LP.
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3.5.4. Rozsifeni LP mutaci v Africe

Distribuce LP mutaci v Africe je oproti Evropé velmi riiznoroda a je spojena s n¢kolika
variantami. A spiSe neZ s prostiedim je vazana na ur€itou subsisten¢ni strategii, a sice
pastevectvi. Cela fada studii ukazala, ze pastevci maji vyssi frekvenci LP oproti jejich
sousediim, ktefi se pastevectvim nezabyvaji (Mulcare et al., 2004). Hlavni mutace
vyskytujici se v Africe jsou -14010*C, -13910*T (Enattah et al., 2008; Tishkoff et al.,
2007; Ranciaro et al., 2014), -13915*G (Imtiaz et al., 2007; Ingram et al., 2007), -
13907*G (Ingram et al., 2007; Tishkoff et al., 2007). Nové byla roku 2013 v Etiopii
detekovana varianta -14009*G (Jones et al., 2013).
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Obr. 8. Distribuce mutaci v Africe (obrazek znazoriuje distribuci 4 riznych mutaci zptisobujici LP
v Africe: -14010*C, -13915*G, -13910*T a -13907*G)

(Ptevzato z Ranciaro et al., 2014)

Pro severni (ale diky Fulbim také zapadni) Afriku je typickd mutace -13910*T. V mensi

mife se zde vyskytuje i -14010*C, ktera je vsak vice zastoupena v Africe vychodni



(Tishkoff et al., 2007; Enattah et al., 2002; Jensen et al., 2011; Lewinsky et al., 2005), kde
se téz vyskytuje mutace -13915*G a -13907*G. Pozdg&ji byla varianta -14010*C nalezena i
na jihu Afriky. Vysoka frekvence alely -14910*C v jizni Africe miiZe potvrzovat propojeni

mezi populacemi z jizni a vychodni Afriky.

Béhem zkoumani populaci z Etiopie byla objevena i nova mutace -13913*C (Jones
et al., 2013). Avsak vzhledem k jeji malé celosvétové cetnosti zde doposud nebyly
provadény testy na fenotypové urovni a proto se jeji vyskyt s laktdzovou perzistenci

nemuze zcela potvrdit.

3.5.5. Migrace africkych pastevcii

Na zakladé hapotypového pozadi spojeného s LP muzeme ziskavat zajimavé poznatky
ohledné migraci u africkych pastevct. Napft. haplotypova analyza ukazuje, Ze
polymorfismus -14010*C, ktery byl diive vyhradné spojen s pastevci pochazejicimi

z vychodni Afriky (Kena, Tanzanie), se dnes nachazi i v jizni Africe (Sajantila, 2014)
RovnéZ ptitomnost alely sttedovychodniho pivodu -13915*G u populaci v sahelu
naznacuje, ze mezi témito regiony dochazelo k migraci (Prichodova et al., 2014). Dulezité

je zminit, ze tyto vysledky podporuji i znamé historické interakce mezi t€mito regiony.

Breton et al., (2014) zkoumal 267 jedincu ze 13 populaci jizni Afriky zahrnujici
potomky lovci-sbéract, pasteveid a zemédéled. Tzv. ,,vychodoafrickou* mutaci -14010*C
nalezl u striktné pastevecké populace Khoisanti Nama z Namibie ve frekvenci 20%. Tyto
vysledky naznacuji spojeni s vychodni Afrikou. ,,Evropska“ mutace -13910*T byla naopak
nalezena u populaci se smisenym pivodem. Tato mutace byla do jizni Afriky
pravdépodobné zavedena evropskymi kolonisty, zatimco data ohledné varianty -14010*C
podporuji model migrace vychodoafrickych pasteveckych skupin na jih Afriky, kde se

nasledn¢ zacali sblizovat s tamnimi lovci- sbéraci (Breton et al., 2014).
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Obr. 9. Genotypova frekvence ukazujici tfi hlavni varianty LP a migrace spojena s roz$ifovanim

pastevectvi v jizni Africe

(Pfevzato z Breton et al., 2014)

3.5.5.1. Pozitivni selekce LP

Pozitivni selekce vyhodné alely je velmi G¢innym mechanismem jak jeji frekvenci zvysit.
Vyskytuje se v piipadech, kdy mutace poskytuje dostateéné velky piinos pro jejiho nositele
(zvysuje jeho reprodukéni zdatnost) a miize vést az K jeji fixaci. Pozitivni selekci se
frekvence dané mutace zvySuje (Flégr, 2009; Smith et Haigh, 1974), ale geneticka
variabilita jejiho okoli se naopak snizuje. Uplatiuje se zde tzv. selekéni vymeteni
,,selective sweep “. V piipad¢ LP se pozitivni selekce tyka schopnosti zachovani traveni
mlécného cukru béhem celého Zivota s vyhodami, které jsem uvedla vyse. Tato pozitivni
selekce v podobé¢ genové-kulturni koevoluce zacala pozvolna probihat po konzumaci

mléka jiz od neolitu. (Beja-Pereira et al., 2003).

Gen LCT se velmi ¢asto navrhuje jako gen, ktery nedavno prosel pozitivni selekci
(Scrimshaw et Murray, 1988). Data svéd¢ici ve prospéch pozitivni selekce jsou pomérné
silné. Bersaglieri et al. (2004) prokazala pozitivni selekci na zakladé tii analytickych
metod. Tato selekce nastala po oddéleni evropskych populaci od asijskych a africkych
populaci po kolonizaci Evropy. Vysoka frekvence a mlady vek téchto haplotypt, vysoky
odhadnuty koeficient selekce, velmi vysoké hodnoty REHH (,,Relative Extended
Haplotype Homozygosity ), to vSe naznacuje, ze LTC piedstavuje jeden z nejsilnéjSich

signalt nedavné pozitivni selekce doposud dokumentované v lidském genomu. Vysledky
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podporuji hypotézu, ze dodatecnd vyziva v podobé mléka zvySovala zdatnost jedincti s LP,

v nedavné historii Evropy a pravdépodobné nejen v tam (Bersaglieri et al., 2004).

Pozitivni selekce LP byla také potvrzena studii Coelho et al. (2005), ktera se
zabyvala analyzou okolnich mikrosateliti mutaci -13910*T a -22018*A u Italq,
Portugalcti, Fulbt a populaci z Guinejského zéalivu a Mozambiku. Cilem této studie bylo
zjisténi, zda tyto mutace vznikly v Evropé a v Africe nezavisle. Pro vyzkum byl pouzit test
neutrality. Vyslednym zjis$ténim jejich studie bylo nalezeni odchylky od neutrality u
varianty -13910*T mezi evropskymi a africkymi populacemi, coz vedlo k zavéru, ze

mutace pravdépodobné vznikly u evropskych a africkych populaci nezavisle na sobg.

Podobnou problematikou se zabyvala i Tishkoff et al., (2007), kterd provad¢la
vyzkum u populaci z Tanzanie, Keni a Sudanu, zaméteny na mutace -14010*C, -13915G*
a-13907*C u kterych bylo in vitro testy zjisténo, ze zvysuji transkripci LCT promotoru.
Vsechny z téchto tfi mutaci maji odlisné haplotypové pozadi nez méa mutace -13910*T.
Zjisténa data naznacuji, ze se jednalo o konvergentni evoluci zptisobenou silnym

selektivnim tlakem.

Pozitivni selekci mizeme potvrdit i na zaklad¢é vyzkumu, ktery provadél napt.
Plantinga et al., (2012). Ve své studii analyzoval celkem 46 vzorkli aDNA ziskanych
z kosternich pozistatki (zubti), pochazejicich ze dvou hrobi lezicich v severni ¢asti
Pyrenejského poloostrova a datovanych do doby pied 5 000 — 4 500 lety. Z celkového
mnozstvi 46 vzorki byla LP detekovana u 26 jedincii. Primérna alelické frekvence byla u
téchto populaci z obdobi neolitu piiblizné 27%, coz je mnohem mensi frekvence nez je
detekovana u moderni baskické populace (66%). Tyto vysledky jsou tak v souladu
s konceptem, Ze béhem obdobi neolitu a eneolitu zacala plsobit pozitivni selekce,
zpiisobend domestikaci a naslednou konzumaci mléka a mléénych vyrobki, kterd vedla ke

zvySeni LP u evropskych populaci.

