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Abstrakt

Tato diplomova prace ma za cil zjistit, zda je gen TAS2R38 v zépadni Africe pod vlivem
selekce a zda se jeho diverzita néjak 1i$i u populaci riznych subsistenci v této oblasti. Zaroven
se zaméfuje na polymorfismy vyskytujici se v tomto genu a na jejich asociaci s vnimanim
hotké chuti PTC. Prace zpracovava 147 vzorka slin od tifi populaci Mauritanie s cilem
nasekvenovat DNA pro exon genu 74S2R38. Celkem bylo v genu TAS2R38 pozorovano deset
polymorfnich mist, které podminuji 16 haplotypt. U vSech tfi populaci se vyskytovaly mutace
na aminokyselinovych pozicich 49, 262 a 296, v ramci kterych bylo pozorovano vSech osm
moznych haplotypi. Z téchto haplotypli tvofi 94 % majoritni haplotypy PAV a AVI
a haplotyp AAI, které byly jako jediné pozorovany u vSech tfi populaci. Soucasné bylo
ve zkoumaném souboru pozorovano celkem 14 genotypl, z nichz nejcastéji zastoupené byly
prave ty vzniklé kombinaci téchto tii haplotypi. Vysledky Kruskal-Wallisova testu rovnéz
ukazuji, Ze genotypy genu TAS2R38 jsou u zkoumanych africkych populaci silnym
prediktorem chutnac¢stvi PTC. Haplotyp PAV je spojen s chutnaéstvim a AVI naopak
s nechutnac¢stvim PTC. Zaroven bylo potvrzeno, ze PAV je ancestralnim haplotypem, ktery
je evoluéné nejblize k Simpanzimu genu TAS2R38, a snejvétsi pravdépodobnosti prinasel
v minulosti néjakou vyhodu. Rovnéz bylo ukazano, ze rtizné druhy subsisten¢nich strategii
nemaji vliv na rozlozeni variant genu TAS2R38 mezi populacemi. Zadny z péti testi selekéni
neutrality neukézal statisticky signifikantni hodnoty, které¢ by podporovaly model balancujici
selekce. Tento model tedy nelze pfijmout ani vyloucit, ale je pravdépodobné, Ze v soucasné

dobé& uz na gen TAS2R38 v Africe selekce nepisobi, ¢i dochazi k jeji relaxaci.

Kli¢ova slova: TAS2R38, haplotyp, hotka chut, PTC, chutnacstvi, nechutnacstvi, subsistence,

selekce, zadpadni Afrika



Abstract

The aim of this thesis is to determine whether the TASR38 gene is under selection pressure
in West Africa and if its diversity varies within populations practicing different modes
of subsistence. It further focuses on polymorphisms occurring in the gene and their association
with sensitivity to the bitter tasting compound PTC. The thesis analyses 147 samples of saliva
from three Mauritanian populations in order to sequence the DNA of the TAS2R38 gene exon.
Ten polymorphic sites conditioning 16 haplotypes were observed in 74S2R38 gene. Mutations
in amino acid positions 49, 262 and 296 occurred in all three populations; all eight possible
haplotypes were observed. 94 % of them constitutes major PAV and AVI haplotypes and AAI
haplotype, all of which were detected in each of the three populations. Additionally,
14 genotypes were identified inour sample; the most common being those created
by a combination of the three haplotypes. Kruskal-Wallis test showed that TAS2R38 genotypes
are strong predictors of PTC response in the examined African populations. PAV haplotype
is associated with sensitivity to PTC (taster haplotype); conversely, AVI is a nontaster
haplotype. At the same time, it was confirmed that PAV is an ancestral haplotype evolutionary
closest to the chimpanzee 74S2R38 gene and it probably carried some advantage in the past.
It was also shown that different subsistence patterns do not affect the distribution of TAS2R38
variants among populations. None of the five neutrality tests showed statistically significant
results that would support the model of balancing selection. Therefore, this model can
be neither accepted nor rejected, but it is likely that selection goes through relaxation or does

no longer affect TAS2R38 gene in Africa.

Key words: TAS2R38, haplotype, bitter taste, PTC, taster, nontaster, subsistence, selection,
West Africa
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1 Uvod

Lidé jsou schopni rozliSit mezi péti zakladnimi typy chuti, které jsou podminéné velkym
mnozstvim gentl. Za percepci hotké chuti je zodpovédna genova rodina chutovych receptort
typu 2 (TAS2R), ktera Citd celkem 25 gend (Shi & Zhang, 2006) a jest¢ veEtsSi mnozstvi
receptort, které jsou jimi kodovany (Wooding et al., 2004). Jednémi z nejvice studovanych
gentl jsou TAS2RI16, ktery je citlivy na B-glukopyranosidy (Bufe et al., 2002) a TAS2R38,
jehoz receptory zprostiedkovavaji reakce na latky obsahujici thiokyanatovou skupinu (Bufe
et al., 2005), konkrétné naptiklad na fenylthiokarbamid (PTC).

Schopnost citit PTC substanci jako hotkou je v rdmci lidské populace velice variabilni
a je zpusobena polymorfismy vyskytujicimi se v tomto genu. Nejvice zndmymi a studovanymi
jsou mutace na nukleotidovych pozicich 145, 785 a 886, respektive aminokyselinovych
pozicich 49, 262 a 296 (Kim et al.,, 2003), které podminuji celkem osm haplotypt.
Za majoritni haplotyp chutnacstvi PTC je povazovan PAV (prolin, alanin, valin), zatimco AVI
(alanin, valin, izoleucin) je naopak majoritnim haplotypem nechutnacstvi (Kim et al., 2003).
Soucasné se v genu TAS2R38 muzeme setkat také s mnoha dal$imi haplotypy, které¢ jsou
podminéné mutacemi typu jednonukleotidovych polymorfismi (SNPs) na nékteré z dalSich
polymorfnich pozic (Campbell et al., 2012). Haplotypy PAV a AVI tvoii s jejich frekvenci
vyskytu cca 50,8 % a 42,7 % prevaznou vétsinu haplotypl genu TAS2R38 u vSech svétovych
populaci (Risso et al., 2016). V Africe se k tomu mizeme ve vysSich frekvencich setkat také
s haplotypy AAI (alanin, alanin, izoleucin), ¢i AAV (alanin, alanin, valin), které jsou
zodpovédné za stfedni citlivost k PTC (Campbell et al., 2012; Risso et al., 2016).

Varianty genu TAS2R38 jsou rovnéZ ¢asto spojovany se stravou. Tato souvislost vedla
spolu s vyskytem rtznych lokalnich adaptaci v reakci na typ stravy v Africe (Tishkoff et al.,
2007) k myslence, Ze by africké populace uptednostitujici rozdilné druhy subsistence mohly
mit v genomu zastoupeny varianty genu 7AS2R38 o riiznych frekvencich (Campbell et al.,
2012). Zaroven se ma za to, ze schopnost hoiké chuti se pravdépodobné vyvinula jako
mechanismus vyhybani se hofce chutnajicim toxickym latkdm obsaZenych v nékterych
rostlinach (Wooding et al., 2004), na zakladé ¢ehoz by se dal ptedpokladat pfirozeny vybér
(zvySena reproduk¢ni zdatnost) jedincii s PAV haplotypem.



Zachovani variant genu TAS2R38 je pfipisovano balancujici selekci a také mladsi
rozruziyjici selekci (Campbell et al, 2012). Soucasn¢ se udrzeni vysokych frekvenci
haplotypu AVI pfipisuje tomu, ze by tento haplotyp mohl kodovat funkéni receptor pro zatim
neidentifikovanou toxickou hotkou substanci (Wooding et al., 2004).

Tato prace navazuje na vyzkum Campbella et al. (2012), ktefi zkoumali evoluci genu
TAS2R38 u 611 jedinci zvychodni (Keta a Tanzanie) a stiedni (Kamerun) Afriky

cey

au 132 jedinci zijicich mimo Afriku. Ma prace je zamétena na populace zemédé€lct (Soninki)
a pastevct (Maurta a Fulbl) zijicich v Mauritanii, kterymi se vySe uvedeny vyzkum z roku
2012 nezabyva. Zaroven tato diplomova prace cerpa z vyzkumu Kulichové et al. (2022),
jejichz vysledky studia evoluéné piibuzného genu TAS2RI6 ukazuji, ze tento gen nebyl
v sahelo-stidanském pasmu pod vlivem selekce, ackoli predchozi vysledky takovou moznost
naznacovaly (Campbell et al., 2014; Soranzo et al., 2005).

Diplomova prace je rozdélena do nékolika kapitol. Jako prvni uvadim literarni piehled,
ve kterém se vénuji jak oblasti vyzkumu a populacim, ze kterych pochdzeji vzorky
zpracovavané v této praci, tak i samotnému genu 74S2R38. Rozpracovana je jak geografie, tak
1 pfirodni podminky v Africe, pfedev§im v té zdpadni, zejména Mauritdnii. Na ¢ast vénujici
se jednotlivym populacim, které tuto oblast obyvaji, navazuje kapitola o subsisten¢nim vyvoji
zapadni Afriky. Zbyvajici Cast literarniho pifehledu je zaméfena na receptory hotké chuti
a konkrétn€ na gen TAS2R38, u kterého se podrobnéji zabyvam haplotypy, které se v tomto
genu vyskytuji, jejich evoluci, fenotypovymi projevy a rozloZenim ve svété a v neposledni
fad¢ také souvislosti se stravou a pfirodnim vyberem.

Dalsi cast prace je zamétena na laboratorni postupy, vlastni analyzu a zpracovani dat.
Rozdé&lena je na kapitolu Materidl a ponckud obsahlejsi kapitolu Metody, v niz je velka Cast
vénovana interpretaci testli selek¢ni neutrality. Nésleduje kapitola vénovana vysledkiim, které

jsou dale interpretovany v oddilu Diskuze.



2 Cile prace

Cilem této prace bylo zjistit, jaké alely genu TAS2R38 jsou asociovany s vnimanim hoiké
chuti PTC v zapadni Africe, zda se vyskytuji Castéji u pasteveckych ¢i zemedélskych populaci,
a zda jsou n¢které z haplotypii pod vlivem selekce.
K dosaZzeni tohoto cile jsem zvolila nasledujici kroky:
1. nasekvenovat 147 vzorki DNA pro exon genu TAS2R38 od tfi etnicky
a subsistenén¢  odliSitelnych  populaci Mauritanie (Fulbd, Maurt
a Soninki),
2. zjistit veskeré varianty (genotypy) vcetné téch, které zplsobuji zamény
aminokyselin na pozicich 49, 262 a 296,
3. rekonstruovat haplotypy,
4. porovnat asociaci haplotypii se senzitivitou k hotké sloucenin¢ PTC
v souboru mauritdnskych populaci,
5. zhodnotit genetické vzdalenosti mezi populacemi,
6. aplikovat zdkladni testy selekéni neutrality a zjistit, zda ptsobila selekce

a pokud ano, tak jakého typu.
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3 Afrika

3.1 Geografické vyclenéni

Afrika je po Asii nejvétsim kontinentem nasi planety. Tvofi ji celkem 54 zemi, které zabiraji
plochu pies 30 miliond km? (Grosz-Ngaté et al., 2014). Na severu je Afrika oddélena
od Evropy a Asie Stfedozemnim motem, které na severozapad¢ pokracuje ptes Gibraltarsky
priliv do Atlantského ocednu. Ten omyva celou zapadni stranu afrického kontinentu, kdezto
vychodni ¢ast Afriky je obklopena Indickym ocednem, ktery smérem na sever piechdzi v Rudé
mofe, na severu ohrani¢ené Suezskou §iji, kde dochazi ke spojeni Afriky s Asii. K Africe patii
1 mnoho ostrovi, z nichZ nejvétsi je Madagaskar, ktery se rozklada na jihovychodé v Indickém

oceanu.

3.2 Podnebi a biomy

Afrika je jediny kontinent, ktery je rovnikem rozdélen téméf na shodné poloviny (UNEP,
2012). Prevazna vétsina plochy Afriky se rozklada mezi obratniky Raka a Kozoroha (UNEP,
2008), které vymezuji tropicky podnebny pés. Praveé proto jsou na vétsiné kontinentu po cely
rok vysoké teploty. Zejména v oblasti pousti se setkavame s velmi vysokymi teplotami, které
ale ve vysSich polohach v noci padaji az k bodu mrazu. Severni pruh Afriky rozkladajici
se mezi Saharou a Sttedozemnim motem se klimatem podobd jizni Evropé. VéEtSinu roku jsou
zde vysoké teploty, které ale v zim¢ klesaji. Obdobné je tomu i na jihu Afriky, kde se rovnéz
vyskytuji chladnd obdobi, zde ale od cervna do zafi. V téchto okrajovych oblastech mulze
napadnout snih, ale pouze ve vysSich nadmotskych vyskach. S niz§imi teplotami se obecné
muzeme setkat ve vSech pohofich Afriky (i vtéch tropickych), typickym piikladem
je KilimandZaro (Grosz-Ngaté et al., 2014).

S teplotami souviseji také srazky, jejichz mnozstvi je v Africe velice variabilni.
Na tvorbu srdzek ma vliv pfedevSim nizky tlak v okoli rovniku, vysoky tlak v subtropickém
pasu a sezonnost. V tropické ¢asti Afriky miZeme na zakladé srazek a teplot vyc€lenit Ctyfi

hlavni klimatické zony. Prvni znich je vlhké tropické podnebi, které odpovida oblasti
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tropickych pralesii, kde se dést’ objevuje po cely rok. DalSimi jsou stfidavé vlhké tropické
podnebi v oblasti savan s obdobim dest’d trvajicim kolem Sesti az deseti mésicti a semiaridni
tropické podnebi, které se vyskytuje v oblasti sahelu, etiopské ndhorni ploSiny a jizni Casti
Afriky, kde obdobi desth trva méné nez pul roku. Posledni klimatickou zénou je aridni
(suché) tropické podnebi pousté Sahara, které odpovida nejsussim ¢astem Afriky s minimem
srazek (Grosz-Ngaté et al., 2014). V nékterych zdrojich se miizeme setkat i s patou
klimatickou z6nou nazyvanou sttedomoiské podnebi, kterd se vyskytuje pouze v severnich
a jiznich okrajovych ¢astech Afriky (UNEP, 2008).

Soucasné je také cely africky kontinent délen do biogeografickych pasem, tzv. biomti.
Biomem rozumime oblast s vyskytem ekologicky podobnych spolecenstvi rostlin a zivoc¢ichtl.
Biomy jsou definovany teplotami, srazkami a klimatem, a pravé proto jejich vyskyt
koresponduje s vySe zminénymi klimatickymi zénami. V oblastech stfedomotského podnebi
muzeme najit sttedomoisky biom. Izolované se v Africe vyskytuje také horsky biom,
ato ptevazné ve vysokych nadmoiskych vyskach (UNEP, 2008). Biom destnych pralest
se vyskytuje v oblastech s vlhkym tropickym podnebim, pousté¢ naopak v mistech s aridnim
tropickym podnebim. Mezi témito dvéma extrémy najdeme patrné nejcharakteristic¢téjsi biom
Afriky, a sice tropické savany pokryvajici pfevdznou vétSinu zemédélsky vyuzivané plochy
kontinentu. Savany se vyznacuji vyskytem pastvin posetych trdvou, ketfi a misty i stromy.
Nékdy rozezndvame lesni savany vyskytujici se ve stfidaveé vlhkych tropickych oblastech
a kefové savany charakteristické pro mista se semiaridnim tropickym podnebim. Nejzndmé;si
ketfovou savanou je sahel, krajinny typ rozkladajici se v horizontaln€ se tdhnoucim pasu jizné

od Sahary (Grosz-Ngat¢ et al., 2014).

3.3 Zapadni Afrika

Zapadni Afrika je oblast sestavajici se z 15 statli. Konkrétné to jsou Mauritanie, Mali, Niger,
Senegal, Gambie, Guinea Bissau, Guinea, Sierra Leone, Libérie, Pobiezi slonoviny, Burkina
Faso, Ghana, Togo, Benin a Nigérie. Zapad a jih regionu je ohrani¢en Atlantskym oceanem,

na severu se rozkladd pousSt Sahara. Vychodni hranice regionu naopak neni tak jasné
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vyznaCena. Tahne se od Guinejského zdlivu po hranici mezi Kamerunem a Nigérii
k Cadskému jezeru a dale pokraduje po hranici statt Niger a Cad.