3.5.5.2. LP u Tuaregii

Jak jsem vySe zminovala, jedinou studii spojenou s LP u Tuaregt provadél pied 30 lety
Flatz et al. (1986). Autoti zkoumali absorpci a malabsorpci laktoézy u dospélych Tuaregi
pochazejicich ze skupiny Ullemeden z centralni Sahary (Nigeru). Pro své vyzkumy pouzili

fenotypovy test na toleranci lakt6zy zaloZzeny na ur¢ovani vodiku ve vydechovaném
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vzduchu. Z celkového poctu 118 jedinct, byla LP potvrzena u 103 jedinct (87,3%),
zbylych 15 jedinct (12,7%) laktozu netravilo. Takto nizky pocet jedincti bez LP naznacuje,
7e 1 v piipadé Tuaregi by mohlo jit o hypotézu o pozitivni selekci genu pro LP. Ziskané

vysledky ov§em nebyly zkoumany na molekularni trovni.
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4. MATERIAL

Pro vyzkum k této diplomové praci bylo pouzito 93 vzorki DNA Tuaregt. Vzorky byly
ziskany mym $kolitelem ze tfi riznych lokalit pfi expedicich do Afriky konanych v letech
2004 — 2006. V roce 2004 probéhla expedice do Burkiny Faso konkrétné do oblasti
Gorom- Gorom (Tgor) odkud pochézi 36 vzorku tamnich Tuaregi. O rok pozd¢ji probihal
sbér DNA v okoli mésta Tanut (Ttan) v Nigeru, odkud pochazi 31 vzork a poslednich 26
vzorkl bylo zajisténo okolo mésta Gossi (Tgos) v Mali z roku 2006. Zemé&pisna poloha

jednotlivych lokalit je znazornéna na obrazku ¢. 10.

-
i N+ Zinder
Sokoto s

NIGERIA Kano

Obr. 10. Vyiez Afriky s oznacenim oblasti obyvanych Tuaregy a zahrnujici vyfez uzemi vzorkovanych
skupin z Nigeru (Ttan), Burkiny Faso (Tgor) a Mali (Tgos)

(Ptevzato z Pereira et al., 2010)

DNA byla ziskana v podob¢ bukalnich stért, které byly uloZzeny do lyza¢niho
roztoku a ptevezeny do Prahy. Laboratorni praci jsem provadéla pod zastitou
Archeologického tistavu AVCR, Praha, v. v. i. v laboratofi archeogenetiky pod dohledem
Mgr. Edity Priehodové.
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5. METODY

Pro ziskani vysledki k mé diplomové praci jsem pouzila nasledujici laboratornich techniky
a metody: izolace DNA, méfeni koncentrace izolované DNA, PCR amplifikace 359 pb
useku genu MCMG, gelova elektroforéza, sekvenace DNA a vysokorozliSovaci analyza
kiivek tani (High Resolution Melting) pomoci RealTime PCR. Pro analyzu dat jsem
nasledné pouzila tyto programy: SynGene, Bioedit, Chromas, GenAlEx, Phase a
NETWORK.

5.1. 1zolace DNA
Z bukalnich stéri bylo nejprve potieba provést izolaci DNA. Izolaci jsem provadéla pies
kolonky QIAquick PCR Purification Kit od firmy QIAGEN téz za ucelem vzorky ptecistit
a zbavit je tak piimési, které by mohly negativné ovlivnit nasledujici analyzy. Tento kit
pracuje na principu izolace DNA pfes membranu tvotfenou silikagelem. Priichodem ptes
kolonku se zaroven snadno odstrani i nezddouci necistoty. Pfesny postup izolace DNA
uvadim v piiloze 1.

DNA u 62 vzorkt byla v laboratofi jiz izolovana pro ucely analyzy uniparentalnich

polymorfismi (Pereira et al., 2010). U 31 vzork jsem izolaci provadéla sama. Prehled

mnou izolovanych vzorkt je uveden v ptiloze 3.

5.2. Méreni koncentrace izolované DNA

Vytézky DNA z bukalnich stérti jsou obecné mensi nez kupf. z kita Oragene, v mém
pouzila piistroj ACTGene UVS-99 a pro méteni jsem pouzila 1ul vzorku. Primérna
koncentrace DNA ve vzorcich byla pfiblizné 10 ng/ul, coz se ukézalo byt pro t¢ely mé

studie postacujici.

5.3. PCR amplifikace useku genu MCMG6

PCR, neboli polymerazova fetézova reakce z angl. Polymerase Chain Reaction je metoda,
umozitujici namnozit vybrany usek DNA (Stastna 2008). Princip PCR je zaloZen na
replikaci nukleovych kyselin. Podstatou je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych

fetézcli vybranych usekli dvouretézcové DNA ve sméru 5'— 3 prostfednictvim
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DNA- polymerazy. Syntetizovany usek je vymezen pfipojenim dvou primeru (tzv. forward
a reverse primer), které se vazi na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3" konce smétuji
proti sob¢. Po ptidani DNA-polymerazy a nukleotid pak probiha syntéza novych vlaken.
K syntéze DNA se pouzivaji termostabilni polymerazy izolované z termofilnich
mikroorganizmi, napi. Taq DNA - polymeraza z Thermus aquaticus odolavajici teplotam,
pfi nichz DNA denaturuje (Smarda et al., 2005). Zakladni tfi kroky PCR jsou denaturace,
hybridizace a elongace. Pti denaturaci se DNA zahtiva na teplotu kolem 95°C, béhem
hybridizace (45-65°C) se k vzniklym jednovlaknovym molekulam DNA napojuji primery
a pii elongaci dochazi pii 65-75°C k syntéze komplementarnich vlaken DNA.

V mé diplomové praci jsem amplifikovala usek dlouhy 359 bp umistény v intronu
13 genu MCMG6. Na amplifikaci byly pouzity primery, jejichZ sekvence DNA byly
ptevzaty ze studie Coelho et al., (2009) (forward 5 -"GCAGGGCTCAAAGAACAATC-3’
areverse 5-TGTTGCATGTTTTTAATCTTTGG-3"), ddle GoTag® Green Master Mix,
ktery je sloZen z Taq polymerazy, dNTPs, MgCl, a modrého a Zlutého barviva a
Vv neposledni fad¢ voda a DNA. Elongace probihala pfi teploté 54,5°C.

Teplotni rezim PCR:
1x 94°C (5 minut)
35x 94°C (1 minuta) — 54,5°C (1 minuta)— 72°C (1 minuta)

1x 72°C (20 minut)

5.4. Gelova elektroforéza

Principem gelové elektroforézy je pohyb zaporné€ nabitych molekul DNA v elektrickém
poli smérem k anodé. Pomoci této metody Ize separovat molekuly DNA na zakladé
rozdilnych rychlosti pohybu rizné dlouhych usekil. Provadi se v nosici, kterym je v tomto
piipad¢ gel tvofeny agardzou. Jde vlastné o sit’ polymernich molekul s pory, jimiz se
molekuly DNA pohybuji riiznou rychlosti v zavislosti na velikosti, mensi fragmenty se

pohybuji rychleji nez delsi, tudiz za dany ¢as doputuji dale (Bartova, 2011).

V piipadé mé diplomové prace byla gelova elektroforéza vyuzita za ucelem ovéieni
namnozeni zkoumaného tseku DNA a vyhodnoceni negativni kontroly. Pouzit byl

agarozovy gel o koncentraci 1,5%, ptipraveny z 0,6 gramt agardzy, 12 ml TBE (Tris-
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borat-EDTA) a doplnén vodou do objemu 60 ml. Do jesté neztuhlého gelu byly ptridany
3 ul barviva GelRed, které slouzi k nasledné vizualizaci DNA pod UV svétlem. Do
pripravené¢ho gelu jsem nanasela 1 pl vzorkl a pro ovéteni velikosti molekul 10 pl
zebticku MassRuler LR™., Piesny postup piipravy agarézového gelu uvadim v priloze €.
2. Samotny béh reakce trval 45 minut. K naslednému vyhodnoceni gelové elektroforézy

jsem dale pouzila transluminator, kameru a softwar SynGene.

Obr. 11. Vysledek gelové elektroforézy z 10. 4. 2014

Jako piiklad gelové elektroforézy zde uvadim obrazek ¢. 11, kde je zobrazeno 11
vzorkd Tuaregl z oblasti Tanut (Ttan121, 122, 128, 129, 140, 142, 143, 144, 147, 148,
149) dale marker, ktery se nachazi na 7 pozici z leva a negativni kontrola na posledni 13

pozici.