Zapadni Afrika je pirevazné rovinatd (UNEP, 2012) a sklada se z n¢kolika typti biomt.
Na severu je Sahara, na kterou postupné navazuje pasmo sahelu, a jizné&ji i lesni savany. Uplny
jih regionu je pokryt destnymi lesy. Stejny pfechod mtzeme vidét u klimatickych zon, které
smérem ze severu na jih pfechazeji od aridniho tropického podnebi pousté a semiaridniho
tropického podnebi sahelu ptes stiidavé vlhké tropické oblasti az po vlhké tropické podnebi
destnych lesti (Grosz-Ngaté et al., 2014). Ve své praci se zaméfuji zejména na Saharu a sahel,
jelikoz prave ty tvori nejveétsi ¢ast Mauritanie, z niz pochazeji vzorky zpracovavané v této

praci.
3.3.1 Sahara

Sahara je nejvetsi poust’ svéta sahajici od Atlantského oceanu az k Rudému mofti. Rozklada
se na plose vice nez 7 miliénii km? a oddéluje severni Afriku od tropické. VétSina Sahary
je fazena do kategorie hyperaridnich pousti (Mares, 2017), obecné ale spada do aridniho
tropického podnebi (Grosz-Ngaté et al., 2014). To je charakterizovano vétrnym pocasim,
suchym vzduchem a vysokymi teplotami, které jsou v prubéhu dne velice proménlivé.
V Cervenci se nejcastéji setkdme s teplotami nad 37 °C, vyjimkou nejsou ani teploty nad
43 °C. Noci jsou naopak spiSe chladné, v zimnim obdobi mize dokonce ve vyssich polohach
mrznout. Srazky se v pousti vyskytuji s ohledem na distribuci 1 mnoZzstvi velice nepravidelné,
nejcasteji v podobe ndhlych kratkych boutek (Mares, 2017).

Vice nez jedna tfetina zapadni Sahary je pokryta piskem. Na poloving tohoto uzemi
neni témer Zadna trvald vegetace, 1 kdyz nékteré duny mohou byt zpévnény nékolika druhy
jednoletych rostlin. Na urcitych mistech mizeme pozorovat také vyskyt odz a vadi, kde
se péstuje datlovnik pravy Phoenix dactylifera. Rostou zde i stromy a velké kefe rodu

Tamarix, palmy rodu Hyphaene a razné druhy akacii Acacia (Mares, 2017).
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3.3.2 Sahel

Sahel neni pfesné definovany geograficky region. Jedna se spiSe o ptiblizné¢ 400 km Siroky
pirechodovy pas mezi Saharou na severu a savanami na jihu, ktery se, stejn¢ jako Sahara
rozkladd na izemi od Atlantského oceanu az k Rudému mofti (Mares, 2017; UNEP, 2012).
V zépadni Africe zahrnuje staty Mauritanie, Senegal, Mali, Niger, Burkina Faso a Nigérie.
Pasmo sahelu je zde tvofeno zejména plochou krajinou porostlou travinatou vegetaci, jen
obcas se zde objevi nevysoké skalni Gtvary typu eskarpmentu (UNEP, 2012).

Jak uzbylo zminéno vySe, sahel spadd do semiaridniho tropického podnebi
vyznacujiciho se stiidanim obdobi sucha a obdobi destd (Grosz-Ngaté et al., 2014). Obdobi
destti trvd obvykle dva az Ctyfi mésice a pfichdzi na konci Cervna. Srazky jsou dany
monzunem prichazejicim ze zdpadu a jihu od Atlantského oceanu. Jejich mnoZstvi
se pohybuje od 100 mm na severu azk 1000 mm na jihu a vytvaii tak pro sahel typicky
gradient ro¢niho uthrnu srazek (tzv. izohyety). V obdobi sucha (unor, biezen) se naopak
objevuje suchy vitr harmatan, ktery pfichazi ze Sahary (UNEP, 2012).

Klima, a zejména srdzkovy gradient, v této oblasti vyrazné ovliviiuji vegetaci.
Po celém sahelu se vyskytuji traviny a dieviny, jejichZ hustota roste smérem na jih, kde jsou
srazky Castéjsi a také vydatnéjsi. Ze zastupcu rostlin, mizeme vyssi diverzitu pozorovat opét
na vlh¢im jihu, zatimco na severu se dominantnimi druhy stali zastupci rodu Acacia. Zatimco
severni Cast sahelu je vyuzivdna zejména pastevci, jizni Cast je osidlena spiSe zemédélci

(UNEP, 2012).
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4 Populace zapadni Afriky

Jak uz bylo uvedeno vyse, zapadni Afrika je rozlehla oblast skladajici se z 15 stati, které
obyvéa mnoho riznych populaci. Ve své praci se zaméfim pouze na tii populace Mauritanie,
od kterych pochézeji vzorky analyzované v této praci. Konkrétné to jsou kocovni pastevci

(Maurové¢ a Fulbové) a usedli zeméd¢lci (Soninkové).

4.1 Maurové

Termin Maurové je v dneSni dobé& pouzivan primarné pro oznaceni 70 % obyvatel Mauritanie.
Soucasné¢ se jim oznaCuji 1 ncktefi obyvatelé Zapadni Sahary, jelikoz byla od roku
1975 okupovéana Marokem a kratce i Mauritanii. V ramci Maurli mtizeme rozlisit dvé hlavni
skupiny — bidanis a sudanis. Sudanis je termin pouzivany pro Maury afrického pivodu. Tato
skupina je pfibuznd s jinymi etniky, jako jsou napiiklad Soninkové a Fulbové. Bidanis jsou
naopak Maurové berbersko-arabského pivodu. VétSina Maurl pouziva jako svij hlavni jazyk
arabstinu, bézna je ale také francouzstina, jakoZto pozulstatek kolonialismu, nebo rizné
berberské jazyky (Stokes, 2009).

Maurové predstavuji koCovnou populaci pasteved, ktefi v prubéhu roku cestuji
se svymi zvifaty za zdroji vody a pastvou. Tento zpusob zivota zvolili zejména z divodu
vyskytu rozsahlych pousti na vétSin€é plochy Mauriténie, které jsou nevhodné pro zemedélstvi.
Mauii chovaji pfevazné dobytek, nékdy také ovce, kozy, osly, velbloudy a koné. Dobytek
dest. V obdobi sucha se stdda piesouvaji k pastvindm podél biehu feky Senegal. Usedli
Maurové se vénuji farmateni v jiznich oblastech Mauritanie, zejména péstovani kukufice,
melound, datli, ryze, lusténin ¢i ¢iroku a chovu dribeze. Mnoho z nich zije také v poustich
v oblastech 04z, kde se mohou vénovat zemé&délstvi. Té¢Zkou zemédé€lskou praci obstaravaji
muzi, zatimco Zeny vyrabéji zbozi z kize a tkanin a staraji se o stavbu stant (Stokes, 2009).

Je tfeba poznamenat, Ze tradi¢ni Zivot Maurl je ohroZen procesem desertifikace.
Rozsifovani pousti omezuje jak pastevectvi koCovnych Maurd, tak 1 zemédé€lstvi zhruba
60 % Maura, ktefi dnes Ziji ve vesnicich, jelikoz jim znemoznuje spoléhat se na tirodnou zem

jako na zdroj obzivy. Pravé z téchto diivodl je mnoho Maurli nuceno pozmeénit svilij Zivotni
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styl, €i se ho Uplné vzdat. KoCovného zpiisobu zivota se Maufi vzdavaji i vlivem urbanizace
a industrializace a davaji prednost naptiklad praci v zeleznych dolech na severozdpadé zemée

¢i, v ptipadé mladych Maur(, studiu na univerzitach (Stokes, 2009).

4.2 Soninkové

Soninkové, znami také pod jmény Serakole, Sarakole nebo Serahule (Nwanunobi, 1996), jsou
etnicka skupina rozsifend v mnoha statech Afriky. Jejich populace ¢ita kolem dvou miliona
jedinct. Nejvetsi skupiny muzeme nalézt v Mali, Burkiné Faso a Pobtezi slonoviny. Mensi
komunity se vyskytuji naptiklad v Mauritanii, Senegalu, Gambii, Guineji Bissau a Guineji
(Stokes, 2009), dalsi jsou pak i v Ghan¢, Nigérii, Kamerunu, Gabonu, Kongu, Stfedoafrické
republice a Demokratické republice Kongo (Nwanunobi, 1996).

Co se tyCe jazyka Soninki,, ten spadd do skupiny mandé nalezici do rodiny
nigero-konzské. Soninkové ale vétSinou mluvi jazykem zemé, ve které Ziji, a proto neni jejich
jazyk moc pouzivan (Stokes, 2009). Jazykova skupina mandé se vyznacuje tondlnimi jazyky.
Slovo z jazyka Soninkd tedy mize mit rizné vyznamy podle toho, zda se vyslovi vysokym,
sttednim nebo nizkym tonem (Nwanunobi, 1996).

Historicky jsou Soninkové znami tim, Ze zaloZili jednu z nejvétsich africkych fisi — isi
Ghana, ktera byla prvnim velkym statnim celkem ve sttedovéké zapadni Africe. Tato fiSe byla
lokalizovana na jiznim okraji pousté Sahara. Soninkové zde zastdvali vysoce postavené pozice
v politice, ekonomice a dalSich oblastech, v sou€asnosti jsou to zejména obchodnici. V Ghang,
Burkiné Faso a PobiezZi slonoviny se vénuji obchodu s riznym zboZim od zlata po kolové
ofechy. V Senegalu péstuji a prodavaji araSidy a obchoduji s ryzi. V Mauritanii se vénuji
farmateni a obchodu s arabskou gumou. Naopak v Nigérii pracuji zejména v dolech
(Nwanunobi, 1996).

Schopnost Soninkli podnikat a obchodovat mizeme dokumentovat i tim, Ze do konce
19. stoleti jich mnoho z nich vlastnilo otroky, 1 kdyZ néktefi z nich byli sami otroky. Na jejich
farméch tedy pracovali otroci a vysoce postaveni Soninkové vlastnili vétSinu zbozi, které
otroci produkovali. Mladi Soninkové méli zaroven dostatek ¢asu na to, aby mohli usilovat

o ruzné obchodni pfilezitosti. Poté, co bylo otroctvi zruseno, museli pozménit svilj zptisob
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obchodovani. Soninsti migranti zacali kupovat dobytek, zatimco nckteti mladi lidé zacali
pracovat v Evropé, coz ve znacné mife pretrvava az dodnes. Soninkové stale migruji a mnoho
z nich pracuje v zahrani¢i, zejména ve Francii. I pfes to si ale vétSina Soninkd udrzuje pevné
vazby s rodinou a jejich komunitami, ke kterym se po Case vraceji, a diky vydélanym penézim

si uzivaji zivota na vyssi trovni (Nwanunobi, 1996).

4.3 Fulbové

Fulbové, jinak zndmi také jako Foulah, Peulh, Peul, Fulfulde nebo Fulbe, jsou jedna
z nejvétsich a kulturnd nejvyznamngjsich etnickych skupin zapadni Afriky (Cerny et al., 2006;
Stokes, 2009). Ziji v prostoru sub-saharské Afriky rozprostirajiciho se od Sahary
az po tropické destné lesy a od Atlantiku az po oblast Modrého Nilu v Stdanu. Jejich populace
gita témét 30 miliont jedinct, ktefi obyvaji celkem 17 statd (Cerny et al., 2006). Velké
skupiny se vyskytuji napiiklad v Mali, Nigeru, Cadu, Senegalu, Gambii, Guinei, Burkin&
Faso, Nigérii a Kamerunu, mensi miizeme nalézt ve zbytku zépadoafrickych statt (Stokes,
2009). Zpopulacné genetického hlediska jsou ze vSech tii skupin vramci sahelu
nejsledovang;jsi (Cemy et al., 2011; Novackova et al., 2020; Prichodova et al., 2020; Vicente
et al., 2019).

Jazykem Fulbl je fulbStina (fulfulde), kterd je tfazena do zépadoatlantské skupiny
nigero-konzské jazykové rodiny. Kvili Sirokému geografickému rozsiteni Fulbtl je tento jazyk
znacné rozruznény; existuje nckolik dialektd. VétSina Fulbl zéroven povazuje za nezbytné
mluvit také jazykem zemé, ve které ziji. Nékteti se dokonce uci i néktery z minoritnich jazyka
dané oblasti a bézna je také znalost anglictiny ¢i francouzstiny, zejména kvili tlaku zadpadniho
Skolstvi (Ndukwe, 1995).

Fulbové jsou plvodné pasteveckd kocovna populace, ale postupem casu zacali
prechézet 1k usedlému zplisobu Zivota, ktery v dneSni dobé preferuje vétSina z nich. Obé
skupiny spolupracuji, 1 kdyZ ziji oddélené. Kocovni Fulbové osidluji zejména stiedni pasmo
savan, kde jsou zéaroven inejpocetnéjSi pasteveckou skupinou. VétSinu svého casu trévi

zejména chovem zvifat, ktery predstavuje centrdlni aspekt jejich kulturni identity. Muzi

se vénuji pastvé, zatimco Zeny prodavaji mléko a mlééné vyrobky na trzich (Cerny et al.,
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2006). V prabehu roku rovnéz praktikuji transhumace, coz jsou sezonni migrace za pastvinami
a zdroji vody (Cerny, 2006). V obdobich sucha miizeme pozorovat jejich pfesun na jih,
v obdobich de$t'd se naopak se svymi stady vraci na sever (Cerny et al., 2006). Mimo to vedou
celkem jednoduchy zivot, stavi si doCasné pristresky ¢i s sebou nosi pfenosné chatky (Stokes,
2009). Usedli Fulbové se naopak vénuji zeméd¢lstvi, zejména péstovani Ciroku, ale fada z nich
zije 1 ve méstech, kde plisobi jako ucitelé, statni ufednici nebo vykonavaji rizné ndbozenské

funkce (Cerny et al., 2006; Stokes, 2009).
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5 Subsistencni vyvoj zapadni Afriky

V Africe doslo piiblizné pted 9 tisici lety k zasadni zméné v ekologii ¢lovéka a konzumaci
potravin (Phelps et al., 2020). Zatimco v obdobi paleolitu se vSichni lidé zivili lovem divokych
zvifat a sbérem volné rostoucich rostlin (Konner & Eaton, 2010), béhem neolitu doslo
na jedné stran¢ k vyvoji zemédélské a na stran¢ druhé pastevecké subsistence (Phelps et al.,
2020). Tato dichotomie je patrna v obzivé soucasnych tradi¢nich populaci Mauritanie, jak bylo
uvedeno v predchozi kapitole, de facto dodnes.

Pro pochopeni praveéké subsisten¢ni diferenciace populaci, které v této praci hodnotim,
je dilezitd zejména lokalita Dhar Tisit.

Celd okolni oblast je tvofena sérii piskovcovych fttest, tzv. eskarpmentd,
lokalizovanych v jizni az stfedni Mauritanii v oblasti jihozdpadni Sahary. Archeologicka
nalezi$té se nachdzeji na vice nez 650 km? v oblasti, kterd se vyznacuje n&kolika dileZitymi
topografickymi rysy. Najdeme zde jak utesy tycici se v priméru 60 m nad pis¢itymi plochami,
tak 1 mél¢i panve, které byly dfive zaplnény sladkovodnimi jezery. V celé oblasti se sezonné
vyskytuje také nékolik malych fek vytvarejicich zde tzv. vadi (Holl, 1985a, 1985b).

Klima bylo v celé severni Africe v ¢asném holocénu (pied cca 10 az 7,5 tisici lety)
vlhéi (Vernet, 2002), takze se v Dhar Tisit diky uvedené topografii utvotila velikd jezera
(Holl, 2009). V nésledujicim obdobi stfedniho holocénu (pted 7,5 az 4,2 tisici lety)
prevazovalo n€kolik stoleti suché klima, ve kterém vétSina jezer vyschla, a nasledné klima
teplé, pii kterém se stiidala vlh¢i obdobi (s vrcholy pied cca 6,7 a 4,5 tisici lety) s obdobimi
sucha (s vrcholy pted cca 6,4, 5,5 a 4,8 tisici lety) (Vernet, 2002). Tyto klimatické oscilace
jsou patrné i v nésledujicich letech, kdy bylo obdobi sucha opét vystiidano vlhéim obdobim
prevazujicim pted 3,9 az 3,3 tisici lety (Maley & Vernet, 2015). V této dobé se zde
pravdépodobné ustalilo pasobeni letniho monzunu, tedy klimaticky vzor dvou kontrastnich
obdobi typicky pro tuto oblast — delSi obdobi sucha trvajici kolem 7 az9 mésicli a kratsi
obdobi destti (Holl, 2009; Maley & Vernet, 2015). Pfed 3 az 2,7 tisici lety doSlo v tomto
vzoru ke zméné, jelikoZ se obdobi destli zacalo prodluzovat. Pozdni holocén (pied cca
2,7az 2,5 tisici lety) byl nasledné charakterizovan posunem smérem ke zvySené aridité

s delSimi ,,epizodami* sucha (Maley & Vernet, 2015).
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Pted zhruba 4000 lety byla oblast Dhar TiSit obsazena agropastevci, ktefi do této
oblasti pfisli z vysychajici Sahary (Holl, 1985a, 1985b; Vernet, 2002). Tyto skupiny Ilze
charakterizovat pomérné Sirokym spektrem subsistencnich strategii, které zahrnovaly kromé
pestovani dochanu klasnaté¢ho Pennisetum glaucum a chovu hovéziho dobytka, ovci a koz,
také lov divoké zvéfte, sbér zrn volné rostoucich trav ¢i nejriiznéjSich plodt a rybateni (Holl,
1985a). Osidleni oblasti bylo mozné zejména diky dostatecnym zdrojim vody (jezera, feky,
potoky, prameny) a deStim, jejichZ rozloZeni, intenzita a nacasovani byly ovSem kazdy rok
dosti nepiedvidatelné. To neumoznilo tamnim populacim zaméfit se na jeden zvysSe
uvedenych zpasobli obzivy a namisto toho byly nuceny udrzovat spiSe SirSi subsistencni
portfolio (Holl, 2009). V pozdnim holocénu zacalo dochdzet ke zvySené aridité, a tak byli
obyvatelé této oblasti pfiblizné kolem roku 300 az 200 pf. n. l. nuceni k pfesunu na jih
a vychod do oblasti s vy$$im mnozstvim srdzek ¢i vodnich zdroji (Holl, 1985b; Holl, 2009).

Je zfejmé, Ze sezonalita a dostupnost vodnich a potravnich zdroji méla na zivot
agropastevcu v této dob¢ znac¢ny vliv. Mlizeme to potvrdit i nalezy z Dhar Tisit, které ukazuji,
ze agropastevci obyvali dva rozdilné typy mist a v kazdém obdobi preferovali jiny zpisob
obzivy. V obdobi sucha obyvali rozptylené¢ docasné tabory v mél¢ich panvich pobliz
sladkovodnich jezer ajinych zdroji vody a vénovali se kromé chovu domacich zvitat
irybafeni a sbéru rostlin. V obdobi destt se naopak uchylovali do vesnic trvalejSiho
charakteru na ploSinach piskovcovych utesi, péstovali dochan klasnaty a chovali dobytek. Lov

divoké zvéte byl praktikovan nejspise celorocné (Holl, 1985b).
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6 Receptory horké chuti

Lidé jsou schopni rozlisit mezi péti zakladnimi typy chuti — sladkou, slanou, kyselou, hotkou
aumami, kterd je podminéna citlivosti k aminokyseliné (AK) glutamétu (Ikeda, 2002).
a umami se na senzitivité podileji receptory spfazené s G-proteiny (GPCRs) (Gilbertson et al.,
2000; Smith & Margolskee, 2001). Membranové topologie téchto struktur mizeme vidét
naobrazku ¢ 1. GPCRs jsou obsazeny v mikroklcich chutovych bunék, coz jsou
modifikované epitelové bunky, které maji mnoho neurdlnich vlastnosti (napf. schopnost
depolarizace). Zaroven jsou elektricky vzruSivé a tvofi synapse s aferentnimi chutovymi
nervovymi vldkny. Padesit azsto chutovych bunék tvoii seskupeni nazyvana chutoveé
poharky, které jsou nejcastéji ulozeny v tzv. papilach. Na jazyku se vyskytuji napt. papily

hrazeng, listovité a houbovité (Gilbertson et al., 2000; Smith & Margolskee, 2001).

a) COOH b)
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Obr. 1. Membranové topologie GPCRs a iontovych kanalll vyskytujicich se v chutovych buiikach:
a) receptor rodiny 7ASIR (sladka a umami chut), b) receptor rodiny TAS2R (hotka chut’),

¢) iontovy kanal (kysela a slana chut’) (pfevzato a upraveno podle Gilbertson et al., 2000).
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Dv¢ hlavni tiidy chutovych receptort (TASIR a TAS2R) jsou u savci kodovany
genovymi rodinami chut'ovych receptorti typu 1 a 2 (TASIR a TAS2R), znamymi také pod
zkratkami T/R a T2R (Adler et al., 2000; Hoon et al., 1999). Rodina TASIR se sestdva pouze
ze ti1 gent — TASIRI, TASIR2 a TASIR3 (Hoon et al., 1999; Nelson et al., 2001), ulozenych
v klastru na chromozomu 1p36 (Liao & Schultz, 2003). Produkty téchto genli jsou tvotfeny
sedmi transmembranovymi segmenty a vyznacuji se dlouhou N-termindlni doménou (Hoon
etal.,, 1999). Zaroven tvoii heterodimery, které se sdruzuji v receptory slouzici k percepci
sladké aumami chuti (Li et al., 2002). Sladkou chut podmifuji heterodimery proteint
TAS1R2 a TAS1R3 (Nelson et al., 2001), chut’ umami naopak zajist'uji heterodimery TAS1R1
a TASIR3 (Nelson et al., 2002).

Z druhé genové rodiny se u c¢loveéka vyskytuje 25 funkénich TAS2R gentt (Shi
& Zhang, 20006), jejichz produkty jsou zodpovédné za percepci hotké chuti (Chandrashekar
etal.,, 2000). Tyto geny neobsahuji introny a jsou exprimovany v nckterych chutovych
bunkach jazyka a mékkého patra. Kdéduji receptory se sedmi transmembranovymi segmenty
a kratkou extracelularni N-termindlni doménu, které¢ vykazuji 30az70% shodu
aminokyselinové sekvence. Konzervativni motivy se vyskytuji v prvnich tfech a v poslednim
transmembranovém segmentu, stejné tak jako ve druhé cytoplazmatické smycce. Nejvice

se mezi sebou lisi extracelularni segmenty (Adler et al., 2000).

Tabulka 1. Lokalizace genli TAS2R

Oblast Gen

5p TAS2RI
TAS2R3 TAS2RI16 TAS2R40

7q TAS2R4 TAS2R38 TAS2R41
TAS2R5 TAS2R39 TAS2R60
TAS2R7 TAS2R14 TAS2R42
TAS2RS TAS2R19 (48) TAS2R43

12p TAS2RY TAS2R20 (49) TAS2R45
TAS2RI10 TAS2R30 (47) TAS2R46
TAS2RI13 TAS2R31 (44) TAS2R50

(podle Adler et al., 2000; Conte et al., 2002; Fischer et al., 2005)
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Identifikované TAS2R geny jsou lokalizovany v klastrech na tfech chromozomech
v oblastech 5p, 7q a 12p. Na chromozomu 5 je lokalizovan pouze gen TAS2RI, a to v oblasti
5p15.2 (Adler et al., 2000). Zbylé¢ geny, jejichz konkrétni ndzvy uvaditabulka ¢. 1,
se vyskytuji v klastru (cca 3 Mb) na chromozomu 7 a na chromozomu 12 v klastru dlouhém
1,2 Mb (Conte et al., 2002). Mimo to se v lidském genomu vyskytuje také 11 pseudogent
(Shi & Zhang, 2006).

Pseudogen je sekvence charakterizovana ztratou funkce, kterd je pfitomna v genomu
dané populace a vykazuje urcité podobnosti s jednim ¢i vice paralognimi geny s normalni
funkci. Za jeho vznik je nejcastéji odpovédna genomova duplikace, pii které miize néktery
z duplikovanych genii ztratit svou funkci, jelikoz pfinasela néjakou selekéni nevyhodu,
¢i neposkytovala z evolu¢niho hlediska selekéni vyhodu, a stat se tak pseudogenem. Dal$im
mechanismem vzniku je napfiklad retrotranspozice, pomoci které vznikaji retropseudogeny
(Mighell et al., 2000).

I ptes to, Zze bylo identifikovano 25 funkcénich TAS2R gent (Shi & Zhang, 2006),
je pravdépodobné, ze lidé maji mnohem vic nez jen 25 receptori hotké chuti, jelikoz kazda
jednotliva alela TAS2R genu miize kodovat jiny receptor. Mohly bychom mit tedy tolik
receptord, kolik mame celkem TAS2R alel (Wooding et al., 2004).

6.1 Citlivost receptori k horkym slou¢eninam

TAS2R receptory jsou schopné detekovat riznorodou $kalu hotkych sloucenin, jak mizeme
vidét v tabulce ¢. 2 (viz 7. kapitola) a v pfiloze ¢. 1. JelikoZ je mnoZstvi téchto sloucenin
mnohem vétsi nez mnozstvi receptorti, vyvstava otazka, jak je mozné, ze jsme schopni
detekovat tak Sirokou Skalu hotkych slou€enin s pouze 25 TAS2R geny.

Plvodni vyzkumy totiZz naznacovaly, ze jednotlivé receptory jsou citlivé pouze
k ur¢itému malému mnoZstvi hotkych slou€enin, jako je tomu napiiklad u receptoru TAS2R4,
u které¢ho se predpokladalo, ze odpovida pouze na denatonium-benzoat a 6-n-propylthiouracil
(Chandrashekar et al., 2000). Dalsi vyzkumy ale ukazaly, ze receptory jsou schopné
rozpoznavat SirSi spektrum hotkych sloucenin, jako napiiklad receptor TAS2R16, ktery

je citlivy na B-glukopyranosidy (Bufe et al., 2002), nebo TAS2R38 reagujici na slouceniny
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s thiokyanatovou skupinou (Bufe et al., 2005). Pozdé&ji bylo navic zjisténo, Ze tyto receptory
neodpovidaji pouze na chemicky podobné latky (Meyerhof et al., 2010), ale i na velmi
ruznorod¢é Siroké spektrum sloucenin, které nesdili zadnou spole¢nou chemickou strukturu,
stejné jako napiiklad receptory TAS2R14 a TAS2R46 (Behrens et al., 2004; Brockhoff et al.,
2007).

Na zaklad¢ toho Meyerhof et al. (2010) rozdélili vSechny TAS2R receptory
do ctyt skupin. Do prvni spadaji receptory TAS2R16 a TAS2R38, které odpovidaji na vétsi
mnozstvi sloucenin, z nichz vétSina sdili néjakou chemickou strukturu, i kdyz se mohou
vyskytnout 1 takové, které ji postradaji. V piipadé receptoru TAS2R16 jsou to naptiklad jiz
zminéné B-glukopyranosidy (napf. amygdalin a salicin), u kterych je podstatna ptitomnost
hydrofobniho zbytku spojeného s glukézou pomoci B-glykosidové vazby. Zasadni je jak
B-konfigurace glykosidové vazby, tak i sterickd pozice hydroxylové skupiny na C4 pyrandzy
(Bufe et al., 2002).

Druha skupina déleni podle Meyerhofa et al. (2010) se sklada z receptori TAS2R3,
TAS2RS, TAS2R8, TAS2R13, TAS2R20 a TAS2R50, z nichz je kazdy aktivovan nékolika
malo ligandy, které maji spole¢né néckteré chemické strukturni charakteristiky. Do této
skupiny fadime 1 receptory TAS2R9 a TAS2R41 zkoumané v ramci jinych vyzkumnych
projekti (Dotson et al., 2008; Thalmann et al., 2013). Do tfeti skupiny spadaji receptory
TAS2R1, TAS2R4, TAS2R7, TAS2R30, TAS2R31, TAS2R39, TAS2R40 a TAS2R43. Kazdy
z téchto receptorti odpovida na 10 az 25 sloucenin, které mezi sebou nesdileji Zddné chemickeé
motivy (Meyerhof et al., 2010).

Posledni skupinu tvoti receptory TAS2R10, TAS2R14 a TAS2R46 citlivé jednotlivé
na vice nez 40 hotkych slouc€enin, které opct nemaji spole¢nou Zadnou chemickou strukturu
(Meyerhof et al., 2010). Do této skupiny mizeme v soucasné dobé¢ tadit 1 receptor TAS2R39,
diive fazeny do tfeti skupiny, jelikoz u néj bylo v poslednich letech identifikovano mnoho
novych ligandt (Lossow et al., 2016; Roland et al., 2013). Soucasné k tomuto déleni mizeme
také stale nalézt nckteré TAS2R receptory, které zlstavaji bez ligandu. Konkrétné to jsou
TAS2R19, TAS2R42, TAS2R45 a TAS2R60 (Thalmann et al., 2013).

Zaroven si miizeme vSimnout, ze jeden urcity ligand neaktivuje pouze jeden receptor.

Nejcastéji zastoupenymi jsou napiiklad difenidol, ktery stimuluje celkem 15 receptorti, chinin
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stimulujici devét receptorti, chlorfenamin a denatonium-benzoat sosmi receptory
a amarogentin se sedmi receptory. I pfes to se ale pfevazna vétSina slouCenin vaze pouze

k jednomu ¢i dvéma receptorim (Meyerhof et al., 2010).
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7 TAS2R38

Jeden z nejvice studovanych gent kodujicich receptory hoiké chuti je TAS2R38. Jak uz bylo
zminéno vyse, receptory kdédované timto genem zprostiedkovavaji reakce na latky obsahujici
thiokyanatovou skupinu N-C=S (Bufe et al., 2005). VSechny ligandy receptoru TAS2R38
muzeme vidét v tabulce ¢. 2. Mezi nejznaméjsi a ve vyzkumech nejvice pouzivané patii
slouceniny 6-n-propylthiouracil (PROP) a fenylthiokarbamid (PTC), u kterych miizeme
pozorovat bimodalni distribuci fenotypt (Barnicot et al., 1951; Fox, 1932). Citlivost k témto
latkam je urovdna pomoci prahu citlivosti, ktery je definovan jako nejnizs$i koncentrace,
pti které je mozné danou latku detekovat z Cisté vody. Lidé rozpoznavajici tyto latky maji prah
nizky, jelikoZ jsou vysoce senzitivni za nizkych koncentraci, zatimco lidé nerozpoznavajici
tyto latky maji prah vysoky, protoze jsou za nizkych koncentraci naopak malo senzitivni

(Tepper, 1998).

Tabulka 2. Hotké slouceniny fungujici jako ligandy genu TAS2R38

Gen Ligandy

allyl izothiokyanat, ethylpyrazin, fenylethyl izothiokyanat,
pfirodni e e
johimbin, limonin, sinigrin

acetylthiourea, cyklamat sodny, dimethylthioformamid,

difenidol, difenylthiourea, ethylthiourea,
TAS2R38
] ethylenthiourea, fenylthiokarbamid, chlorfenamin,
syntetické . . ‘
kaprolaktam, methimazol, 6-methyl-2-thiouracil,

methylthiourea, 5-propyl-2-thiouracil,
6-n-propylthiouracil, thiokyanatan sodny

(podle Lossow et al., 2016; Meyerhof et al., 2010)

Optiméalnim stimulem pro TAS2R38 receptor je pravdépodobné PTC, jelikoz
se k receptoru vdze mnohem siln€ji nez PROP. Lidé jsou zaroven schopni PTC detekovat pii

pomérné nizkych koncentracich a soucasné je jejich rozsah vnimani u PTC $ir$i nezZ u PROP.
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To naznacuje, Ze by senzitivita k PROP mohla byt z ¢asti ovliviiovana i jinymi genetickymi
¢i environmentalnimi faktory (Bufe et al., 2005).

Schopnost citlivosti k PTC je dédi¢nym znakem, ktery do dne$ni doby neni Uplné
znam, i1 kdyz se ma za to, ze ma znaky jak Mendelovské, tak i komplexni dédi¢nosti (Drayna,
2005). Vznik prevazné vétSiny fenotypovych variant ve vnimani PTC je piipisovan lokusu
na dlouhém raménku chromozomu 7 (Drayna et al., 2003), kde jsou uloZeny varianty genu
TAS2R38 kodujiciho receptory hotké chuti (Kim et al., 2003). Tyto varianty odpovidaji
za bimodalitu vnimani PTC v lidské populaci a zaroveil také za 55 az 85 % (ptiblizn€ 75 %)
fenotypovych variant (Kim et al., 2003; Prodi et al., 2004). Zbyl¢ jsou piipisovany napiiklad
lokusu 16p a mnoha dal$im (Drayna et al., 2003).

Gen TAS2R38 je tvofen pouze jednim exonem o délce 1002 bp, ktery koduje
333 aminokyselin (AK) dlouhy receptor typu GPCRs tvofeny sedmi transmembranovymi
doménami (Kim et al., 2003). V kdédujici oblasti tohoto genu bylo lokalizovano celkem
21 jednonukleotidovych polymorfismti (SNPs), z nichz 19 zplisobuje nesynonymni zamény
AK. Prevazna vétsina z nich byla pozorovana ve velmi nizkych frekvencich pouze u africkych
populaci. Pouze tii z nich se vyskytuji ve vysokych frekvencich po celém svété (Campbell

et al., 2012) a mizeme je vidét v tabulce €. 3.

Tabulka 3. Hlavni SNPs v genu TAS2R38

Pozice
Alela Pozice AK Alela Predpokladana lokace
nukleotidu
C prolin
145 49 : prvni intraceluldrni smycka
G alanin
C alanin
785 262 Sesta transmembranova doména
T valin
G valin sedma transmembranova
886 296
A izoleucin doména

(pfevzato a upraveno podle Drayna, 2005)
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Tii hlavni polymorfismy, znamé také pod oznacenimi 15713598, 1s1726866
ars10246939 (Campbell et al., 2012), zpiisobuji zamény AK na pozicich 49, 262 a 296, které
se vyskytuji v prvni intracelularni smycce a Sesté a sedmé transmembranové doméné receptoru
(Kim et al., 2003). Na pozici 49 je mozny bud’ vyskyt AK prolinu, nebo AK alaninu (P49A)
zpusobeny zaménou nukleotidu C na G. Na pozici 262 se stiida vyskyt AK alaninu a valinu
(A262V), podminény nukleotidy C a T, a na pozici 296 alternuji AK valin a izoleucin (V2961)
a nukleotidy G a A. Zmény na téchto tfech pozicich vyust'uji ve dva hlavni haplotypy — PAV
(prolin, alanin, valin) a AVI (alanin, valin, izoleucin). Dominantnimu haplotypu PAV
je ptipisovan fenotyp senzitivity k PTC, tzv. chutnacstvi. Recesivnimu haplotypu AVI
je naopak ptipisovano tzv. nechutnac¢stvi PTC (Kim et al., 2003).