5.5. Sekvenace

Sekvenace DNA slouzi ke stanoveni potadi (sekvence) nukleotidii v molekule DNA.
Nejpouzivangjsi metodou je Sangerova metoda (téZ oznacovana jako dideoxy metoda),
ktera vyuziva modifikovanou tzv. asymetrickou PCR k syntéze kopii DNA. Tato
modifikovana PCR vyuziva na rozdil od ,klasické* PCR pouze jeden primer. Amplifikace
PCR produktu tedy probihéd pouze na jednom fetézci DNA, na ktery se tento primer
specificky vaze a kopie molekul DNA nepftibyvaji exponencialni fadou (Bartova, 2011).

K jednofetézcové DNA ptiseda 15-25 bp dlouhy radioaktivné znaceny primer, ktery je
komplementarni k zacatku sekvenovaného mista. Nasledn€ od navazaného primenu zacne
probihat syntéza DNA za pritomnosti ¢tyf ANTP a jednoho z dideoxynukleotidd. Po jejich
zaClenéni dochazi k zastaveni syntézy z divodu neptitomnosti OH skupiny. Polymerace se

ukoncuje tam, kde se vyskytuje dany NT.
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Sekvenace vzorkl byla provadéna na zakazku ve firm¢ Macrogen.
Naamplifikované tseky DNA jsem nafedila na koncentraci 30 ng/ul a zadala sekvenovani
pomoci forward primeru. Vysledky sekvenace jsem obdrzela v elektronické podobé ve

form¢ chromatogramd.

5.6. VysokorozliSovaci analyza krivek tani

VysokorozliSovaci analyza kiivek tani (High Resolution Melting, HRM) je vysoce citliva a
rychla metoda, kterou Ize vyuzivat k detekci jedno- i vicenukleotidovych zamén v DNA v
heterozygotnim i homozygotnim stavu. Pribéh qPCR je obdobny jako u konven¢ni PCR.
Zakladem je cyklicky se opakujici denaturace templétu, hybridizace primert a syntéza
novych fetézcl cilového useku DNA. Z diivodu monitorovani produktu jiz béhem reakce
obsahuje qPCR smés, krom¢ komponent pro konvencéni PCR, navic fluorescencni
molekuly. Fluorescence je méfena v kazdém cyklu, pfi¢emz intenzita fluorescen¢niho
zateni je pfimo imérna koncentraci produktu pritomného v reakéni smési. Méfeni
fluorescenéniho signéalu odliSuje qPCR od konvenéni PCR, kde je produkt detekovan
elektroforeticky aZz po ukonceni reakce. Jak jiz bylo fe¢eno, prubéh reakce je tedy
kontinualné zachycen optikou, kteréd je schopna zaznamenat fluorescen¢ni zaieni uzité
fluorescenéni barvy a tim, jak se ve dvousroubovici DNA rozvoliuji vazby mezi fetézci,
dochazi k uvoliiovani interkala¢niho €inidla, coz se projevuje naslednym poklesem

snimané fluorescence.

Vysokého rozliSeni je dosahovano pouzitim tzv. DNA saturujicich barviv pomoci
piistroji s vysoce piesnou a stabilni kontrolou asového teplotniho gradientu. Béhem
postupného zahtivani dochazi k rozpadu dvousroubovice DNA, ¢imz se z ni barvivo
uvoliiuje a dochazi k poklesu fluorescence. Pfitomnost heteroduplexu v analyzovaném
amplikonu DNA méni tvar kiivky tani, ktery je charakteristicky pro konkrétni zaménu na
konkrétni pozici dan¢ho amplikonu a pfi pouziti (neznacenych) sond umoziuje dokonce
zachyceni homozygotni varianty mutace.

U této analyzy jsem kvuli ¢asové a finan¢ni naro¢nosti pouzila pouze polovinu ze
vSech sekvenovanych vzorkt. Vzorky jsem vybrala dle nasledujicich kritérii: nejprve jsem
cely soubor 93 vzorki rozdé€lila na vzorky mutované (57) a nemutované (36). Kazdou
z obou skupin jsem nasledné rozdélila dle populaci na tfi jednotlivé skupiny Tgos, Tgor a

Ttan, kde byla vybrana vZdy polovina vzorkl s nejvetsi koncentraci DNA.
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Metoda byla provadéna za pomoci Real-Time PCR na pfistroji
LightCycler®96System (Roche). SNP, ktera byla v této analyze zkoumana, uvedu
Vv kapitole 5.7.4. Okoli SNP polymorfysmui.

5.7. Vyhodnoceni dat

Chromatogramy sekvenci 359 bp tseku v intronu 13 genu MCM6 jsem vyhodnocovala
v programu Chromas LITE 2.1.1 a sefadila v programu BioEdit Sequence Alignment
Editor. Po upravé jsem je porovnavala s referenéni sekvenci a zjistila, zda dany vzorek

mutaci obsahuje ¢i nikoli.
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Obr. 12. Ukazky z programu Chromas LITE 2.1.1. s vyzna¢enymi polymorfismy na pozici 282
(Prvni obrazek s nemutovanou alelou C, druhy obrazek s mutovanou alelou T a tieti obrazek s alelou

Vv heterozygotnim stavu Y)
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5.7.1. Intrapopulaéni analyza

Intrapopulaéni analyzu jsem provadéla pro vSechny tii skupiny Tuaregti oddélené
(tabulka ¢. 2) v programu GenAlEx (Peakall et Smouse, 2012). Za pomoci chi- kvadrat
testu (statisticka metoda, ktera ovéfuje, zda se zkoumané znaky pohybuji v uréitém
rozdeleni pravdépodobnosti) jsem testovala Hardy-Weinbergovu rovnovahu,

heterozygozitu a fixa¢ni index.

5.7.2. Okoli SNP polymorfysmi

Pro detekci okolnich SNP jsem pouzila metodu vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani.
Tato metoda byla z ¢asové a finan¢ni naro¢nosti pouZita pouze u poloviny vzorkd, tedy u
47 vzorkd. Vzorky byly vybirany tak, aby ve zkoumaném souboru byly vzorky s LP
mutaci i bez mutace zastoupeny rovnomérné. Vzorky uvniti jednotlivych populacnich

skupin byly vybirany dle mnozstvi DNA v jednotlivych vzorcich.

U téchto 47 vzorki jsem celkem analyzovala 6 SNP, které uvadim v tab. 2. SNP
jsem pievzala z prace Heyer et al., (2011). Jednalo se tedy celkem o 282 analyz. Z divodu
nepiesného urceni nukleotidu softwarem v LightCycler® 96 System jsem ovSem nékteré
reakce musela opakovat. Ze souboru jsem nasledné vytadila dva vzorky kvuli
nejednoznacnému zafazeni. Tyto chyby by mohly byt zplisobeny nizkou koncentraci DNA
ve vzorcich. Ziskané genotypy jsem analyzovala v programu Phase, ktery odhadl
zastoupeni haplotypi. Tento program implementuje Bayesovu statistiku pro rekonstrukci
haplotypti z genotypovych dat. Algoritmus zacina délenim dat do segmentii. Poté se
vypocita seznam moznych haplotypt v ramci kazdého segmentu. Program poskytne

nejpravdépodobnéjsi haplotyp pro kazdého jedince (Stephens et al. 2004).

Data, ktera byla programem spocitana, byla vytvofena dohromady pro vSechny tii

geografické skupiny Tuaregt.
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Tabulka ¢. 2. Analyzovana SNP (Prvni sloupec oznacuje zpracovana SNP, druhy rs-pozice a tieti

udava pocet kb pfed genem LCT).

SNP1 rs2011946 = 209 kb
SNP2 rs309137 157 kb
SNP3 rs309142 106 kb
SNP5 rs1057031 = 25 kb
SNP7 rs313528 = 163 kb
SNP8  rs12619365 211 kb

(Z prace Heyer et al., 2011 jsem pro ucely své studie pouzila 6 SNP z ptivodné zpracovanych 9 SNP).