Kombinace tifi hlavnich SNPs v genu TAS2R38 mohou vyustit v osm riznych
haplotypii. Nejznaméjsi jsou vySe zminé€né haplotypy PAV a AVI. Mezi dalsi patii haplotypy
AAV (alanin, alanin, valin), AAI (alanin, alanin, izoleucin) a PVI (prolin, valin, izoleucin),
které vznikly pravdépodobné rekombinaci majoritnich haplotypi (Kim et al., 2003).
Pozorovany byly také zbyvajici minoritni haplotypy PAI (prolin, alanin, izoleucin), AVV
(alanin, valin, valin) a PVV (prolin, valin, valin), ale pouze ve velmi nizkych frekvencich
(Carrai et al., 2011; Pemberton et al., 2008; Risso et al., 2016).

Spolu s témito tfemi SNPs byvaji v literatufe obCas zmifiovany také dva SNPs, které
zpusobuji zdmény AK na pozicich 80 a 274, respektive nukleotidovych pozicich 239 a 820
(Campbell et al., 2012; Desai et al., 2011). Ty podmiiiuji dva tzv. subhaplotypy piibuzné
k AAI — ARARI (alanin, arginin, alanin, arginin, izoleucin) a AHACI (alanin, histidin, alanin,
cystein, izoleucin). Jak muzeme vidét, na pozici 80 se mize vyskytovat AK arginin nebo
histidin a nukleotidy A a G. Na pozici 274 alternuji nukleotidy C a T a AK arginin a cystein.
U vSech pfedem zminénych haplotypli podminénych tfemi zékladnimi SNPs se na pozici
80 vyskytuje AK histidin a na pozici 274 AK arginin (Drayna, 2005).

Zbylé SNPs se vyskytuji na AK pozicich 6, 31, 36, 64, 121, 123, 135, 139, 190, 217,
235, 268, 270, 274, 275 a 311. Mizeme si vSimnout, Ze na AK pozici 274 Ize najit jak vySe
zminény polymorfismus podminujici haplotypy ARARI a AHACI, tak i SNP na nukleotidove
pozici 822. Ten patii spolu s polymorfismem na AK pozici 31 ke dvéma SNPs, u kterych

dochdzi pouze k synonymnim zdménam AK. Na téchto pozicich se stale vyskytuji AK arginin,
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respektive leucin, které vSak mohou byt kodovany vice riznymi nukleotidovymi triplety
(Campbell et al., 2012).

Podle Campbella et al. (2012) podminuje vSech 21 SNPs celkem 21 haplotypt, z nichz
se vétsSina vyskytuje prevazné u africkych populaci. Kromé hlavnich haplotypt s CastéjSim
vyskytem, jako jsou PAV, AVI, AAIl a AAV, a vySe zminénych subhaplotypi ARARI
a AHACI se do tohoto vyctu tadi i dalSich pét subhaplotypti PAV, Sest subhaplotypi AVI
a Ctyti subhaplotypy AAI (Campbell et al., 2012). Haplotypti genu TAS2R38 se ale na svété
vyskytuje pravdépodobné mnohem vice. V riznych vyzkumech uz byly pozorovany také
haplotypy PVI, PAI, AVV aPVV (Carrai et al., 2011; Kim et al., 2003; Pemberton et al.,
2008; Risso et al., 2016), které do tohoto vyctu 21 haplotypii fazeny nejsou, a proto zlstava

finalni pocet moznych haplotypti v tomto genu nejasny.

7.1 Varianty a haplotypy genu T7AS2R38

7.1.1 Fenotypoveé projevy haplotypii a jejich rozlozeni ve sveté

Jak jiz bylo uvedeno, PAV je majoritnim haplotypem chutnaéstvi PTC, zatimco AVI
je majoritnim haplotypem nechutnaéstvi. Lidé s heterozygotni sestavou téchto haplotypi, tedy
PAV/AVI, jsou k PTC senzitivni take, ale méné neZz homozygoti PAV/PAV (Kim et al.,
2003). Obdobné¢ je tomu i u genotypit PAV/AAV a PAV/AAI (Campbell et al., 2012). Stfedni
citlivost k PTC maji homozygoti minoritnich haplotyptit AAV, AAI a PVI (Bufe et al., 2005),
stejné tak jako lidé se sestavou haplotyplit AVI/AAV a AVI/AAI (Campbell et al., 2012).

Dalsi dva minoritni haplotypy, PAI a AVV, odpovidaji k PTC podobné¢ jako haplotypy
PAV a AVI Vidime tedy, Ze na senzitivitu maji vétsi vliv AK na pozicich 49 a 262, nez
AK na pozici 296 (Bufe et al., 2005). Pozd¢jsi vyzkumy tuto piedstavu ale popiraji a uvadéji,
Ze varianta na pozici 296 je z funk¢niho hlediska také dilezitd, zejména in vivo (Campbell
etal., 2012). To podporuje 1 vyzkum Mennelly et al. (2011), ktery ukazuje, Ze tato varianta
je spojovand se zvySenou senzitivitou k nizkym koncentracim PROP, coZ je sloucenina

chemicky podobnd PTC, jak jiz bylo uvedeno vyse.
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Posledni z tfetice haplotypt s nizkou frekvenci vyskytu je PVV, o jehoz citlivosti
k PTC se moc nevi. Je pouze zndmo, ze lidé s genotypem PAV/PVV jsou k PTC citlivi
obdobné jako homozygoti PAV/PAV (Carrai et al., 2011). Dva subhaplotypy ARARI
a AHACI jsou zatim bez zndmého fenotypového projevu (Desai et al., 2011), 1 kdyz uz byla
naznacena i moznost, Ze by varianty na ostatnich nukleotidovych pozicich podminujici zbylé
subhaplotypy mohly mit na senzitivitu k PTC urcity vliv (Campbell et al., 2012).

Majoritni haplotypy PAV a AVI se u vSech doposud zkoumanych populaci vyskytuji
v pruméru ve frekvencich ptiblizné 50,8 % a 42,7 % a tvoii tak ptevadznou vétsSinu haplotypt
TAS2R38. Nizsi zastoupeni muzeme pozorovat pouze u haplotypu AVI, a to u africkych
a americkych populaci, kde se jeho frekvence pohybuji kolem 30 % (Risso etal., 2016).
V Americe to mizeme vysvétlit 100 % vyskytem homozygotniho genotypu PAV/PAV
u jihozapadni populace plivodnich obyvatel Ameriky (Kim et al., 2003), zatimco v Africe
bude mit na niz§im zastoupeni haplotypu AVI podil vétsi genova a nukleotidova diverzita
(Risso et al., 2016).

V Africe totiz pozorujeme kromé¢ haplotypi PAV a AVI i vyskyt haplotypu AAI
a to ve frekvencich mezi 7 a 33 %. NejcastéjSim genotypem je v tomto piipadé PAV/AAI
jehoz vyskyt mize dosahovat az 100 %. Ve frekvencich od 3 do 17 % zde najdeme také
homozygoty AAI/AAI ale pouze v subtropickych oblastech (Risso et al., 2016). Dale
se v Africe miizeme setkat s malo frekventovanym haplotypem AAV a mnoha subhaplotypy
PAV, AVI a AAI, které jsou podminény mutacemi v n€kterych z dalSich 18 SNPs v kodujici
oblasti genu TAS2R38. Ty se zde vyskytuji ve frekvencich kolem 10 %, ale ve frekvenci
4,5 % je pozorujeme 1 v oblastech mimo Afriku (Campbell et al., 2012).

Haplotyp AAI se objevuje ve velmi nizkych frekvencich také u populaci Blizkého
vychodu a stfedu jizni Italie (Risso et al., 2016). Naopak haplotyp AAV nachazime kromé
Afriky zejména v Evropé (Kim et al., 2003). Pravé tyto dva haplotypy nasleduji se svymi
prumérnymi frekvencemi vyskytu cca 3,4 % a 2,5 % po majoritnich haplotypech PAV a AVI.
U zbylych haplotypti mizeme pozorovat vyskyt pouze ve velmi nizkych frekvencich (Risso

et al., 2016), jak je patrné v tabulce €. 4.
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Tabulka 4. Distribuce TAS2R 38 haplotypti v populacich

Populace | PAV AVI AAV AAI PVI PAI AVV PVV
vSechny | 50,76 % | 42,70 % | 2,48 % | 3,39 % | 0,07% | 0,18 % | 0,32% | 0,10 %
africké | 50,76 % | 35,18 % | 0,61 % | 13,22% | 0,15% | 0,00 % | 0,08 % | 0,00 %
asijské | 64,51 % | 35,31 % | 0,00 % | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,17 % | 0,00 %
evropské | 45,66 % | 49,22% | 3,56 % | 0,55% | 0,03% | 0,32% | 0,49% | 0,17 %
americké | 68,61 % | 26,69 % | 2,26 % | 2,26 % | 0,19% | 0,00% | 0,00 % | 0,00 %

(ptevzato a upraveno podle Risso et al., 2016)

Co se tyce fenotypového projevu senzitivity k PTC, miizeme obecné u vSech lidskych
populaci pozorovat bimodalni distribuci fenotypti (Fox, 1932), tedy rozdé€leni jedinct
na tzv. chutnace anechutnace. V Africe je tomu ale jinak, jelikoz se zde vyskytuji jak
haplotypy PAV a AVI, tak i haplotypy se stfedni citlivosti k PTC, tedy AAV a AAL
Distribuce fenotypt hotké chuti je zde tedy spiSe unimodélni (Campbell et al., 2012).

7.1.2 Souvislost se stravou

Receptory kodované genem TAS2R38 zprostiedkovavaji reakce na latky obsahujici
thiokyanatovou skupinu (Bufe et al., 2005). PTC je sice syntetickd latka, ktera prozatim
nebyla nalezena v ptirodé, ale existuje mnoho pfirodnich strukturn€ podobnych latek, na které
receptor TAS2R38 odpovida také (Meyerhof et al., 2010); viz. tabulka ¢. 2.

Napiiklad glukosinolaty jsou Siroce rozSifeny u riznych druhl rostlin, zejména
u brukvovitych (Brassicaceae). Sem patii naptiklad brokolice, rizickova kapusta, kvétak,
kapusta, kedlubna nebo brukev (Carlson etal., 1987). Rozkladem glukosinolatii vznikaji
izothiokyanaty, které plisobi jako strumigenni latky, jinak znamé také jako goitrogeny
(Fenwick et al., 1983). Ty interferuji s pfijmem jodu Stitnou zldzou a ve vysokém mnozstvi
mohou zpilisobit vznik strumy. Projevy pietizeni goitrogeny se projevuji zejména v oblastech
svéta snizkym zastoupenim jodu v piddé a vysokym piijmem glukosinolatli v potrave.

V mistech, kde se praktikuje jodizace soli, je jod zastoupen v hojném mnoZstvi, a proto
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k pretizeni goitrogeny nedochazi (Greene, 1974). I piesto by zde mohly mit glukosinolaty jisté
nutriéni disledky, jelikoz vykazuji urcité protirakovinné vlastnosti (Fahey et al., 1997).

Strava bohatd na ovoce azejména na brukvovitou a listovou zeleninu byva casto
spojovana s niz§im vyskytem rakoviny (Murillo & Mehta, 2001). Pfijem tohoto typu stravy ale
zustava stale velice nizky 1 pfes mnoha doporuceni riznych odbornikti (Guenther et al., 2006).
Predpoklada se totiz, ze chutnac¢i PTC nosici haplotyp PAV, kteti oproti nechutna¢im
nepiijimaji tolik pfirozené¢ se vyskytujicich goitrogenti, jsou Iépe chranéni pied pozitim
nadmérného mnozstvi téchto latek, zejména kvuli jejich hotké chuti (Greene, 1974).
Homozygotim PAV/PAV piipada zelenina obsahujici glukosinolaty az o 60 % vice hotka nez
homozygotim AVI/AVI. Naopak zeleninu, ktera glukosinolaty neobsahuje, hodnoti jak
chutnaci, tak nechutnaci jako stejn¢ hotkou (Sandell & Breslin, 2006). Schopnost hotké chuti
se tedy pravdépodobné vyvinula jako ochrana pted pozitim hofce chutnajicich toxickych latek
obsazenych v rostlinach (Wooding et al., 2004).

Na zéklad¢ toho, Ze receptory TAS2R38 tak tizce souvisi se stravou, a ze jsou v Africe
pozorovatelné rtizné lokdlni adaptace v reakci na typ stravy (Tishkoff et al., 2007), byla
vyslovena hypotéza, Ze by africké populace, které uptfednostiiuji rozdilné druhy subsistence
(lovci-sbéraci, pastevci a zeméd€lci), mohli mit v genomu zastoupeny riizné frekvence
genetickych variant genu 74S2R38 zejména kvuli selekénimu tlaku zpiisobenému odlisnymi
typy stravy (Campbell et al., 2012). Tato teorie ale nebyla potvrzena. Naopak byly u téchto
populaci pozorovany podobné haplotypové frekvence (Campbell et al., 2012).

7.1.3 Piisobeni prirodniho vyberu

Jak bylo zminéno vySe, schopnost vnimat hotkou chut' se mohla vyvinout jako ochrana
pred pozitim hotce chutnajicich toxickych latek obsaZenych v rostlinaich (Wooding et al.,
2004). Pokud by tato schopnost byla dilezitd pro reprodukéni zdatnost (fitness), dalo
by se piedpokladat, ze by selekéni tlak udrzoval haplotyp PAV ve vysokych frekvencich
a z populace by byl naopak vyselektovan nefunkéni haplotyp AVI (Tepper, 2008). S timto
tvrzenim je ale v rozporu vysoka frekvence (42,7 %) nechutnact s AVI haplotypem ve svété

(Risso et al., 2016).
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Jako urcité vysvétleni udrzeni fenotypovych variant v percepci PTC byla navrzena
balancujici selekce, kterd by mohla uptednostnovat heterozygoty (Fisher etal., 1939).
Ta udrzuje v populaci sou¢asné dvé nebo vice forem genu. Casto se tomu tak d&je naptiklad
umutaci, které jsou Skodlivé v homozygotni sestavé. Klasickym piikladem je alela
zpusobujici srpkovitou anémii, kterd v oblastech s vyskytem endemické maldrie chrani pied
timto infekénim onemocnénim v heterozygotnim stavu. Homozygoti s alelou pro srpkovitou
anémii se nedoziji dospé€losti vzhledem k tomuto onemocnéni a homozygoti bez alely pro
srpkovitou anémii trpi malarii, na kterou se umira zejména v détském véku. Dand mutace
jetedy v populaci udrzovana balancujici selkeci v heterozygotnim stavu, ktery je pro
organismus v daném prostiedi prospésny (Drayna, 2005; Haldane, 1949).

Tento model byl podpoien az roku 2004, a to diky objevu genu TAS2R3S, ktery
odpovida pfiblizné¢ za 75 % fenotypovych variant ve vnimani PTC (Kim et al., 2003).
Analyzou molekuldrné genetickych dat bylo potvrzeno, Ze se na udrzeni alel chutnacéstvi
a nechutnacstvi v populaci podilela balancujici selekce, i kdyz konkrétni mechanismus,
kterym by tato selekce pusobila, zatim objasnén nebyl (Wooding et al., 2004). Je ale tieba
doplnit, Ze gen TAS2R38 dosdhl vtomto vyzkumu statisticky signifikantnich hodnot
ukazujicich na balancujici selekci pouze za ptredpokladu populacni expanze (Wooding et al.,
2004).

Nasledny vyzkum pouzil tento model k vypoctu hodnot Tajimova testu selekcni
neutrality pro Sest selek¢né neutrdlnich lokusti. U péti znich dosahly vysledné hodnoty
statistické signifikance, coz autofi pfipisuji tomu, Ze pouZiti modelu populacni expanze vede
k falesné pozitivnim vysledktim, které znaci balancujici selekci (Wang et al., 2004).

Zaroven tito autofi zaznamenali relaxaci selek¢nich sil puisobicich na gen TAS2R38.
Pocatek této relaxace datuji do doby pied 0,75 miliony let (0,1 az 2,6 milidny let) a zaroven
uvadéji, ze neuplna funkeni relaxace tohoto genu zapocala uz u predki lidi a Simpanzl a byla
nasledovana druhou silngjsi vinou v linii hominidd (Wang et al., 2004).