5.7.3. Haplotypové sité

Haplotypové sité znazoriuji evolu¢ni vzdalenosti mezi haplotypy a v piipadé
uniparentalnich haploskupin umoznuji urcit i jejich ptiblizné stati. Z haplotyptu
rekonstruovanych prostiednictvim programu Phase jsem vytvofila vstupni soubor, pomoci
néhoz jsem sestavila fylogenetickou sit’ v programu NETWORK 4.6.1.3. za pouziti
algoritmu ,,Median Joining “ (Bandelt et al., 1999). Pro lepsi znazornéni sité jsem upravila
vahu u nekolika pravdépodobné rekurentnich mutaci, viz tabulka ¢. 3 (pfednastavena

vaha programu pro vS§echny mutace je 10). Ze souboru sedmi polymorfisma (-13910 C/T +

Sesti okolnich SNP) jsem vahu upravila u tii z nich.

Tabulka €. 3. SNP a jejich vahy v programu NETWORK 4.6.1.3.

Mutace  SNP8 SNP7 13910 SNP5 SNP3 SNP2 SNP1

Vaha 10 5 10 10 7 1 10

5.7.4. Popula¢ni rust mutace -13910*T
Datovani po¢atku demografického rustu holotyptu s mutaci -13910*T bylo provedeno
Vv patizské Laboratoire d'Eco-anthropologie et Ethnobiologie, Muséum national d'Histoire

naturelle Dr. Frédéricem Austerlitzem dle jeho vlastni metody (Austerlitz et al., 2003).
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Metoda nebyla zpracovana mnou z diivodu nevlastnéni programu, ktery je pro tuto
analyzu pottebny.

Pro samotnou analyzu jsem vSak musela pfipravit soubor, ktery obsahoval
nasledujici informace: nazev populace, jeji dnesni nominalni velikost, zjisténa frekvence
mutace (v ptipadé¢ mého vyzkumu -13910*T), pocet nejfrekventovanéjsiho haplotypu

s touto mutaci a pocet vSech haplotypti s touto mutaci.

Generacni doba pro populaci o velikosti 1 300 000 jedinct byla stanovena na
25 let.
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6. VYSLEDKY

6.1. Cetnost LP
Z celkového souboru 93 vzorku tuarezskych pastevct jsem mutaci zodpovédnou za vznik
LP detekovala u 57 z nich (obrazek 13). LP jsem tedy detekovala u 61,3% tuarezskych

pastevct

36

Celkovy soubor 93 jedincl

H Jedinci Stépici laktozu 4 Jedinci bez schopnosti Stépit laktdzu

vvvvv

$tépici laktozu a jedinci s laktdzovou intoleranci)

ey

Prvni skupina Tgor, zijici na izemi Burkina Faso pobliz Gorom- Gorom, je
zastoupena 36 vzorky, z nichz 33 obsahovalo LP mutaci (17 heterozygott a 16
homozygotu); v této populaci jsem tedy identifikovala 91,7% jedinct schopnych $tépit
laktozu i v dospélosti. Druha skupina Tgos, zijici na uzemi Mali okolo Gossi, je
zastoupena 26 vzorky, z nichz jsem LP prokazala u 14 jedinct (7 heterozygoti a 7
homozygotti), coz odpovida 53,8% jedincim schopnych §tépit mlécny cukr i béhem
dospélosti. Posledni skupina Ttan, zijici v Nigeru pobliz mésta Tanut, je zastoupena 31
vzorky, z nichz jsem LP mutaci objevila u 10 z nich (mutace se ve vSech piipadech
vyskytovala pouze ve formé heterozygotil), LP jsem detekovala u 32,3% jedinct. Pomér

heterozygoti a homozygotl u jednotlivych populaci je zndzornén na obrazku 14.

Jednotlivé skupiny Tuaregl jsem pomoci chi-kvadrat testu otestovala na test

homogenity a zjistila jsem, Ze mezi populacemi jsou ve vztahu LP jedinci/intolerantnimi
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jedinci statisticky signifikantni rozdily. O¢ekavana ¢etnost LP jedinct by se v populacich
m¢éla pohybovat kolem 61%.

40
35 3
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25 17
20 12 21

15

10
Tgor Tgos Ttan

10

W dominantni homozygot k4 heterozygot L recesivni homozygot

Obr. 14. Cetnost homozygotii a heterozygotii (graf znazorfiuje podil homozygotd a heterozygoti u

jednotlivych skupin Tuaregt. Dominantni homozygot a heterozygot reprezentuji jedince s mutaci pro LP)

6.2. Mutace LP a jejich frekvence

Po amplifikaci useku dlouhého 359 bp a nasledné sekvenaci DNA jsem detekovala celkem
tii mutace spojené s LP. Jednalo se o mutace -13910*T a -13915*G, kter¢ jsou uzce spjaty
s LP, coz bylo dolozeno i studiem na fenotypové Grovni a dale pak mutaci -13913*C, ktera
je pomérné vzacna a jeji spojeni s LP nebylo doposud potvrzeno, byt’ se piedpoklada
(Ingram et al., 2007; Ingram et al., 2009).

Frekvenci nemutovanych a mutovanych alel jsem nejprve analyzovala u celkového
souboru 93 Tuaregi. Jednotlivé skupiny Tuaregt zde nebyly nijak zohlednéné, stejné tak

ani odlisné mutace zpusobujici LP.
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Obr. 15. Graf znazortjici podil nemutovanych a mutovanych alel (alel zpisobujici LP)

Na sloupcovém grafu (obrazek 15) je patrna frekvence piivodnich nemutovanych alel,
znazornéna Sedou barvou, ve frekvenci 57% a tfi mutovanych alel barvou ¢ervenou ve

spole¢né frekvenci 43%.

Nasledné jsem frekvenci nemutovanych a mutovanych alel pocitala pro kazdou
skupinu Tuaregti zv1ast'. Tato analyza byla provadéna stale jesté bez ohledu na jednotlivé

mutace pro LP (obrazek 16).
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Obr. 16. Frekvence mutovanych/nemutovanych alel u jednotlivych populaci

Grafy jednotlivych populaci Tuaregti znazoriujici podil nemutovanych a mutovanych alel (alel zptisobujicich

LP), se zahrnutim vSech tii detekovanych mutaci.
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Tyto sloupcové grafy jsou oddélené dle jednotlivych skupin Tuaregl. Svétlejsi barva zde
udéava vzdy frekvenci nemutovanych alel. Fialova barva udava frekvenci mutovanych alel
u skupiny Tgor, zelena u skupiny Tgos a modra u Ttan. Nejvétsi a zaroven nadpolovicni
frekvenci mutovanych alel jsem nalezla u skupiny Tgor, kde frekvence dosahovala 68%.
Frekvence u skupiny Tgos ¢ita 40% a nejmensi frekvenci mutovanych alel 16% jsem

detekovala u skupiny Ttan.

6.2.1. Frekvence jednotlivych mutaci

Nejpocetnéjsi mutaci v celém souboru je -13910*T, ktera se celkem vyskytuje u 54
jedincd. Mutace -13913*C je zastoupena pouze u dvou jedinci a mutace -13915*G ma
zastupce pouze jednoho. Nasledujici graf (obrazek 17) jsem vytvotila pouze pro mutaci

- 13910*T (pro zbylé dvé mutace z divodu nizkych frekvenci grafy neuvadim).

100%
80%
60%
40%
20%

0%

-13910*C -13910*T

-13910 C/T

HTGOR HTGOS HETTAN

Obr. 17. Alelické frekvence polymorfismu -13910 C/T u jednotlivych skupin Tuaregi

Graf znazornuje frekvenci nemutované alely -13910*C a mutované alely -13910*T u tii
skupin Tuaregti. Nalevo se nachazi alela -13910*C, na strané pravé -13910*T. Nejvétsi
frekvence LP zptisobena touto alelou byla zjisténa u skupiny Tgor 64 %, u skupiny Tgos je

frekvence 40 % a Ttan ma frekvenci pouze 16 %.

Mutace -13913*C se v celém zkoumaném souboru objevuje pouze ve frekvenci

2,1% (2 heterozygoti) a pouze u jedné ze zkoumanych skupin a to u Tgor.

Posledni ze zjisténych mutaci je -13915*T, ktera se v celém zkoumaném souboru

vyskytuje ve frekvenci 1% (1 heterozygot), byla opét detekovana ve skupiné Tgor.
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6.3. Intra-populacéni analyza

Intra-populacni analyzy jsem provadéla pouze u polymorfismu -13910 C/T a vysledky

jsem shrnula do tabulky ¢. 4.

Tabulka €. 4. Intra-populaéni analyza hodnocenych tuarezskych populaci

Populace  CC CT TT C T kv(e:ll(llirét oo He Ho FI
Tgor 6 14 16 0361 0,639 0890 0346 0461 0389 0,157
Tgos 12 7 7 059 0404 5053 0025 0482 0269 0,441
Ttan 21 10 0 0839 0161 1146 0284 0271 0323 -0,192

igﬂ‘ggf 36 34 23 0586 0414 9513 0002 0485 0333 0313

(Genotypy, alelicka frekvence, chi-kvadrat test pro ur¢eni Hardy-Weinbergovy rovnovahy, He: o¢ekavana

heterozygozita, Ho: pozorovana heterozygozita, FI: fixa¢ni index)

Prvni Gdaje v tabulce se tykaji po¢tu homozygoti a heterozygoti a frekvenci jednotlivych
alel, kde C je nemutovana alela a T alela mutovana, zpusobujici LP. Dale jsem sledovala
vztah mezi frekvencemi genotypt a alel, resp. je-li mezi o¢ekavanymi a realnymi
frekvencemi rozdil, tzv. Hardy-Weinbergovu (HW) rovnovahu. Populace Tgor a Ttan jsou
v HW rovnovaze, v piipadé populace Tgos tomu tak neni. Moznou pfi¢inou odchylky
muze byt maly pocet ptipadli zkoumaného souboru. Pti zkoumani celkového souboru
Tuaregti jsme opét pozorovala odchylku od HW, ktera mtize byt ovsem zptisobena také
genetickou strukturou zkoumané populace; této problematice se budu vice vénovat v
diskuzi. Kdyz se zaméfime na frekvenci jednotlivych alel, jsou zde velké populaéni
rozdily avSak podil heterozygoti/homozygotii prevlada ve vSech populacich ku prospéchu
heterozygoti. Nejmensi pocetni rozdil mezi heterozygoty/homozygoty je u populace Tgos,

jak ostatn¢ ukazuje 1 odchylka od HW rovnovahy.
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6.4. Haplotypové pozadi
V souboru populaci Tuaregii z Nigeru, Mali a Burkiny Faso jsem pomoci programu Phase
rekonstruovala 11 haplotypt. Jednotlivé haplotypy a jejich frekvenci udavam v tabulce

¢. 5. Tti z téchto jedenacti haplotypli v sobé nesou mutaci pro LP.

Tabulka & 5. Frekvence haplotypi stanovenych podle polymorfismu -13910C/T a 6 SNP variant

Haplotyp Frekvence SNP8 SNP7 -13910C/T SNP5 SNP3 SNP2 SNP1

CGTCTCT 0,692307 C G T T C T
TACTCTG 0,057692 T A C T C T G
TACTCTT 0,057692 T A C T C T T
TACCTTG 0,038463 T A C C T T G
CATCTCT 0,038462 C A T C T C T
CACTCTG 0,019231 C A C T C T G
CGCCTCT 0,019231 C G C C T C T
CGCCTTG 0,019231 C G C C T T G
CGTCCCT 0,019231 C G T C C C T
TGCCTTG 0,019231 T G C c T T G
TACTTTG  0,01923 T A C T T T G

Fialové jsou vyznacené haplotypy nesouci mutaci -13910* T

6.5. Haplotypové sité
Sit’ haplotypti je vytvofena z 11 zjiSténych haplotypt vyskytujicich se u tii populaci
Tuaregi. Propor¢ni zastoupeni je zndzornéno nasledujicimi barvami tak jako u

predchozich grafii: fialova barva pro Tgor, zelena pro Tgos a modra pro Ttan.

Haplotypy jsou reprezentovany kruhy, jejichz velikost odpovida frekvenci dané¢ho
haplotypu v soboru. Dole vidime centralni haplotyp (CGTCTCT), ktery je zastoupen
nejvic (36x) a ktery obsahuje mutaci -13910*T. Z ného vychazeji dalsi dva haplotypy,
které téZ nesou mutaci -13910*T, avSak jejich zastoupeni ve zkoumaném souboru je

mnohem mensi, jak ostatné ukazuji kruhy mnohem mensi velikosti.
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Obr. 18. Haplotypova sit’ znazoriujici 6 zkoumanych SNP a polymorfismus -13910 C/T.
Poméry haplotypii pivodem od jednotlivych skupin Tuaregi jsou znazornény odliSnymi barvami

(fialova pro Tgor, zelena Tgos a modra pro Ttan)
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6.6. Datovani demografického ristu -13910*T

Tabulka ¢. 6. Datovani rozSifeni mutace -13910*T v dané populaci Tuaregi

N frek N chr N hpl m rek .rust .Vek . 'vek f
(min; max)  (min; max) (min; max)
1,19 70,6 1765,7
1300000 0,433 36 39 0,00129807  (1.16,1.25) (61,6;88,0) (1540,6;2200,4)

(N — nominalni velikost, frek — frekvence alely, N chr — po¢et chromozomii nesouci hlavni haplotyp,
N hpl — celkovy podet haplotypt, m rek — rychlost rekombinace, rtst — odhadovany rist populace, vék g —

odhadovany vék mutace v generacich, v&€k r — odhadovany vék mutace v letech)

Této analyze byla podrobena mutace -13910*T testovana pro celkovou skupinu
Tuaregi dohromady. Odhadovany rust této alely je piiblizné 1,19, ale je tfeba brat v potaz i
hodnotu intervalu spolehlivosti, ktery je v tabulce ohrani¢en maximalni a minimalni
hodnotou (udava vlastné rozmezi), kde se dana hodnota muze vyskytovat. Z analyzy
nicméné vyplyva, ze mutace zacala expandovat ptiblizné pied 70,6 (61,6 — 88,0)

generacemi, takze za piedpokladu genera¢ni doby 25 let je odhadovany vek Siteni této
mutace u sahelskych Tuaregti zhruba 1 765 let (1 540,6 — 2 200,4) let.
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7. DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyva molekularnim vyzkumem LP u pastevecké populace
Tuaregti obyvajici izemi severni Afriky. Pfedpokladem pro vznik tohoto vyzkumu je fakt,
7e u populaci Berberti, mezi které svym etnickym ptivodem Tuaregové patii, se schopnost
zachovani traveni laktozy i béhem dospélosti vyskytuje pomérné hojné. Tuto skute¢nost
potvrzuje napt. i studie Ranciaro et al., (2014), pfi niz byla mimo jiné¢ LP potvrzena u

berberské skupiny Mozabitli z Alzirska.

7.1. Laktazova perzistence

LP se vyskytuje nejcastéji v severni Evropé (Enattah et al., 2002), kde byla pro jeji Siteni
vyslovena hypotéza vapnikové asimilace, ktera je zaloZzena na nedostate¢ném mnozstvi
slune¢niho zareni. Nedostatek slune¢niho zafeni vede ke snizené tvorbé vitaminu D, ktery
fidi hladinu vapniku v Krvi a jehoZ deficit ma za nasledek onemocnéni zvané kiivice
(rachitis). Ta je zpisobena nedostatkem vapniku, ktery je absorbovan ve stfevnim epitelu
prave diky vitaminu D. Pfisun mléka s vysokym obsahem vapniku tak mohl kompenzovat
nedostatek toho vitaminu (Flatz and Rotthauwe, 1973).

Velkym piekvapenim proto bylo detekovéani LP u populaci Zijicich na tak slunném
misté jako je Afrika, kam hypotéza o nedostatku slune¢niho zafeni nezapadala. Cook et al-
Torki, (1975) proto vytvorili novou hypotézu, ktera si zaklada na vyuziti nutriénich hodnot

mléka v mistech, kterd se vyznacuji nedostatkem pitné vody.

V roce 2009 se Gerbault et al., pokusila tuto hypotézu ovéfit tim, ze analyzovala
distribuci LP na rtiznych kontinentech ve vztahu k zemépisné Sifce a stupni pastevectvi.
Nashromazdéné idaje porovnavala pomoci pocitacovych simulaci a velké databaze
archeologickych dat tykajicich se domestikace domacich zvitat v Evropg. Vysledkem bylo
potvrzeni zvySené frekvence LP v severozdpadni Evropé a také potvrzeni vySe uvedené

hypotézy.