I ptes to, Ze vySe uvedena doba relaxace ma velké rozpéti, je zajimavé, ze koliduje
s obdobim pocatku vyuzivani ohné pted 0,8 milidny let (Goren-Inbar et al., 2004). Moznost
vyuziti ohné pfi pfipraveé potravin méla za nasledek snizeni zévislosti na TAS2R receptorech

pro detekci hotkych toxickych latek, jelikoz diky tepelné pravé jsou z velké miry jedovaté

33



potraviny detoxifikovany (Stahl et al., 1984). Zaroven tim byl umocnén i vliv zmény stravy,
kterd probé¢hla pied 2 milidny let. V t¢ dobé se zvysil pfijem masa a naopak snizil piijem
rostlinné stravy (Leonard, 2003), coz snizilo mnozstvi toxickych latek, se kterymi homininé
prisli do styku. Relaxaci selek¢nich sil v tomto genu mlizeme pozorovat 1 u Simpanzi, 1 kdyz
v mensi mife (Wang et al.,, 2004). Souviset to miize opét se stravou, jelikoZ u Simpanzi
je dolozena jen Castecnd konzumace masa, zatimco v jidelni¢ku jinych lidoopd jako jsou
gorily a orangutani masitou stravu nenajdeme (Milton, 2003).

Relaxaci selek¢nich sil v genu TAS2R38 pozoroval i dalsi vyzkum, ve kterém autofii
navrhli, Ze by balancujici selekce, kterd udrzovala haplotypy PAV a AVI v pfiblizné stejnych
frekvencich, pusobila v prvotnich stadiich vyvoje hominind, jest¢ pted kolonizaci Eurasie
(Risso et al., 2016). U haplotypu AVI pfipisuji autofi jeho soucasnou distribuci u neafrickych
populaci demografickym a populaéné stratifikaénim procesiim, ¢emuz odpovidaji 1 vysoké
frekvence PAV a AVI haplotyp mimo Afriku vzniklé pravdépodobné sérii efektt hrdla 1dhve
a populacnich expanzi za soucasné relaxace selekénich sil plisobicich na tento gen (Risso
et al., 2016).

Dalsi vyzkum, ktery naopak podpofil piisobeni balancujici selekce na gen TAS2R3S,
opét pozoroval statisticky signifikantni hodnoty pouze za predpokladu mirného populaéniho
rustu (Campbell et al., 2012). Tito autofi model balancujici selekce dale rozvadéji, jelikoz
vramci subsaharské Afriky jsou kromé majoritnich haplotypll ve vySSich frekvencich
zastoupeny 1jiné haplotypy (Risso et al., 2016). Vznik hlavnich SNPs i méné castych
nesynonymnich variant v genu TAS2R38 zacal byt pfipisovan komplexnimu modelu selekce,
ktery zahrnuje jak star$i balancujici selekei, tak 1 mladsi rozriiziujici selekci. Tento nedavny
selekéni tlak v Africe upfednostnil zvySeni poctu nesynonymnich mutaci majoritnich
haplotypiit PAV, AVI a AAI které byly udrZzovany balancujici selekci nezavislou na typu
stravy (Campbell et al., 2012). Konkrétné¢ u haplotypu AAI bylo navrZzeno, ze podstoupil
jak balancujici selekci plisobici na haplotypy PAV a AVI, tak i slabou direkcionalni selekci
(Risso et al., 2016). To naznacuje, ze v Africe maji méné Casté varianty genu TAS2R38 jinou
selek¢ni historii a zaroven komplexnéjsi evolu¢ni historii nez ty mimo Afriku (Campbell et al.,

2012; Risso et al., 2016).

34



Model balancujici selekce nevylucuje ptisobeni dalSich selek¢nich sil. Je mozné,
ze jako prvni pusobila pozitivni selekce, kterd mohla vést ke vzestupu frekvence haplotypu
AVI, jenz by byl nasledn¢ udrzovan balancujici selekci, nebo k upfednostnéni konkrétnich alel
genu TAS2R38 v urcitém prostiedi, coz by vedlo k lokalni adaptaci (Wooding et al., 2004).
Model do dnesni doby stale nebyl pln€ podpoten, ale 1 pfesto se zdd, ze balancujici selekce
méla na gen TAS2R38 v evoluci uréity vliv, 1 kdyz v soucasné dob€ uz na néj pravdépodobné
nepusobi a dochézi k jeji relaxaci.

Stale ale nemame odpovéd’ na to, jak se nechutna¢i s AVI haplotypem udrzeli
v populaci v tak vysokych frekvencich 1 piesto, ze neméli zddnou vyhodu proti poziti
toxickych hotkych substanci. Udrzeni se pfipisuje tomu, ze by haplotyp AVI mohl kédovat
funkéni receptor pro zatim neidentifikovanou toxickou hotkou substanci. Je totiz mozné,
ze heterozygoti genu TAS2R38 ziskavaji vyhodu diky tomu, Ze dokazi rozpoznat, a na zékladé
toho se vyhnout, Sir§Simu spektru hotkych toxickych latek neZ homozygoti (Wooding et al.,
2004). Tato myslenka vychazi z toho, ze gen TAS2R38 neobsahuje Zadné stop kodony nebo
1 poznatek, ze haplotyp AVI je stejné jako haplotyp PAV pln¢ exprimovan na RNA roviné
(Bufe et al., 2005). Risso et al. (2016) dale uvad¢ji, Ze by oba majoritni haplotypy mohly byt
podstatné pro detekci potencialné hotkych toxickych substanci, které mizeme najit pouze
na africkém kontinent¢.

Jako jedna z moZnych hotkych latek odpovidajici na AVI receptor byla navrZena Stava
ploda ze stromu Antidesma bunius plivodem z jithovychodni Asie a severni Australie. Prave
uni je totiz percepce hotké chuti naprosto opac¢néd nez u PTC, jelikoz lidé, kteti ji citi jako
velmi hotkou, nesou alespoii jednu alelu nechutnacstvi (Risso et al., 2018). Na zéklad¢ toho,
Ze ne vSichni nositelé AVI haplotypu byli schopni detekovat hotkost této rostliny, autofi
shrnuji, Ze AVI haplotyp je pro tuto percepci sice nezbytny, ale je nutné zahrnout i jiné
variabilni faktory, které maji na percepci také podil, naptiklad rozdily ve slozeni slin. Jako
dalsi kandidatni faktor byly navrZeny rozdily v jinych genech koédujicich receptory hoiké

¢i sladké chuti, coz ale autofi s nejvétsi pravdépodobnosti vylucuji (Risso et al., 2018).
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7.1.4 Evoluce haplotypu

Pivodni ptedstava balancujici selekce byla vystavéna na zjisténi, ze se mezi Simpanzi
vyskytuje pfiblizné stejny pomér chutnacu vici nechutnacum jako v lidskych populacich. Jako
vysvétleni bylo navrzeno, Ze lidé a Simpanzi sdili alely chutnacstvi a nechutnacstvi, které
vznikly jesté pfed oddélenim téchto dvou linii, a od t¢ doby se udrzovaly v rovnovaze praveé
diky balancujici selekci, konkrétn¢€ pak vyhodé heterozygotii (Fisher et al., 1939).

U §impanzi se v genu TAS2R38 nachazi sedm SNPs (Wooding et al., 2006). Zadny
znich ale neodpovidd nukleotidovym pozicim, které se vyskytuji v tomto genu u c¢loveka.
k zaméné¢ T za G (AGG). Pokud k této zaméné dojde, je translace tohoto genu potlacena
amase tedy zato, ze haplotypy obsahujici variantu AGG jsou Simpanzimi alelami
nechutnacstvi (Wooding et al., 2006).

Lidé a Simpanzi tedy sice sdili senzitivitu k hotkym slouceninam zprosttedkovanou
variantami TAS2R38 receptoru, ale nikoli polymorfismy, které ji zapti¢inuji, jak navrhovala
puvodni hypotéza Fishera et al. (1939). Varianty vznikly u kazdého z téchto druhd samostatné
po jejich oddéleni pted 5 az 6 miliony let. Alely nechutnaéstvi jsou u kazdého druhu nezavisle
evolu¢né odvozené z ancestralnich alel chutna¢stvi (Wooding et al., 2006). Dle mého nazoru
by tato skute¢nost mohla byt zptisobena tim, Ze haplotyp PAV piinasel uz v minulosti vyhodu,
zatimco haplotyp AVI zacal byt vyhodny az po oddé€leni téchto linii.

Pozdgjsi vyzkum Campbella et al. (2012) tento odhad zpiesiiuje a plivod variant
genu TAS2R38 spojenych s citlivosti k PTC datuje do doby pied vznikem anatomicky
moderniho ¢loveéka. Tyto varianty tedy vznikly v linii rodu Homo, ale jesté pied vznikem
Homo sapiens, jak naznacuje 1 vyskyt haplotypll v riznych lidskych populacich
(Campbell et al., 2012). To podporuje i nalez varianty P49A u neandertalské populace, ktery
ukazuje, Ze tento polymorfismus byl pfitomny u spoleéné¢ho ptedka neandertalci a modernich
lidi (Lalueza-Fox et al., 2009). Primérné stati polymorfismi na AK pozicich 49, 262 a 296
je 1,3 +242 211 miliont let, 0,336 + 89 845 let a 1,0 £267 268 miliont let, respektive. Méné
Casté varianty jsou mnohem mladsi, objevuji se poprvé azv poslednich 200 000 letech

(Campbell et al., 2012).
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8 Material

Prakticka ¢ast moji diplomové prace je zaloZzena na materidlu 147 vzorkl sesbiranych béhem
expedice vedené prof. Mgr. Viktorem Cernym, Dr. a Mgr. Martinou Cizkovou, Ph.D. v roce
2019 v Mauritanii, konkrétné¢ v oblastech Gorgol a Assaba na jihu zemé (obrazek €. 2). Jde
o vzorky slin sbirané pomoci kitd OG-500 Oragene (DNA Genotek), které byly ziskany od tii
populaci — Maurta (n=49), Soninkii (n=51) a Fulbi (n=47); dopliujici informace k témto
skupindm viz ptiloha €. 2. Spolu s témito vzorky byla u stejnych jedinct zjisténa i senzitivita
k hotké chuti PTC. Sbér probihal pomoci testovacich papirki od firmy Findel, které si lidé
davali na zhruba 10 az 20 vtefin na jazyk a nasledné odpovidali na dotaz, zda citi nebo neciti
néjakou chut. Tyto papirky jsou zdravotné nezavadné a obsahuji méné nez 0,02 % PTC.
Citlivost k PTC byla hodnocena na skale hotkosti od 0 (zadna citlivost k PTC) do 2 (vysoka
citlivost k PTC).

Alzirsko

Severni
Atlantsky

ocean

Zapadni
Sahara

Mali

Mauritanie

Obr. 2. Lokalizace sbérnych mist vzorkli v Mauritanii (pfevzato

a upraveno podle Wikimedia Commons)
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9 Metody

Laboratorni ¢ast této diplomové prace prob¢hla v archeogenetické laboratofi Archeologického
stavu AV CR, Praha, v.v.i. Sekvenace vzorkit DNA byla provedena firmou Macrogen Europe
v Amsterdamu. Obdrzend data (chromatogramy) byla nésledn¢ opét zpracovana

v archeogenetické laboratofi.

9.1 Izolace DNA

Izolace DNA je prvnim krokem k ziskani genetickych dat z biologického materidlu (v mém
pfipadé¢ ze slin). Jde rovnéZ o odstranéni piimési a necistot, které by mohly inhibovat
nasledujici analyzy, pfedevsim polymerazovou fetézovou reakci (viz dale). V této praci byly
pouzity vzorky slin uchované v komer¢nich roztocich Oragene, znichz byla vyizolovana
DNA pomoci Oragene®DNA izola¢niho kitu od firmy DNA Genotek, a to jiz v ramci
predchozich vyzkumnych projektli archeogenetické laboratore AV CR v Praze. Jednotlivé
kroky izolace se skladdaji zinkubace, purifikace (pfecisténi), centrifugace, srdzeni pomoci

ethanolu a vortexovani. Cely izola¢ni protokol je uveden v ptiloze ¢. 3.

9.2 Amplifikace DNA pomoci polymerazové retézové reakce

metod slouZicich k amplifikaci ndmi studovaného tiseku DNA. Podstatou je namnoZeni useku
DNA ohrani¢eného dvéma oligonukleotidovymi fetézci, tzv. primery (forward a reverse).
Celd reakce probiha v termocycleru v reakéni smési sloZzené zTaq DNA polymerazy,
deoxynukleosidtrifosfati (ANTPs), reakénich pufri, vody a chloridu hotfe¢natého (MgCly).
Metoda je souborem tii opakujicich se krokti, z nichz kazdy je charakterizovan urcitou délkou
a teplotou odpovidajici vlastnostem dané DNA a pouzitych chemikalii. Prvnim krokem
je oddéleni vldken DNA, tzv. denaturace templétu, probihajici pfi teplotdch kolem 94 °C.
Dalsi casti je tzv. hybridizace (nasedani specifickych primeri), po které nésleduje syntéza
DNA, tzv. elongace, za teploty 72 °C pomoci Taq DNA polymerazy izolované z bakterie

Thermus aquaticus, kterd je odolnd viici vysokym teplotam. Teplota pro nasedani primerii
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je kritickym krokem reakce, jelikoz je specifickd pro dany par primert a je nutné ji kalibrovat.
Cela PCR tedy probiha nasledovné — prvnim krokem je denaturace, po které nasleduje nékolik
(25-40) opakovani tfi vySe zminénych krokt; cela reakce je ukoncena jesté jednim cyklem
elongace.

V této praci byly pouzity vyizolované vzorky DNA, reakéni smés GoTaq Green
Master Mix od firmy Promega, deionizovana voda a tfi pary primeru (forward a reverse).
Vsechny primery byly navrzené Mgr. Martinou Cizkovou, Ph.D. pomoci softwaru
OligoPerfect od firmy Thermo Fisher Scientific. Seznam primert, jejich sekvence a teploty
hybridizace 1 délky findlnich produktl jsou uvedeny v pfiloze ¢. 4. Postup amplifikace DNA

pomoci PCR je uveden v pfiloze €. 5.

Program cykll termocycleru Eppendorf Mastercycler pouZity v praci:

Ix 94 °C 1 minuta

35x 94 °C 30 sekund
57°C 25 sekund
68 °C 30 sekund

Ix 72 °C 5 minut

9.3 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je nejpouZzivangj$i separatni metodou pii praci s amplifikovanymi
fragmenty DNA. Je zaloZena na jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli. Nukleové
kyseliny v gelu putuji diky svému zapornému naboji ke kladnému poélu, anodé. Soucasné
se jednotlivé fragmenty rozdéluji podle délky — kratsi putuji rychleji, delsi naopak pomaleji,
takZe zlstavaji v blizkosti jamek. Po zastaveni napéti je DNA v gelu vizualizovéana a konkrétni
délky fragmentl jsou odeCteny pomoci tzv. zebficku, které obsahuji fragmenty DNA zndmé
délky.

Tato metoda byla pouzita nejen jako kontrola PCR reakce, ale také ke kvantifikaci
k naslednému tedéni koncentrace (viz dale). Konkrétné bylo v této praci pouzito 60 ml 1,5%

agardzového gelu vytvofeného z 0,8 g agardzy, 12 g tris-boratového pufru (TBE) a vody.
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Po zahtati v mikrovinné troubé po dobu cca 2 minut byly do gelu nasledné ptidany
3 ul barviva GelRed slouziciho k vizualizaci amplikoni DNA a gel ztuhly v elektroforetické
vanicce byl zalit pufrem TBE. Do jamek v gelu byl pfenesen vzdy 1 pl PCR produktu,
1 ul negativni kontroly a 10 ul zebticku GeneRuler 50 bp DNA Ladder naifedéného v poméru
1:1 s vodou. Elektroforéza bézela po dobu asi 50 minut pod napétim 87 V. Fragmenty DNA
byly nasledné vizualizovany UV svétlem. Zaroven byla pofizena fotografie, ze které
se pomoci programu SynGene odecitaly konkrétni délky a koncentrace fragmentd. Soucasné

byla kontrolovana i negativni kontrola.

9.4 Sekvenace DNA

Sekvenace slouZzi k urceni ptesného poradi nukleotidli (sekvence) v DNA. V této praci bylo
pouzito Sangerovo sekvenovani, zndmé také jako dideoxy metoda.

Pro sekvenovani bylo nutné naredit ziskané PCR produkty na stejnou koncentraci
40 ng/ul. Vzorky byly proto pfeneseny do 96 jamkové desticky a smichany s patficnym
mnozstvim destilované vody. Nasledné byly nafedény i forward primery, a to na vyslednou
koncentraci Spmol. Pfipravené vzorky byly poté spolu s primery odeslany na sekvenaci
do firmy Macrogen Europe v Nizozemsku. Vysledky byly obdrzeny ve formé chromatogramt
v elektronické podobg.

Z divodu S$patné cCitelnosti nékterych tsekt chromatogrami bylo nésledné celkem
38 vzorkli sekvenovano v konkrétnich tsecich i pomoci reverse primeru. Primerem A byly
sekvenovany vzorky MOO18, SNKO06, SNK15 a SNK42, primerem B vSech zbylych
34 vzorkt (MOOO0S, 12, 28, 29, 30, 31, 32, 35, 36, 37, 38, 42, 44, 47, SNKO02, 03, 05, 09, 13,
15, 17, 18, 19, 20, 26, 27, 31, 34, 37, 38, 41, 45, 49 a FMA14). Vzorky byly opét nafedény
na koncentraci 40 ng/ul a spole¢né¢ s reverse primery (koncentrace Spmol) odeslany

na sekvenaci. Vysledky byly obdrZeny opét v elektronické podobé ve formé chromatogrami.
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9.5 Zpracovani dat

Z duvodu absence vzorkl na elektroforéze (inhibice PCR) i1 po opakované izolaci bylo
z dalsiho zpracovani vytazeno Sest vzorki (MOO02, MOO06, MOO25, SNK14, SNK30
a FMAL16). Vysledny soubor tedy obsahoval celkem 141 vzorka, konkrétné 46 Maura (MOO),
49 Soninkl (SNK) a 46 Fulbt (FMA).