Sverrisdottir et al., (2014) testoval pfirozeny vyber analyzou starovéké DNA
(aDNA) z kosternich pozistatkti 0smi neolitickych Iberijcti u kterych nelze ocekavat
nedostatek vitaminu D (vysoky slunecni svit) a tedy i vapniku. VSechny vzorky

obsahovaly nemutovanou formu -13910*C. Z vysledku studie vyplyva, ze hypotéza
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asimilace vapniku neni sama o sob¢ k vysvétleni soucasného rozsiteni LP v Evropé
(alespon v jejich jiznich ¢astech) dostacujici.

Zatim nebylo uspokojivé vysvétleno ani to, pro¢ se LP objevuje i v Africe. Zde je
tteba pocitat s tezi geneticko-kulturni koevoluce, ktera je zaloZzena na faktu, ze LP se zde
vyskytuje pfedev§im u populaci s pasteveckou historii a silnou vazbou na konzumaci
mléka (Holden and Mace, 2002). Molekularné genetické studie zalozené na vazebné

nerovnovaze pritom ukazuji, Ze mutace odpovidajici LP jsou ovlivnény pozitivni selekci, a

to jak v Eurasii, tak i v Africe (Ingram et al., 2009; Tishkoff et al., 2007).

7.2. Laktazova perzistence u Tuaregi

Vzhledem k mnohaleté pastevecké historii Tuaregti (Brigss, 1960) jsem ptedpokladala, ze
se u nich v jisté mife LP projevi. Pro zhodnoceni této hypotézy jsem vyuzila celkem tii

ey

skupin Tuaregti zijicich na odlisnych uzemich afrického sahelu.

V souboru africkych Tuaregi jsem mutace zodpovédné za LP nalezlau 57 z 93
jedinct (61,3%), coz je s ohledem na celosvétovy prumér jednoznacné vys§i procento.
Dalo by se tedy piedpokladat, ze vice jak polovina Tuaregli mize bez problému travit
mlécny cukr i v dospélosti. Vzhledem k tomu, Ze Tuaregové jsou znami tizkou vazbou na
pastevectvi S vysokym podilem mlé¢né produkce a konzumace Cerstvého mléka, potvrdila

jsem tim nepfimo také tezi geneticko-kulturni ko-evoluce (Laland et al., 2010).

Vyssi vyskyt LP u africkych pasteveckych skupin byl jiz detekovan samoziejmé
dtive (Mulcare at al., 2004; Tishkoff et al., 2007; Ranciaro et al., 2014; Prichodova et al.,
2014), ale u Tuaregli vyzkumy na molekulérni tirovni dosud publikovany nebyly.
Dosavadni testy tykajici se LP u Tuaregti provadél pouze Flatz et al., (1986) na souboru
118 jedinct, ktery pomoci dechového testu odhalil ¢etnost LP na 87,3%, coz je jeste vyssi

podil nez jsem zaznamenala béhem své molekularné genetické studie.

7.3. LP mutace u Tuaregi
Jednoznacéné nejpocetnéjsi variantou zplisobujici LP v mém souboru byla -13910*T,

Vv nizké Cetnosti jsem dale detekovala i mutace -13915*G a -13913*C .

Zajimavym zjisténim byla prave varianta -13913*C, ktera byla doposud nalezena

cey

jen ve velmi malé mite. Odhalil ji napt. Jones et al., (2013), ktery zkoumal populace zijici
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v Etiopii, kde jeji frekvence ¢inila 7,5%. Vzhledem k jeji malé celosvétové Cetnosti
doposud nebyly provadény testy na fenotypové tirovni a proto asociaci s LP nelze potvrdit

ani vyloucit.

Souvislost s LP ma vSak docela jist¢ mutace -13915*G. Tato mutace se vyskytuje
hlavné na Arabském poloostrové (Enattah et al., 2008; Prichodova et al., 2014). Studie
Prichodova et al., (2014) ptispiva k hypotéze, Ze -13915*G ma potencionalni misto ptivodu
pestovani rostlin zastoupené vice nez pastevectvi. V Africe pozoruje Prichodova et al.,
(2014) -13915*G v rekordné vysoké frekvenci (76,9%), ale jen u beduintt Rasajda ve
vychodnim Sudénu, jejichz predkové se do Afriky dostali teprve pied 150 lety z Hidzadzu
(Young, 1996). Potvrzuje se tim tedy jeji vysoka frekvence na Gizemi stiedni Arabie

(Enattah et al., 2008).

Mutace -13910*T se v mém souboru vyskytuje zcela nejcastéji a jeji frekvence je
43%. S ohledem na ostatni populace africkych pastevci je frekvence této mutace vyssi.
Napt. u Fulbt z Mali se tato varianta vyskytuje ve frekvenci 37% (Lokki et al., 2011) a
Fulbt z Kamerunu 22,9% (Ranciaro et al., 2014). U usedlych zemédélskych skupin byla
detekovana v niz$i mife, a sice v 11% u usedlych Fulbl z Kamerunu a 14% u Hausi
z Nigérie (Mulcare et al., 2004). Tishkoff et al., (2007) ji ve zkoumaném souboru vychodni
Afriky nenasla a absenci této mutace ve vychodni Africe potvrzuje i Mulcare et al., (2004).
Byla vSak potvrzena i v dalSich oblastech Afriky (Enattah et al., 2008; Inghram et al.,
2007) mimo jiné i na jihu (Breton et al., 2014). V nezanedbatelné frekvenci se vyskytuje i
v severozapadni Indii a Pakistanu (Itan et al., 2010; Gallego Romeo et al., 2012) a
minoritni podil najdeme v Arabii (Al- Abri et al. 2012; Priehodova et al., 2014). Napt. v
Jordansku u beduinti byla -13910*T nalezena ve frekvenci 6,5% (Ingram et al. 2007).
Coelho et al., (2005) uvazuji o moznosti, ze by mutace -13910*T mohla vzniknout
nezavisle jak v Evropé, tak v Africe. Dalsi variantou spojovanou s LP v Evropé je -
22018*A, jejiz vyskyt ale koreluje s vyskytem -13910*T (Enattah et al., 2002; Inghram et
al., 2009).

Tishkoff et al., (2007) nalezla jeste jiné tfi varianty, které zvysuji transkripci v LCT
promotoru a vznikly na odlisném haplotypovém pozadi nez -13910*T. Jednalo se o -
14010*C, -13907*G a -13915*G. Lokki et al., (2011) zkoumajici populace Fulbu zjistil
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krom varianty -13910*T i variantu -14107*A, -13906*C, a stejn¢ jako i ja ve své studii, |
nizkou frekvenci -13915*G.

7.4. Puvod mutace -13910*T v Africe

Majoritni podil mutace -13910*T potvrdil moji druhou hypotézu popsanou v uvodu, ze
prave tato mutace bude u Tuaregt figurovat nejvice. Jeji nejvetsi vyskyt je na severu
Burkiny Faso u populace z okoli Gorom-Gorom. Je zajimavé, Ze se jedna o tutéz skupinu,
ktera obsahuje i nejvyssi pocet haplotypti mtDNA euroasijského ptuvodu (Pereira et al.,
2010) a je tedy nejmén¢ zasazena misenim se subsaharskou populaci. Na stran¢ druhé,
nejvyssi pocet subsaharskych mtDNA haplotypti byl nalezen u tuarezské populace

z nigerského Tanutu, kde se i -13910*T vyskytuje v nejmensim zastoupeni. Tato populace
obsahuje pouze 16% mtDNA haplotypl evropského ptivodu, zbytek z nich jsou ptrevazné
pivodu subsaharského (Pereira et al., 2010).

Zdtvodnénim tak rozdilnych frekvenci -13910*T u jednotlivych tuarezskych
populaénich skupin miize byt pravé rozdilny stupeii miseni s populacemi ze subsaharské
Afriky. Z etnografickych prament vyplyva, ze Tuaregové (podobné jako i jiné skupiny
pastevci) najimali chlapce i divky ze sousednich populaci, kteti se postupné s nimi szili a
ptevzali dokonce i jejich jazyk; konkrétnim piikladem je také etnikum Bella, kam se fadi
puvodné otroci z fady usedlych zemédélei, ktefi byli zejména béhem kolonidlni vlady

propusténi, a ktefi zakladali vlastni pastevecké skupiny (Randall, 2005).