9.5.1 Slozeni a zarovnani sekvenci DNA

Jelikoz se kazda jednotliva sekvence skladala ze tfi ¢asti kvili pouziti tii partt primerti, musely
byt v prvnim kroku zpracovani dat ziskané sekvence slozeny. Nasledné byly vsSechny
sekvence zarovnany k referenéni sekvenci genu TAS2R38. Pouzita byla sekvence
NC _000007.14 z databaze GenBank® (Clark et al., 2016), konkrétn& pouze sekvence exonu
genu TAS2R38 o délce 1002 bp, kterd je uvedena v piiloze €. 6. Tato sekvence byla vybrana,
jelikoz je v databazi oznacena jako referencni pro tento gen. Oba tyto kroky (sloZeni sekvenci
a jejich zarovnani k referencni sekvenci) byly provedeny v programu Geneious Prime verze

2021.2.2 (https://www.geneious.com, Kearse et al., 2012).

9.5.2 Fazovani

Jelikoz byly ziskany diploidni sekvence, bylo pro nésledné analyzy nutné provést fazovani
(rekonstruovat haplotypy) a rozdélit u kazdého vzorku (genotypu) mutace do dvou sekvenci
(haplotypit), jako je tomu v buiikdch danych jedinct. Nejprve byly mutace ndhodné rozdéleny
pomoci programu DNA Sequence Polymorphism (DnaSP) verze 6.12.03 (Rozas et al., 2017).
V tomto kroku byly z DnaSP ziskdny synonymni a nesynonymni mutace, které byly dale
pouzity k vypoctu jejich frekvenci u jednotlivych populaci. Nasledné byly pomoci programu
Fabox verze 1.6 (Villesen, 2007) ze sekvenci extrahovany pouze mutované pozice. Tato data
byla pouzita k vytvotfeni vstupniho souboru do programu Arlequin verze 3.5.2.2 (Excoffier
& Lischer, 2010), ve kterém byly mutace do sekvenci rozd€leny statisticky. Toto rozdéleni

probihalo pomoci Expectation-Maximization (EM) algoritmu (Excoffier & Slatkin, 1995).
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Protoze u 35 sekvenci (tfi sekvence z populace Maurd, 21 Soninkt a 11 Fulba) vysly
dvé rozdilné dvojice moznych haplotypt, bylo provedeno kontrolni fazovéani v programu
DnaSP (Rozas et al., 2017), ktery pouziva fazovani v programu PHASE verze 2.1. (Stephens
& Scheet, 2005; Stephens et al., 2001). Pro toto fazovani byla pouzita plvodni sada
diploidnich sekvenci, ze kterych byly opét pomoci programu Fabox (Villesen, 2007)
extrahovany pouze mutované pozice. Nasledné¢ byla data zobou programil vzijemné
porovnana. Haplotypy zfazované v DnaSP odpovidaly haplotypovym dvojicim s vys$si
frekvenci z Arlequinu a pro dalsi analyzy byly proto pouzity prave tyto.

EM algoritmus odhaduje haplotypové frekvence v populaci sco nejveétsi
pravdépodobnosti pomoci dvou opakujicich se krokii. V prvnim kroku jsou vypocitany
ocekavané genotypové frekvence za predpokladu Hardyho-Weinbergovy rovnovahy. Nasledné
jsou tyto relativni genotypové frekvence pouzity k odhadu haplotypovych frekvenci pomoci
metody pocitani gen (Excoffier & Slatkin, 1995). Fazovani v programu PHASE pouziva
k odvozeni haplotypi Bayesovu metodu =zalozenou na koalescenci. V prvnim kroku
je ndhodné prirazena gametickd faze ke kazdému z vzorkl. Poté nésleduje sled n€kolika
opakujicich se krokd. Nejprve je ndhodn¢ vybran jeden ze vzorki, u kterého jsou nésledné
odhadovény haplotypy za pfedpokladu, Ze vSechny ostatni haplotypy v daném vzorku jsou

rekonstruovany spravné (Stephens et al., 2001).

9.5.3 Vztahy mezi haplotypy

K reprezentaci fylogenetickych vztahli mezi haplotypy byla pouZzita metoda median joining
(Bandelt et al., 1999), pomoci které byla v programu Population Analysis with Reticulate
Trees (PopART) verze 1.7 (Leigh & Bryant, 2015) vytvorena fylogeneticka sit. V siti byla
pouzita rovnéz sekvence genu TAS2R38 od Simpanze ucenlivého Pan troglodytes, konkrétné
JQ272199.1 z databaze GenBank® (Clark et al., 2016). Z diivodu vétsiho mnoZstvi retikulaci
byla pro porovnani sestavena fylogeneticka sit’ iv programu Network verze 10.2, opét
zapouziti median joining (Bandelt et al., 1999). Vtomto programu je totiz mozZné
nastavit vahu rekurentnich mutaci. Nejprve byla u vSech mutaci ponechéna prednastavena
hodnota 10. Vramci mnou pozorovanych mutaci se Cast€ji  vyskytovaly mutace

na nukleotidovych pozicich 145, 785 a 886, a proto u nich byly vahy nésledné snizeny
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na 5 apoté i na 1. VSechny vzniklé fylogenetické sité¢ se nicmén¢ shodovaly s tou vytvorenou

v programu PopART a dale je tedy uvadéna pouze ona.

9.5.4 Korelace genotyp/fenotyp

Korelace genotypu a fenotypu byla provedena pomoci Kruskal-Wallisova testu (Kruskal
& Wallis, 1952), znamého také jako jednofaktorovd neparametricka analyza rozptylu, ktery
byl za stejnym ucelem pouzit i ve studii Campbella et al. (2012). Tento test byl realizovan
v programu R Commander verze 2.7-2 (Fox, 2005). V ramci néj jsou testovany dvé hypotézy.
Nulové hypotéza tika, Zze mediany vSech skupin jsou stejné, alternativni hypotéza naopak
uvadi, ze alesponi jeden median nékteré skupiny se 1isi od mediant dalSich skupin. Alternativni
hypotézu piijimame v pfipadé, ze p-hodnota (p) tohoto testu je niz$i nez statisticka
vyznamnost 5 % (Kruskal & Wallis, 1952). Test byl proveden celkem dvakrat.

V obou ptipadech byly k utvofeni skupin pouzity genotypy. Jako testovand proménna
byla u prvniho testu vlozena skore citlivosti k PTC na skdle od 0 (zadna citlivost k PTC)
do 2 (vysoka citlivost k PTC) a ve druhém ptipadé skore citlivosti k PTC upravena k véku
a pohlavi na zaklad¢ vzorce: n + [(a — arm)/20] — 0,146673z:eny, kde n znaci skore PTC, a vek
daného jedince a ay primérny vek jedincl ve zkoumaném souboru. Obdobna rovnice byla
za stejnym ucelem pouzita 1 ve studii Campbella et al. (2012). Hodnota 0,146673 byla u Zen
odecitana, jelikoz v mnou zkoumaném souboru byly Zeny v priméru o tuto hladinu citlivejsi
k PTC nez muzi. Stdle je moZné, Ze jsou v mém souboru zastoupeny pouze Zeny, které jsou
k PTC citlivéjsi, nez jiné Zeny zijici v Mauritanii, ptipadné ve svété. Jelikoz ale neexistuje
zadna studie, kterda by pouZivala stejnou metodu testovani citlivosti k PTC jako mé préce,
nelze overtit, zda je tato odecitana hodnota platna 1 v obecném méfitku. Tento vypocet je tedy
pouzit za predpokladu, Ze je v mé praci zkouman ndhodny soubor Zen a muzi, u kterych

k tomuto zkresleni dat nedochazi.

9.5.5 Intrapopulacni a interpopulacni analyzy

Intrapopulaéni analyzy byly provedeny v programu Arlequin (Excoffier & Lischer, 2010).

Zahrnovaly zjiSténi jak standardnich genetickych indext, jako je genova diverzita (/) (Nei,
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1987), pocet polymorfnich mist a pocet haplotypti, tak 1 molekularnich genetickych indexii
jako je nukleotidova diverzita () (Nei, 1987; Tajima, 1983) a primérny pocet parovych
rozdild (D;) (Tajima, 1983, 1993). V tomto programu byly na interpopulacni urovni
hodnoceny také genetické vzdalenosti populaci. K jejich odhadu byla pouzita Reynoldsova
matice genetickych vzdalenosti (Reynolds et al.,, 1983) za piredpokladu Kimurova
modelu dvou parametrt (Kimura, 1980) sgama korekci 0,4, stejn¢ jako ve studii
Kulichové et al. (2022). Tato matice zakladd vypocet vzdalenosti na fixaénim indexu (Fsr),
jenz je zalozen na parovych rozdilech. Fsrindex méfi rozptyl alelovych frekvenci

v subpopulacich a udava zaroven jejich genetickou strukturu (Weir & Cockerham, 1984).

9.5.6 Testy selekcni neutrality

V programu Arlequin (Excoffier & Lischer, 2010) byla zaroveii testovana i selekéni neutralita
pomoci statistik Tajimovo D (D) (Tajima, 1989) a Fuovo Fs (Fs) (Fu, 1997)
a Ewens-Wattersonova testu homozygozity (F) (Watterson, 1978). Pro posledni jmenovanou
statistiku byly pouzity pouze nesynonymni mutace.

V programu DnaSP (Rozas et al., 2017) byl proveden dalsi z testii selek¢éni neutrality —
Fayovo a Wuovo H (H) (Fay & Wu, 2000). Pro tuto analyzu bylo nutné pfidat do souboru jako
outgroup sekvenci genu TAS2R38. Pouzita byla opét sekvence JQ272199.1 od Pan troglodytes
z databaze GenBank® (Clark et al., 2016).

Patym testem selek¢éni neutrality byl Maximum Frequency of Derived Mutations
(MFDM) (L1, 2011) provadény v piikazovém fadku, ktery byl pouzit napiiklad i ve studii
Risso et al. (2016) nebo Kulichova et al. (2022). Pro tuto analyzu byla jako outgroup pouZzita
opét vySe uvedena sekvence genu TAS2R38 Pan troglodytes. Spolu s ni byly ale do souboru
dat pfidany jako tzv. detektory migranti (migrant detectors) i dalsi lidské sekvence genu
TAS2R38 od mimoafrickych populaci. Konkrétné bylo pouZito deset sekvenci (ptiloha €. 7)
z databaze Ensembl release 105 (Howe et al.,, 2021). Analyza byla provadéna ctyfikrat,
pokazd¢ s jinou pétici detektort.

Tajimovo D testuje distribuci frekvence alel v populaci. Tato statistika je zalozena
narozdilu mezi primérmym poctem nukleotidovych rozdili mezi sekvencemi a poctem

segregovanych pozic ve vzorku (Tajima, 1989). Na podobném principu pracuje 1 Fuiv Fs test,
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ktery ale vyuziva vztahu mezi primérmym poctem nukleotidovych rozdilti mezi sekvencemi
a poctem alel (Fu, 1997). Ewens-Wattersontv test homozygozity je zalozen na predpokladu,
ze na zakladé pusobeni rovnovahy mezi mutaci a driftem dochézi ke zvySeni poctu alel
s nizkou frekvenci a ke snizeni poctu alel s vysokou frekvenci. Tento test porovnava soucet
¢tvercu frekvenci alel urcitého lokusu (pozorovanou homozygozitu) s poctem alel a velikosti
souboru jedincii (ocekdvanou homozygozitu) (Watterson, 1978, 1986). VSechny tyto tfi testy
zaroven uvazuji nerekombinantni DNA sekvenci, ktera se vyviji podle modelu infinite-sites
a predpokladaji tedy, ze kazda nova mutace se vyskytne na misté, které predtim nebylo v dané
populaci mutované, a zaroven produkuje novou alelu, kterd predtim v dané populaci
neexistovala (Fu, 1996; Tajima, 1989; Watterson, 1978).

Pozitivni hodnoty Tajimova a Ewens-Wattersonova testu lze pozorovat pii balancujici
selekci, negativni hodnoty naopak pfi selekci direkcionalni. Kladné D hodnoty znaci ptebytek
variant se stiedni frekvenci, zaporné hodnoty naopak piebytek variant s nizkou frekvenci.
V ramci F statistiky odpovidaji kladné hodnoty vysSimu zastoupeni heterozygoti a vysS$im
hodnotdm ocekavané homozygozity, zaporné¢ hodnoty naopak vysSSimu zastoupeni
homozygotl a vy$§im hodnotdm pozorované homozygozity. Zarovei jsou ale tyto testy citlivé
k demografickym zménam, i pokud neptisobi selekce. Kladné hodnoty tedy mohou indikovat
kromé& balancujici selekce napft. 1 pisobeni efektu hrdla 1dhve, ¢i snizeni efektivni velikosti
populace. Zaporné¢ hodnoty mohou kromé direkcionédlni selekce naopak znacit 1 populacni
expanzi ¢i geneticky draft (Tajima, 1989; Watterson, 1986; Weedall & Conway, 2010).
U Fuova Fs testu nulovou hypotézu zamitdme pouze za negativnich hodnot, které znaci
prebytek vzacnych variant. Zaporné hodnoty v tomto piipadé¢ opét indikuji direkcionalni
selekci ¢1 populacni expanzi (Fu, 1997).

Fayiv and Wuiv H test se pouziva k méfeni pfebytku variant s vysokou frekvenci
oproti variantdm se stfedni frekvenci. Pozitivni hodnoty H znali pfebytek variant se stfedni
frekvenci, ktery miizeme vysvétlit pozitivni ¢i balancujici selekci, zménou efektivni velikosti
populace, délenim ¢i misenim populaci nebo selekci na pozadi. Negativni hodnoty nam
naopak podavaji informaci o pfebytku variant s vysokou frekvenci, kterym se projevuje
pozitivni selekce, geneticky draft ¢i specifické demografické procesy (Fay & Wu, 2000;

Li, 2011). Jako ptiklad miiZzeme uvést situaci, kdy se mezi ndmi studovanymi populacemi
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vyskytuje mnoho fixnich rozdili a zaroven je v celém souboru pouze malé mnozstvi migrantt.
V takovém piipadé lze ocekavat, ze prevdzné mnozstvi variant bude zastoupeno bud’
ve vysokych nebo v nizkych frekvencich (Fay & Wu, 2000).

Posledni z uvedenych testti selekcni neutrality, MFDM, se pouziva k detekci nedavné
pozitivni selekce. Na tento test, jako na jediny z mnou pouzivanych, nema vliv zména
efektivni velikosti populace ani jiné demografické udalosti, jako je napfiklad vys$$i mira
populaéni struktury ¢i miseni populaci. Tento test vypovida o ptisobeni pozitivni ¢i balancujici
selekce a zaroven dokaze detekovat i nedavny geneticky draft (Li, 2011).

Hodnoty testti D, H a F byly povazovany za signifikantni na hladiné 2,5 %, tedy pokud
byla jejich p nizsi nez 0,025 nebo vyssi nez 0,975, jelikoz jde o bilateralni testy selekéni
neutrality (Fay & Wu, 2000; Tajima, 1989; Watterson, 1986). Fuiiv Fs test a MFDM analyza
jsou naopak testy unilateralni a testuji se na hladin€ vyznamnosti 5 %, statisticky signifikantni
hodnoty jsou tedy znaceny p-hodnotou nizsi nez 0,05 (Li, 2011). Pro hodnotu Fs plati obecné
také hladina 5 %, ale autor doporucCuje pfisn€jsi konfidencni interval (96 %), ktery

interpretujeme jako p nizsi nez 0,02 (Fu, 1997).

9.5.7 Definice ancestralnich a odvozenych alel

V dal$im kroku byly v programu BioEdit Sequence Alignment Editor verze 7.2.5 (Hall, 1999)
porovnany lidské sekvence se sekvencemi lidoopt. Cilem této analyzy bylo zjistit, zda jsou
nami zkoumané alely ancestralni a staly se tedy v urCitém okamziku v minulosti vyhodou,
¢izda se jednd o novéjsi odvozené alely. Konkrétné¢ byly pouZity sekvence z databdze
GenBank® a sice: JQ272202.1 od orangutana sumaterského Pongo abelii, JQ272203.1
a AY566404.1 od orangutana bornejského Pongo pygmaeus, JQ272201.1 a AY566403.1
od gorily nizinné Gorilla gorilla, JQ272203.1 a AY566404.1 od Simpanze bonobo Pan
paniscus a také NM_001009139.1, JQ272199.1 a AY566402.1 od Simpanze ucenlivého Pan
troglodytes (Clark et al., 2016).
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10 Vysledky

10.1 Varianty a haplotypy genu 74AS2R38

V souboru bylo pozorovano celkem deset polymorfnich pozic — dvé synonymni a osm
nesynonymnich mutaci (tabulka ¢. 5) — podminujicich 16 haplotypt (viz déle). U vSech tii
populaci se spole¢né vyskytovaly pouze mutace na AK pozicich 49,262 a 296, respektive
nukleotidovych pozicich 145, 785 a 886, které podminuji majoritni haplotypy PAV a AVIL.
U Fulbt se objevila navic synonymni mutace na pozici 738, u Maurt tfi nesynonymni mutace
a u Soninkl dvé synonymni a tfi nesynonymni mutace. V ramci nesynonymnich mutaci byla
identifikovana jedna v databazi Ensembl (Howe et al., 2021) dosud nezaznamenand mutace
G417T, kterou semi podafilo detekovat ujednoho homozygotniho Maura. Na stejné
nukleotidové pozici byla diive u populace z Bangladése pozorovana ve frekvenci 0,01 mutace
rs549418338 zplsobujici zaménu G za C (Fairley et al., 2020), kterd se ale umnou

zkoumanych populaci nevyskytuje.