Populace Tgor a Ttan jsou v Hardy-Weinbergerové rovnovaze. Oproti tomu jsem
odchylku detekovala u populace Tgos, kde byla pozorovana heterozygozyta znacné nizsi,
neZ bychom ocekavali. Mezi mozné pfi€iny této odchylky miiZe patfit napf. imbreeding,
populacni rozdéleni ¢i mozZnost silné selekce. Pri¢inou vSak miiZze byt i maly populacni

vzorek, coz se v mém piipad¢ jevi jako nejpravdépodobnéjsi moznost.

Dulezitym piedpokladem pro uvedeni hypotézy ptitomnosti -13910*T, byl
berbersky, tedy severoafricky ptivod Tuaregi a jejich mozné kontakty s evropskou
populaci. Mezi dalsi Berbery, ktefi maji zachovanou schopnost $tépit mléko i béhem
dospélosti, patii napt. Mzabové z Alzirska, u nichz byly prokdzany mutace -13910*T a -
22018*A oboje ve frekvenci 21,7% (Bersaglieri et al., 2004).
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Anatomicky moderni lidé se zacali pred 60 000 — 70 000 lety sifit z Afriky do
Eurasie (Fernandes et al., 2012), kde se jejich subpopulace postupné diferencovaly
prostiednictvim sériového efektu zakladatele (Henn et al., 2012a). Z eurasijskych skupin
se odd¢lila ancestralni populace Berberu, ktera osidlila pied vice nez 12 000 lety sever
Afriky z Ptedniho vychodu (Henn et al., 2012b), pti¢emz nékdy v této dob¢ Ize analyzou
mtDNA haploskupin U5 a H1 dolozit i jeji kontakty s populaci Pyrenejského poloostrova
(Achilli et al., 2005; Ennafaa et al., 2009; Ottoni et al., 2010). Na zakladé koalescence
zZ mtDNA haploskupiny M1a2a pozorované v populaci sahelskych Tuaregt bylo pak
mozné odhadnout dobu rozsifeni ancestralni tuarezské populace do afrického sahelu
Vv obdobi pied 9 000 — 3 000 lety (Pereira et al., 2010). Je otazkou, zda pravé v této dob¢ se
-13910*T mohla do ancestralni populace sahelskych Tuaregii dostat.

7.5. Datovani mutaci a mista vzniku

Mutace obohacujici dnesni genetickou diverzitu ¢loveéka maji rizny geograficky pivod a
dobu a zptisob Sifeni z mista vzniku, a v sou€asnosti tudiz riznou distribuci. V Evrop¢ se
LP musela rozsifit v relativné kratkém case, a to od poc¢atkl eneolitu, kdy lidé zacali
vyuzivat i sekundarni zvifeci zdroje (Sherratt, 1981). Dle novéjsich archeologickych
dokladi je uzivani mléka datovano do obdobi ptiblizné pted 9000 lety a to v Anatolii a
pozdé&ji i v severni Africe a Evropé (Evershed et al., 2008; Dunne at el., 2012; Salque et al.,
2013).

Odhaduje se, Ze mutace -13910*T, vznikla nékde na Gzemi mezi stfedni Evropou a
Balkanem pted 7 500 lety (Ingram et al., 2009). Za souc¢asného stavu poznani ale nelze
vyloucit, Ze tato mutace vznikla také v severni ¢i severozapadni Africe nezavisle (Coelho
et al., 2005). Z mého vyzkumu vyplyva, ze u Tuaregli doslo k $ifeni této alely priblizné
pted 1 500 — 2 000 lety, tedy mnohem pozdéji nez v Evropé. Vzhledem k tomu, ze v takto
mladém obdobi nejsou k dispozici doklady o kontaktech s evropskymi populacemi, od
nichZ by mohla byt tato mutace pienesena, ptiklanéla bych se spiSe k samostatnému a
nezéavislému pivodu v Africe. Takovou hypotézu nebylo ale mozné na zakladé mych dat
potvrdit nebo vyvratit, kolegyné¢ Mgr. Edita Priechodova nicméné na této problematice (byt
S ohledem na sahelské Fulby, u nichZ se ,,evropska“ -13910*T vyskytuje také¢) momentalné

pracuje.
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7.6. Selekéni tlak

Z publikovanych analyz je patrné, ze LP je v Africe pod silnym selekénim tlakem
(Bersaglieri et al., 2004; Tishkoff et al., 2007). Krom¢ zvyseni energetické bilance
Stépenim mlécného cukru nelze vyloucit, Ze konzumace vétsiho mnozstvi mléka muize
jedinci zvysit 1 zdatnost ve smyslu ochrany pfed malarii (Lokki et al., 2011). Vyzkum
probihal na populacich Fulbi a Dogonti v Mali. Vysledky naznacovaly, ze by parazitémie
zatim zndmé nejsou. Zvazuji se urcité mechanismy spojené s nedostatkem regulacnich T-

bun¢k (Torda et al., 2008) a odlisné protilatky a cytokiny zodpovédné za obranné reakce

(MccCall et al., 2010).

Jak jiz bylo feceno LP je v Africe podobné jako v Evropé pod selekénim tlakem,
nebot’ tato mutace nejspise zivotni zdatnost skute¢n¢ zvysovala. Lidé s touto mutaci mohli
vyuzivat vyhody, které jim mlé¢na strava pfinasela. Nékdy je Sifeni mutaci dano zvyseni
zdatnosti jedince, jindy maji na Sifeni mutace roli i ndhodné procesy jako je napf.
geneticky drift, ktery mize plsobit proti selekci, zejména v efektivné mensich populacich
(Jobling et al., 2014). Vyhodna mutace se mize do populace dostat i genovym tokem jako
tomu bylo i pfi bantuské migraci, ktera do jizni Afriky pfinesla zeméd¢lstvi a se svymi
nositeli patrné i LP. V pfipad¢ sahelskych Tuaregi je ale otdzka piivodu LP dosud

nezodpovézena. VErim, ze dalsi vyzkum vnese do této problematiky vice svétla.

7.7. Budouci vyzkumy
Zavérem bych chtéla zminit n€kolik dalsich myslenek, které mé béhem mé diplomové

prace napadly a které by snad mohly byt pfinosem v dal§im zkoumani genetické podstaty

LP.

1. Zda méa mutace -13910*T konvergentni ptivod nebo zda byla z Evropy do Afriky
prenesena. Vyzkum by mél byt zalozen na sledovani haplotypového pozadi - pokud by
byla tato mutace pienesena z Evropy do Afriky, mélo by byt haplotypové pozadi podobné,
pokud by méla mit v Africe konvergentni ptivod, haplotypové pozadi by mélo byt odlisné.

2. Lokki et al., (2011) zkoumali u Fulbi, zda ma LP vliv pfi ochrané pted malarii,
vysledky byly pozitivni av§ak ne signifikantni. Sami pisi, Ze pro dalsi poznatky budou

potieba dalsi studie. Jedinci, které zkoumal, pochézeli mimo jiné z 1zemi Burkina Faso
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ey

a Mali. Vzhledem k tomu, ze Tuaregoveé ziji v podstaté ve stejné malaricky exponované

oblasti jako Fulbové, bylo by zajimavé takovym vyzkumtm podrobit i je.

3. Ingram et al., (2007) pii svém vyzkumu objevil pét jedinct s mutaci -13915*G,
ktefi laktozu nestépili, avsak 4 z nich ptitom potvrdili, Ze pii konzumaci méné nez 500 ml
mléka denn¢ zadné zazivaci obtiZze nepozoruji. Zajimavé by proto bylo zjistit, co tuto

schopnost traveni mléka zptsobuje i presto, ze jedinci s mutaci -13915*G nejsou LP.
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8. ZAVER

V této diplomové praci jsem se zabyvala LP, tedy schopnosti §té€pit mléény cukr (laktozu) i
béhem dospélosti. Pro tuto praci jsem méla k dispozici 93 vzorkt Tuaregi, pochazejicich
ze tf skupin ko¢ovnych pastevci a to z Burkiny Faso (Tgor), Mali (Tgos) a Nigeru (Ttan).
Na zakladé urceni jednobodovych zmén z intronu 13 genu MCMS6, které jsem provadéla
nejprve amplifikaci a naslednou sekvenaci jejich DNA ziskané z bukalnich stérti jsem
zjistila, ze 57 z 93 jedincii nese mutaci zpusobujici LP, coz odpovida frekvenci LP 61,3%.
Nejvétsi zastoupeni LP je v populaci Tgor a to 91,7%, Tgos ma zastoupeni 53,8% a Ttan
pouze 32,3%. Predpoklad, tykajici se ptitomnosti LP u Tuaregl, byl nicméné potvrzen.
Nicméné¢ jednotlivé populace Tuaregl jsem otestovala testem homogenity a zjistila jsem
vyznamné statistické rozdily. Pozorované a o¢ekavané ¢enosti jedincti s LP a

intolerantnich jedinci se od sebe signifikantné lisily.