Tabulka 5. Frekvence alel genu 74S2R38 u populaci Mauritanie

Synonymni | rs identifikator MOO SNK FMA
C738T rs140262989 - 0,010 0,011
G93A rs148448145 - 0,010 -
Nesynonymni | rs identifikator MOO SNK FMA
C145G rs713598 0,598 0,582 0,489
G191A rs115966953 - 0,010 -
A239G rs150209521 0,011 - -
T403G rs139843932 - 0,051 -
G417T - 0,022 - -
C785T 151726866 0,446 0,378 0,359
C820T rs114288846 0,011 0,020 -
G886A rs10246939 0,500 0,602 0,500
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Obr. 3. Haplotypova sit’ znazoriujici 16 haplotypt spolu s jejich pomérmym zastoupenim
u zkoumanych populaci Mauritanie a zafazenim do skupin haplotypt podminénych zménami
na nukleotidovych pozicich 145, 785 a 886 (haplotypy jsou v siti reprezentovany kruhy,
jejichz velikost odpovida frekvenci daného haplotypu ve zkoumaném souboru;
tucné = nesynonymni mutace, kurziva = synonymni mutace)
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Deset zjisténych variabilnich pozic podminuje celkem 16 haplotypt, jejichz sekvence
jsou uvedeny v ptiloze ¢. 8. Haplotypova sit’ ilustrujici fylogenetické vztahy téchto haplotypt
a rovnéz jejich zastoupeni u mauritdnskych populaci je znazornéna na obrazku ¢. 3. Konkrétni
hodnoty zastoupeni a frekvence téchto haplotypt u jednotlivych populaci ukazuje piiloha €. 9.

Miuzeme si vSimnout, ze u vSech populaci jsou ve vysoké mife zastoupeny haplotypy
HO1, HO2 (celkem u 117 a 104 jedincti respektive) a HO3 (u 30 jedinct). Co se tyce rozlozeni
téchto haplotypi u jednotlivych populaci, nenajdeme zde urcité rozdily. Haplotyp HO1
muzeme u Maurt i Sonink pozorovat ve frekvencich kolem 0,38. U Fulbu je zastoupeni
vyss$i, dosahuje frekvence 0,49. U haplotypu HO02 vidime naopak trochu vyssi frekvence
u populace Maurti (0,41), zatimco u Soninki a Fulbl je tento haplotyp zastoupen
ve frekvencich kolem 0,35. Opacné je tomu u HO3, kde pozorujeme vyssi frekvence u Soninkt
a Fulbt (kolem 0,12) a nizs§i u Maurt (0,08).

Haplotypy H04 a HOS se vyskytuji u sedmi a tfi jedinch z populace Maurt a Soninkd,
HO06 a HO7 naopak u ¢tyt a dvou jedincti z populace Soninkli a Fulbd. U populace Maurt
se k tomu mizeme setkat jesté s haplotypy HOS8 (tfi jedinci), HO9 (dva jedinci) a H10 (jeden
jedinec), u Soninkd s HI1 (Ctyfi jedinci) a H12 az H15, ktery se kazdy vyskytuje pouze
u jednoho jedince a u Fulbii s haplotypem H16 (jeden jedinec). V populaci Mauri se vyskytuje
celkem osm haplotypti, u Soninkti 12 a u Fulbl pouze Sest.

Co se tyce fylogenetickych vztahi mezi haplotypy, mizeme konstatovat, ze lidé
se od Simpanze ucenlivého Pan troglodytes odliSuji v genu TAS2R38 na minimaln& Sesti
jelikoz pravé od n¢j jsou odvozeny vSechny zbyvajici lidské haplotypy. OdliSnostem ¢loveka
a Simpanze, stejn¢ jako ancestralnim haplotypim vénuji kapitolu 10.5. Pro vznik haplotypu
HO02 (AVI) podminujiciho nechutnacstvi muselo dojit vzdy ke tfem mutacim (145, 785 a 886)
a tedy ke vzniku dalSich haplotypti (H04 a HO3, H16 a HO8, HO6 a H13).

Pokud se v ramci téchto osmi haplotypti zamétime pouze na tii hlavni polymorfni
pozice v genu TAS2R38 (145, 785 a 886), mizeme tyto haplotypy oznacit i ndzvy jako
je naptiklad PAV, AVI, AAI atd. K témto haplotypiim jsou do skupin zndzornénych v siti
fazeny 1 tzv. subhaplotypy (HO05, HO7, HO9 az H12, H14 a HIS5), které jsou podminéné

zménou na nekteré z dalSich polymorfnich pozic. Kazda tato zména podminuje jeden ¢i dva
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z téchto subhaplotypti. Nejvice pocetnou skupinou jsou haplotypy fadici se pod AAIL Zde
k centralnimu haplotypu (HO03) nalezi dalsi ¢tyii subhaplotypy. Dva znich (HO7 a H12)
se od HO3 odlisuji pouze synonymnimi mutacemi. Haplotypi podminénych nesynonymnimi
mutacemi bylo tedy pozorovano celkem 14. Dalsi skupiny (PAV, AVI, AAV) jsou tvoiené
dvéma az tfemi haplotypy a vyskytly se i1 takové, které jsou zastoupené pouze jednim
haplotypem a zadny dal$i subhaplotyp se v nich nevyskytuje (PAL, AVV, PVV, PVI).

Jak uz bylo zminéno vySe, mutace na pozicich 145, 785 a 886 podminuji celkem
osm haplotypii. Mezi n¢ patii jak majoritni haplotypy PAV a AVI, které jsou zodpovédné
za citlivost k PTC, tak i mnoho dalSich minoritnich haplotypti. Pomérné zastoupeni vsech
téchto haplotypli u populaci Mauritanie je zndzornéno na obrazku ¢. 4.

Vidime, ze u vSech populaci se vyskytuji ve vysoké mite haplotypy PAV, AVI a AAI,
obdobné jako haplotypy HO1, HO2 a HO3 zminéné vyse, jelikoz pravé ty odpovidaji témto
haplotyplim a nenajdeme v nich mutaci na Zadné jiné pozici. Haplotyp PAV najdeme celkem
u 119 jedinct napti¢ populacemi, AVI u 106 a AAI u 40 jedinct. Rozlozeni téchto haplotypt
je mezi populacemi opét rovnomérné. PAV pozorujeme u Maurli, Soninki a Fulbt
ve frekvencich 0,40, 0,38 a 0,49. Haplotyp AVI se vyskytuje ve frekvencich 0,35 (u Fulbi)
az 0,41 (u Maurti). Haplotyp AAI ma nejvétsi rozmezi. U Maurit pozorujeme frekvenci
pouhych 0,09, u Fulbt 0,14 a u Soninki dokonce 0,19. Haplotypy AAV a PAI jsou kazdy
zastoupeny u dvou populaci celkem u osmi a Ctyt jedincli. Zbylé haplotypy se vyskytuji pouze
v ojedinélych ptipadech u jedné z hodnocenych populaci. Haplotyp AAV najdeme konkrétné
u tfech heterozygotnich jedinci z populace Maurt, PVI u jednoho ze Soninkii a PVV
u jednoho jedince z populace Fulbu.

V ramci celého souboru je tedy pies 42 % haplotypl tvofeno haplotypem PAV,
nasledovaného haplotypem AVI s témét 38 % (viz tabulka €. 6). Zarovenl se u zkoumanych
mauritanskych populaci vyskytuje ve vyssi mife také haplotyp AAI (cca 14 %) a zanedbatelny
neni ani prispévek haplotypu AAV s téméf 3 %. Podobny podil na vSech haplotypech maji
spolecné 1 zbylé Ctyfi haplotypy. Zavérem tedy mizeme shrnout, Ze se ve zkoumaném souboru
vyskytly vSechny mozné kombinace haplotypli podminénych mutacemi na téchto tfech

pozicich.
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Obr. 4. Graf znazoriiujici pomérné zastoupeni haplotypt

na AK pozicich 49, 262 a 296 u populaci Mauritanie

Tabulka 6. Primérna frekvence haplotypt na AK pozicich 49, 262 a 296 u populaci Mauritanie

PAV AVI AAI AAV PVI PAI AVV PVV
42,20% | 37,59 % | 14,18% | 2,84% | 0,35% | 1,42% | 1,06 % | 0,35 %

10.2 Korelace genotyp/fenotyp

Citlivost k PTC byla méfena na Skéle od 0 (zadna citlivost k PTC) do 2 (vysoka citlivost
k PTC). Asociaci citlivosti k PTC s konkrétnimi genotypy miiZzeme spolu s jeji frekvenci
ve zkoumaném souboru vidét na obrazku ¢. 5. Pozorovano bylo celkem 14 riznych genotypti.
Nejcastéjsimi genotypy, které se vyskytly kazdy u vice nez 20 jedincid, jsou PAV/AVI,
PAV/PAV a AVI/AVI. Ztéchto tii genotypli dosdhl nejvyssi primérné hodnoty citlivosti
k PTC genotyp PAV/PAV (1,34). Nejnizsi primérnou hodnotu naopak pfipisujeme genotypu
AVI/AVI (0,08). Genotyp PAV/AVI ma primérnou hodnotu citlivosti k PTC 1,18.
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Obr. 5. Graf znazoriujici citlivost jednotlivych genotypd k PTC a jejich frekvenci ve zkoumaném
souboru (velikost kruhli odpovida frekvenci daného genotypu ve zkoumaném souboru; ¢erné tisecky
znazoriuji primérné hodnoty citlivosti jednotlivych genotypti k PTC, na ose Y 2 = vysoka citlivost,

1 = stfedni citlivost, 0 = zadna citlivost (nechutnacstvi))

Dalsimi pomérné Casto zastoupenymi genotypy jsou PAV/AAI a AVI/AAI které
se vyskytly u 18 a 15 jedinct. Prvni z téchto genotypi ma pramérnou citlivost 1,5, druhy
pouze 0,33. Homozygotni genotyp AAI/AAI zjistény pouze u dvou jedincli, zodpovida
za nulovou citlivost k PTC. U péti jedinct byl zaznamenan genotyp AVI/AAV, k némuz
nalezi praimérna citlivost o hodnoté 1,8. Genotyp AVI/PAI byl nalezen u tii jedincti, u nichz
byla ukazdého zaznamenana jind citlivost k PTC. Primérnd hodnota citlivosti pro tento
genotyp je tedy 1. Zbylé genotypy byly ve zkoumaném souboru zastoupené pouze u jednoho
¢i dvou jedinci, u kterych navic nebyly zjiStény ani shodné hladiny citlivosti k PTC. Nejvyssi
prumérnou hodnotu citlivosti z nich vykazal genotyp PAV/PVV (2), nasledovan genotypem
PAV/AVV s primérem 1,5. Nasleduji genotypy AAI/AAV a AAI/PAI s primérnou citlivosti
1 a genotypy PAV/PVIa AAV/AVYV, které odpovidaly nulové citlivosti k PTC.

Korelace genotypu a fenotypu byla testovdna pomoci Kruskal-Wallisova testu.

V tomto testu byly ke kazdému ze 14 genotypti pfifazeny mediany citlivosti k PTC. U vétSiny
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z téchto genotypli se mediany shodovaly s primérnymi hodnotami citlivosti naznac¢enymi
na obrazku €. 5. Vyskytlo se ale i n€kolik genotypl s rozdilnymi hodnotami. Genotypim
PAV/PAV, PAV/AAI a AVI/AAV odpovidd median 2, genotypim AVI/AVI a AVI/AAI
naopak median 0. Heterozygoti PAV/AVI maji median 1. Soucasn¢ byla u tohoto testu
pozorovana vysoce signifikantni asociace (p < 0,001) mezi citlivosti k PTC (testovanou
proménnou) a genotypem, ktery byl pouzit k utvofeni skupin, a to i v pfipadé dat upravenych
k v€ku a pohlavi. Je tedy zfejmé, Ze vek ani pohlavi v mém souboru nijak neovliviiuji citlivost
k PTC. Muzeme tak pfijmout alternativni hypotézu, ktera iika, ze u tfech zkoumanych

africkych populaci jsou genotypy genu 74S2R38 silnym prediktorem chutnacstvi PTC.

10.3 Intrapopulacni a interpopulacni analyzy

Vysledky intrapopulacni analyzy jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. V rdmci genové diverzity
Stejnou tendenci miizeme pozorovat i u nukleotidové diverzity a primérného poctu parovych
rozdilt. Nukleotidova diverzita dosahuje u vSech populaci velice podobnych hodnot, nejvyssi
opét u Soninkd (0,001647) a nejniz§i u Fulba (0,001495). Vysledky Di poukazuji
na to, ze nejvice diverzifikovani jsou Soninkové, jak naznacuje 1 vyssi pocet haplotypi v této
populaci. Naopak niz$i diverzitu muzeme konstatovat u populace Fulbli, u nichz jsem
detekovala pouze Sest haplotyptli. V souladu s timto zjisténim jsou i1 poCty polymorfnich mist

u jednotlivych populaci zminéné vyse.

Tabulka 7. Diverzita genu TAS2R38

Populace n k h +sd mxsd Dii
MOO 92 8 0,6816+0,0302 | 0,001574 £0,001048 | 1,5776 +0,9480
SNK 98 12 0,7280 +0,0285 | 0,001647 +£0,001084 | 1,6501 +0,9804
FMA 92 6 0,6292 +£0,0294 | 0,001495 +£0,001008 | 1,4976 +0,9116

(n = pocet jedinct v populaci, k = pocet haplotypti, h = genova diverzita, 1 = nukleotidova diverzita,

D;; = prumérny pocet parovych rozdiltl)
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V ramci interpopulacni analyzy byla v genu 7AS2R38 u mauritanskych populaci
zjisténa genetickd diferenciace pomoci Fsranalyzy. Vyslednd Reynoldsova matice
s hodnotami Fsr je zobrazena v tabulce ¢. 8. Hodnoty se pohybuji vrozmezi 0 az 1, kde
0 zna¢i nediferencovanost vzori a 1 naopak naprostou diferencovanost. Mezi zadnymi
populacemi nedosahly hodnoty statistické signifikance, jelikoZ zadna z p-hodnot nebyla nizsi
nez hladina vyznamnosti 5 %. Mauritanské populace se tedy mezi sebou v genu TAS2R38

nelisi.

Tabulka 8. Hodnoty Fisra jejich statisticka vyznamnost

FMA MOO SNK
FMA 0 0,27938 £0,0047 | 0,23037 + 0,0047
MOO 0,00224 0 0,29185 £ 0,0048
SNK 0,00379 0,00119 0

(hodnoty Fsrjsou zobrazeny pod diagonalou, p-hodnoty

statistické vyznamnosti naopak nad diagonalou)

10.4 Testy selek¢ni neutrality

Vysledky testli selekéni neutrality jsou znazornény v tabulce €. 9. Hodnoty Tajimovy
D statistiky byly u vSech populaci kladné, coz znaci pfebytek variant se stfedni frekvenci
a indikuje tedy ptsobeni balancujici selekce, efektu hrdla ldhve, ¢i sniZzeni efektivni velikosti
populace. Nejvyssi hodnotu mizeme pozorovat u populace Fulbi (1,825), ale ani zde nebylo
dosaZzeno statistické vyznamnosti. Citlivéjsi Fuova Fs statistika ukazala kladnou hodnotu
u Fulbll azaporné hodnoty u Maurti a Soninkid, které naznacuji direkcionalni selekci
zadna z hodnot statisticky signifikantni. Stejné¢ tomu bylo 1 u Fayovy and Wuovy statistiky,
vramci které dosahly hodnoty u populace MaurG a Soninkii opét zapornych hodnot
indikujicich pozitivni selekci ¢i geneticky draft a u Fulbl naopak kladnych (0,248), které

podavaji informaci o pfebytku variant se sttedni frekvenci. Nejniz§i hodnotu mizeme znovu
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vidét u Soninkad (-0,061). Ani MFDM test neposkytl statisticky signifikantni vysledky.
U Maurti a Soninkid nabyvalo p hodnot kolem 0,8, u populace Fulb dosahlo hodnoty 1,000.
Ewens-Wattersonova F statistika ukazala u populace Soninkd zdporné hodnoty (-0,016) a tedy
vys$i zastoupeni homozygoti, a naopak kladné hodnoty a vice heterozygotii v populacich

Maurt a Fulbtl. Zadna z téchto hodnot opét statistické vyznamnosti nedoséhla.