V souboru Tuaregt jsem detekovala celkem tfi mutace asociované s LP: -13910*T,
-13913*C a -13915*T. Majoritni mutaci je -13910*T, kde frekvence mutovanych alel
Vv celkovém souboru ¢ini 43% a vyskytuje se u 54 jedinct z 57 laktazové perzistentnich. V
celkovém souboru jsem detekovala piivodni nemutovany genotyp CC ve frekvenci 42%,

dalsi dva genotypy zpisobujici LP jsem nalezla ve frekvenci CT 33% a TT 25%.

Jednotlivé procentualni zastoupeni mutované alely -13910*T je u Tgor 63,9%, u
Tgos 40,4% a u Tan 15.6%, tedy opét velmi vyznamné odlisné frekvence. Zbylé dvé
mutace se nachdzi ve velmi malém poctu. Mutace -13913*C je detekovana u dvou jedinct
z populace Tgor a jeji frekvence v celkovém souboru je 2,8%. Mutace -13915*G ma
zastupce pouze jednoho, téZ z populace Tgor a vyskytuje se ve frekvenci 1,4%. Dle
vysledki Ize fict, ze nejvice variabilni skupinou co se LP tyc¢e, jsou Tuaregové z Burkiny

Faso.

U vybranych 47 vzorki jsem déle detekovala Sest okolnich SNP polymorfismu a na
zakladé genotypovych dat rekonstruovala 11 haplotypt z nichz téi nesou mutaci pro LP.
Pomoci téchto dat jsem odhadla Sifeni mutace -13910*T, u Tuaregl na dobu piiblizné ptred
1 500-2 000 lety. Vzhledem k datovani mutace i k tomu, ze vétsina Tuaregli ma
»evropskou mutaci -13910*T, by bylo dobré se dale zaméfit na to, zda jejich predkové
tuto mutaci ziskali diky kontaktu s Evropany, nebo zda u nich tato mutace vznikla

nezavisle podobné jako jiné mutace LP ve vychodni Africe.
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9. SEZNAM ZKRATEK

DNA
dNTP
H.O
HRM
HW
LCT
LP
MCM6
MtDNA
PCR
gPCR
SNP
STR
Tgor
Tgos

Ttan

Deoxyribonukleova kyselina
2’-deoxyribokuleosid-5’- trifosfat

Voda

High resolution melting, neboli vysokorozliSovaci analyza kiivek tani
Hardy-Weinbergerova rovnovaha

gen produkujici laktazu

laktazova perzistence

minichromozom kontrolujici spravny ptepis komponent aredlu 6
mitochondridlni DNA

,»polymerase chain reaction* polymerazova retézova reakce
,,quantitative PCR* kvantitativni PCR

,»single nucleotide polymorfism* jednonukleotidovy polymorfisms
,»Short tandem repeats “ kratka tandemova repetice

pastevecka skupina Tuaregii obyvajici izemi kolem Gorom- Gorom
pasteveckad skupina Tuaregi obyvajici uzemi kolem Gossi
pasteveckd skupina Tuaregli obyvajici izemi kolem Tanut

mikrolitr
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11. PRILOHY

11.1. Postup izolace

1.

2.

10.

Pustit inkubac¢ni box.

Vortexovat 1 minutu.

Odsat 100 pl a prenést do sterilni mikrozkumavky (1.5-2.0 ml).
Ptidat 500ul extrakéniho pufru PB a zvortexovat.

Inkubovat pfti teploté¢ 60°C 1 hodinu s michanim (cca 200 otacek) a poté stocit (1
minuta, 12 000 g).

Supernatant prenést na 2x do kolonky a stocit (1.5 minuty, 12 000 g).

Pfidat 200 pl extrakéniho pufru PB a stocit (1.5 minuty, 12 000 g).

Ptidat 800 ul proplachovaciho pufru PE s etanolem a sto¢it (1.5 minuty, 12 000g).
Vylit kolonku, osusit okraje, stocit (3 minuty, 12 000 g) a nechat v boxu v privanu

Vymeénit epp, pfidat 40 pl EB pufru, inkubovat 5 minut a stocit (1.5 minuty,
12 000g).

Vyhodit kolonku a epp s DNA vlozit do mrazaku.

11.2. Priprava agarézového gelu

1. V Erlenmayerové bance pfipravime roztok gelu smichanim 0,6 g praSkové

agarozy, 12g BE pufru a 60g destilované H,O

2. Roztok privedeme K varu a nechapu ho vafit, dokud se agoroza zcela

nerozpusti.

3. Do roztoku pfidame barviva 3ul GelRed, ktery umozni vizualiace DNA pod

UV svétlem. Poté nechame roztok vychladnout.

4. Piipravime si vani¢ku na gelovou elektroforézu, do které upevnime hiebeny, a

vylijete tam pfipraveny roztok. Nechdme tuhnout minimalné 30 minut.
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11.3. Seznam pouzitych vzorku

POPULACE | CISLO [POHLAVI| VEK |POPULACE | CISLO [POHLAVI| VEK
TGOR 101 M 60 TTAN 130 F 20
TGOR 102 M 75 TTAN 131 M 52
TGOR 103 M 50 TTAN 132 M 40
TGOR 104 M 50 TTAN 133 M 42
TGOR 105 M 30 TTAN 134 M 50
TGOR 106 F 60 TTAN 135 M 45
TGOR 107 F 40 TTAN 136 M 45
TGOR 108 F 40 TTAN 137 M 47
TGOR 109 F 20 TTAN 138 M 35
TGOR 110 F 45 TTAN 139 M 23
TGOR 111 F 25 TTAN 140 F 45
TGOR 112 F 40 TTAN 141 M 40
TGOR 113 F 55 TTAN 142 F 45
TGOR 114 F 27 TTAN 143 F 25
TGOR 115 M 65 TTAN 144 F 30
TGOR 116 M 23 TTAN 145 M 43
TGOR 117 F 20 TTAN 146 M 35
TGOR 118 F 35 TTAN 147 F 30
TGOR 119 M 55 TTAN 148 F 40
TGOR 120 M 40 TTAN 149 F 24
TGOR 121 M 44 TTAN 150 F 40
TGOR 122 M 55 TGOS 82 F 20
TGOR 123 F 27 TGOS 83 M 65
TGOR 124 F 49 TGOS 84 F 30
TGOR 125 F 15 TGOS 85 F 23
TGOR 126 F 48 TGOS 86 F 26
TGOR 127 F 30 TGOS 87 F 24
TGOR 128 M 38 TGOS 88 F 19
TGOR 129 M 25 TGOS 89 M 16
TGOR 130 M 29 TGOS 90 M 17
TGOR 131 M 63 TGOS 91 M 15
TGOR 132 F 17 TGOS 92 M 15
TGOR 133 F 18 TGOS 93 M 15
TGOR 134 F 30 TGOS 94 F 15
TGOR 135 F 33 TGOS 95 F 18
TGOR 136 M 46 TGOS 96 M 16
TGOR 137 M 50 TGOS 97 M 16
TGOR 138 M 22 TGOS 98 M 16
TTAN 120 M 30 TGOS 99 M 15
TTAN 121 F 30 TGOS 100 M 15
TTAN 122 F 43 TGOS 101 F 16
TTAN 123 M 40 TGOS 102 F 15
TTAN 124 M 50 TGOS 103 X X
TTAN 125 M 40 TGOS 104 N X
TTAN 126 M 50 TGOS 105 X X
TTAN 127 M 60 TGOS 106 X X
TTAN 128 F 25 TGOS 107 N X
TTAN 129 F 35

Barevné jsou zvyraznény mnou izolované vzorky.
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