Tabulka 9. Testy selek¢ni neutrality genu TAS2R38

Populace D p (D) Fs p (Fs) H pH) | p(MFDM) AF p (F)

MOO 0,773 | 0,780 | -0,458 | 0,489 | -0,054 | 0,289 0,813 0,007 | 0,570

SNK 0,155 | 0,626 | -3,212 | 0,094 | -0,061 | 0,299 0,804 -0,016 | 0,670

FMA 1,825 | 0,960 | 0,866 | 0,689 | 0,248 | 0,398 1,000 0,101 | 0,329

(D = Tajimova D statistika, p (D) = statistickd vyznamnost Tajimovy D statistiky, Fs = Fuova Fs
statistika, p (Fs) = statistickd vyznamnost Fuovy Fs statistiky, H = Fayova a Wuova H statistika,
p (H) = statisticka vyznamnost Fayovy a Wuovy H statistiky, p (MFDM) = statisticka vyznamnost
Liova testu Maximum Frequency of Derived Mutations, AF = rozdil mezi o¢ekavanou a pozorovanou
hodnotou Ewens-Wattersonova F statistiky nesynonymnich mutaci, p (EW) = statisticka

vyznamnost Ewens-Wattersonovy AF statistiky)

10.5 Definice ancestralnich a odvozenych alel

Ve zkoumanych sekvencich lidi a lidoopti miizeme pozorovat rozdily na mnoha pozicich.
Nejvice se jich vyskytlo mezi sekvencemi orangutanii a vSemi ostatnimi zkoumanymi
sekvencemi. Celkem se gorily, Simpanzi a lidé liSi v genu TAS2R38 od orangutant
na jedendcti nukleotidovych pozicich (konkrétné 22, 25, 106, 129, 300, 517, 519, 798, 823,
865 a 908). Na pozici 865 se nukleotid C vyskytoval pouze u orangutana sumaterského Pongo
abelii. N&kolik odli$nosti bylo moZzné pozorovat také u goril a Simpanzii. Gorily se od vSech
ostatnich li§i na dvou pozicich (692 a 995), zatimco Simpanzi na péti (23, 78, 287, 732 a §822).
Dvé z téchto péti pozic (78 a 287) jsou unikatni pouze pro Simpanze bonobo Pan paniscus.
Podle mutace na nukleotidové pozici 885 mizeme odlisit orangutana a Pan paniscus
(nukleotid T) od gorily a ¢lovéka (nukleotid C) a dle pozice 927 rozliSime orangutana a gorilu
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(nukleotid A) od Simpanze a ¢loveéka (nukleotid G). VSechny tfi druhy lidoopti mtizeme odlisit
od cloveéka na zdkladé tii pozic (570, 697 a 926). Mizeme tedy shrnout, ze ¢loveék nosici
ve svém genomu variantu genu TAS2R3S8, ktera je evolu¢né nejblizsi té Simpanzi, se lisi
od Simpanze ucenlivého Pan troglodytes, ktery je pouzivan jako outgroup v mnoha analyzach,
celkem na Sesti pozicich (23, 570, 697, 732, 822 a 926), jak uz bylo naznaceno v kapitole
10.1.1. Lid¢, kteti maji v tomto genu mutace na nékteré z dalSich pozic, se od Simpanze lisi
na vice nez Sesti pozicich.

Nejpodstatnéjsi casti této analyzy bylo porovnani genu TAS2R38 c¢loveka a lidoopt
na tfech hlavnich nukleotidovych pozicich podminujicich haplotypy PAV a AVI s cilem
definovat ancestralni a odvozené alely. Na pozici 145 se u vSech lidoopt vyskytuje nukleotid
C a je tedy ancestralni alelou. Spolu s nim najdeme u lidské populace i nukleotid G, ktery
je alelou odvozenou. Na pozici 785 je opét ancestralni alela C a spolu s ni najdeme v tomto
pfipad¢ ulidi odvozenou alelu T. Na posledni pozici 886 je ancestralni alelou G, ktera
se vyskytuje u vSech lidoopi. V lidské populaci k ni ndlezi odvozena alela A.

Pokud se na tato tfi polymorfni mista v genu TAS2R38 podivame jako na cely
haplotyp, mizeme fici, Ze ancestralnim haplotypem je PAV, ktery je podminén pravé poradim
nukleotidit CCG, coz odpovidé i haplotypové siti popsané v kapitole 10.1.1. Tento haplotyp

vvvvvv

pouze na Sesti pozicich, jak uz bylo zminéno vyse.
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11 Diskuze

Tato prace se zamétuje na polymorfni mista v genu TAS2R38, kterd podminuji senzitivitu
k PTC u tfi populaci Mauritanie (Fulbd, Maurti a Sonink), z nichZ prvni dvé mizeme oznacit
za pivodné pastevecké a posledni za zemédélskou, tedy za populace odliSného subsisten¢niho
zakladu. Cilem bylo stanovit, které alely genu 7TAS2R38 se v zépadni Africe poji
s chutna¢stvim a které s nechutnacstvim PTC a zjistit, zda u nékterych populaci ty ¢i ony

pfevazuji. Gen byl rovnéz testovan na pusobeni selekce.

11.1 Varianty a haplotypy genu TAS2R38

V ramci mnou zkoumaného souboru bylo v genu TAS2R38 pozorovano celkem deset variant
typu SNPs, z nichz dvé Ize oznacit za synonymni a osm za nesynonymni. Do dnesni doby bylo
nejvice polymorfnich mist pozorovano ve studii Campbella et al. (2012), ktefi zkoumali
611 jedincii 59 africkych populaci z Kamerunu, Keni a Tanzanie praktikujici rizné druhy
subsistence (lovci a sbéraci, pastevei a zeméedélei) a zdroven i1 srovnavaci soubor 132 jedinct
mimoafrickych populaci z Izraele, Péakistanu, Italie, gpanélska, Ciny, Japonska a Mexika.
Je tieba poznamenat, Ze kazda z populaci byla v souboru zastoupena pouze malym mnozstvim
jedinct (pramér n=11). V souboru, ktery jsem méla k dispozici j4, je naopak kazda jednotliva
populace zastoupena mnohem vyS§im poctem jedinci (v priméru 49). Podobného poctu
ptipadii dosahuje ve vySe uvedeném vyzkumu zroku 2012 pouze Cinska populace (n=62)
a populace Fulbti z Kamerunu (n=48).

Autofi vySe citované studie zjistili u africkych populaci v genu TAS2R38 celkem
21 SNPs (Campbell et al., 2012). Osm z nich se shoduje s mutacemi pozorovanymi v ramci
mého souboru mauritanskych populaci, ve kterém byly ale navic pozorovany 1 polymorfismy
na pozicich 417 a 738. Na pozici 417 byla u jednoho homozygotniho jedince zaznamenana
dosud neznamé nesynonymni mutace G417T. Mohlo by se tedy jednat o vzicnou mutaci, ale
je prekvapujici, Ze jsem ji detekovala v homozygotnim stavu. Naopak ve studii z roku 2012
byly v tomto genu rozpoznany jesté¢ SNPs na pozicich 17, 106, 362, 368, 416, 569, 649, 704,
802, 809, 822, 823 a 932 (Campbell et al., 2012), coz je bezesporu zplisobeno vétSim poctem

ptipadll a predev§im mnohem Sir§im geografickym zastoupenim zkoumanych populaci.
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Vsech deset polymorfnich pozic podmiiniuje v mém souboru celkem 16 haplotypt
na rozdil od vySe zminéné prace, ve které bylo pozorovano celkem 21 haplotypti podminénych
21 SNPs (Campbell et al., 2012). V této studii byl k rekonstrukci haplotypli pouZzit program
PHASE verze 2.1. (Stephens & Scheet, 2005; Stephens et al., 2001) a k vytvofeni haplotypové
sit¢ program Network verze 4.5 a metoda median joining (Bandelt et al., 1999). To odpovida
1 mé praci, ve které byly oba tyto programy pouzity ke kontrole haplotypti a haplotypové sité
z programil Arlequin verze 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010) a PopART verze 1.7 (Leigh
& Bryant, 2015) a data z nich se shodovala s vysledky z téchto programu.

Soucasné byly ve zkoumaném souboru studie z roku 2012 (pokud se zamétime pouze
na tfi hlavni polymorfni mista 145, 785 a 886 v tomto genu), zastoupeny pouze haplotypy
PAV, AVI, AAI a AAV a zéaroven subhaplotypy podminéné zménou na jakékoli jiné pozici,
které spadaji do skupin pod tyto haplotypy (Campbell et al., 2012). Celkem tedy tito autofi
pozorovali pét subhaplotypi PAV, Sest subhaplotypli AVI a Sest subhaplotypli AAIL mezi
které tadi iv literatufe zminované subhaplotypy ARARI a AHACI (Desai et al., 2011)
podminéné zménami na pozicich 239 a 820. V ramci mého souboru byly zjiStény nejen
haplotypy PAV, AVI, AAI a AAV, ale také zbyvajici kombinace AVV, PVV, PVI a PAI
vyskytujici se ve velmi malém poctu ptipadi. K tomu byly pozorovany i dva subhaplotypy
AVI, jeden subhaplotyp PAV, jeden subhaplotyp AAV a Ctyfi subhaplotypy AAI v ramci
nichz byl identifikovan pouze subhaplotyp AHACI, nikoli vSak ARARI.

PAV, AVI, AAL, AAV a PVI patii v literatufe mezi nej¢astéji zaznamenané haplotypy
(Bufe et al., 2005; Carrai et al., 2011; Kim et al., 2003; Risso et al., 2016). Zbylé tii byly
pozorovany pouze v nékolika malo studiich, znichz pouze jedna (Risso et al., 2016)
identifikovala vSech osm haplotypi stejné jako moje diplomova prace. V této studii bylo
zkoumano velké mnoZstvi populaci z Afriky, Asie, Evropy a jiZzni Ameriky a také n€kolik
populaci z Oceanie a severni Ameriky. Zadna z populaci Mauritanie, kterym se vénuji ve své
praci, v daném souboru zastoupena nebyla.

Vysledky mych analyz rovnéz ukazaly, Ze ancestralnim haplotypem je u ¢lovéka PAV
a vSechny zbyvajici haplotypy jsou odvozeny pravé od néj. Tento haplotyp je evolucné

vvvvvv

je v souladu se zjiSténim studie z roku 2006, ve které autofi uvadeji, Ze alely nechutnacstvi
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jsou jak u lidi, tak u Simpanzli nezavisle evolu¢n¢ odvozené z ancestralnich alel chutnacstvi
(Wooding et al., 2006).

U vsech tfi zkoumanych populaci Mauritanie se vyskytly pouze majoritni mutace
na pozicich 145, 785 a 886. Soucasn¢ ale nebyl u vSech tii populaci pozorovan vyskyt vSech
osmi haplotypi podminénych mutacemi na téchto pozicich. U Mauri, Soninkd a Fulba
se spolecn¢ objevily pouze haplotypy PAV, AVI a AAI, a to v zastoupeni ptiblizn¢ 42 %,
38 % a 14 %, coz je v souladu s jinym vyzkumem, ve kterém byl pozorovan vyskyt téchto tii
haplotypt v Africe v podobném zastoupeni (Risso et al., 2016). V mé praci byly na rozdil
od tohoto vyzkumu pozorovany u africkych populaci i haplotypy PAI a PVV. Pfitomnost
téchto dalSich minoritnich haplotypt a zejména zvysené zastoupeni haplotypu AAI podporuje
fakt, ze v Africe pozorujeme vétsi genovou a nukleotidovou diverzitu na rozdil od zbytku
svéta, kde jsou ve vysoké mife zastoupeny zejména haplotypy PAV a AVI (Risso et al., 2016).

V ramci mého souboru byla nejvice diverzifikovana populace Soninki, u které jsem
zaznamenala vyskyt osmi polymorfnich mist, 12 haplotypi a zarovenl i nejvyssi hodnoty
genové a nukleotidové diverzity véetné primérného poctu parovych rozdili. Nejnizsi hodnoty
téchto ukazatel genetické diverzity se naopak vyskytly u Fulbi, ktefi jsou se ctyimi
polymorfnimi misty a Sesti haplotypy nejméné diverzifikovani.

Pokud porovname tyto vysledky s pfedchozimi studiemi, mizeme konstatovat,
ze se hodnoty nukleotidové diverzity u Maurti shoduji s hodnotami u populaci Kamerunu
(0,00157), u Soninkl s populacemi Keni (0,00163) a u Fulbl s populacemi Tanzéanie
(0,00147). Zaroven bylo u téchto populaci pozorovano 15, 14 a Ctyfi polymorfni pozice,
respektive (Campbell et al.,, 2012), coz je také v souladu s vysledky mé prace. Naopak
hodnoty genové diverzity se od jinych africkych populaci mirn¢ li§i. U populaci z Keni,
Nigérie a Sierry Leone byly pozorovany hodnoty v rozmezi 0,78 + 0,02 az 0,81 + 0,01 (Risso
et al., 2016). Mauritanské populace zkoumané v mé praci naopak doséhly hodnoty v rozmezi
0,63 +£0,03 az 0,73 0,03, coz je zpusobeno pravdépodobné vétSim poctem piipadl
zastoupenych ve studii zroku 2016. Tato studie se zaméfovala na 193 jedinct z Keni,
170 ze Sierry Leone a na dvé populace z Nigérie citajici celkem 418 jedinct (Risso et al.,

2016).
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11.2 Fenotypové projevy genotypii a haplotypi

Ve mnou zkoumaném souboru mauritanskych populaci bylo pozorovano celkem 14 rGznych
genotypi. Primérné hodnoty a medidny citlivosti k PTC ukézaly, Ze v ramci tfi nejCastéji
zastoupenych genotypti se chutnacstvi vyskytuje u lidi s genotypem PAV/PAV, nechutnacstvi
ujedinci se sestavou AVI/AVI a stfedni citlivost k PTC u heterozygotniho genotypu
PAV/AVL

Pokud se zaméfime na haplotypy, je haplotypem chutnaéstvi PAV a naopak
s nechutnacstvim je spojen AVI, coz je de facto v souladu i s dfive publikovanymi studiemi
(Bufe et al., 2005; Campbell etal., 2012; Kim et al., 2003). Ukazuje to mimo
jiné i na to, Ze v ramci Casto zastoupenych genotypl je uvedena metoda zjiSténi fenotypu
chutnac¢stvi PTC pomoci testovacich papirkd od firmy Findel docela dobrym ukazatelem.

V ptedchozich studiich zabyvajicich se timto tématem byla ke zjiSténi fenotypu
pouzita modifikovana Harris-Kalmusova metoda rozpoznani prahové hodnoty (Harris
ktera se u kazdého dalSiho dvakrat zvySovala). Kazdy jedinec ochutnaval roztoky pocinaje tim
nejslabsim do té doby, nez byl schopny PTC detekovat. Nasledné bylo jedinci predloZeno Sest
salkt (tfi s vodou a tfi s PTC o dané koncentraci) a zadan tukol rozttidit je do dvou skupin
na zakladé chuti. Pokud vzorky t&€chto roztokl osoba rozttidit nedokazala, roztok byl vyménén
za ten s vyS$$i koncentraci a pokus opakovan. Za nechutnace byli nasledné povazovani jedinci
neschopni citit PTC pted roztokem s koncentraci nizs$i nez 267 pmol (Bufe et al., 2005; Kim
et al., 2003). Jind studie postupovala obdobnym zplisobem, jen s tim rozdilem, Ze bylo pouzito
celkem sedm natedénych roztoki PTC na skale od 13 do 1 (Campbell et al., 2012).

Z dalSich v mém souboru pomérné casto zastoupenych genotypl jsou se silnym
chutnacstvim k PTC asociovany pravdépodobné i genotypy PAV/AAI a AVI/AAV, naopak
s nechutnacstvim genotypy AVI/AAI a AAI/AAIL Studie zroku 2012 testujici celkem
463 jedinct z Keni a Kamerunu naopak pfifazuje vSem Ctyfem genotyptim stiedni citlivost
k PTC (Campbell et al., 2012), obdobné jako jina studie k homozygotnimu genotypu AAI/AAI
(Bufe et al., 2005). Tyto vysledky ukazuji, ze v Africe je diky vySSimu zastoupeni genotypil
a haplotypiu se stiedni citlivosti k PTC distribuce fenotypt hotké chuti unimodalni (Campbell
et al.,, 2012), s ¢imz jsou v rozporu vysledky mé prace, které zadny ztéchto genotypu
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se stfedni citlivosti nespojuji. Rozdilné vysledky mohou byt zplisobeny jinou metodou
zjiStovani fenotypu, ¢i menSim souborem zkoumanych jedinci v mé praci. Ruznorodé
vysledky byly rovnéz obdrzeny pro genotyp AVI/AAV, kterému je v n¢kterych studiich
pfifazovana také nulova (Carrai et al., 2011), ¢i velmi nizka citlivost k PTC (Kim et al., 2003).

Cast&jsi vyskyt genotypti obsahujicich haplotyp AAI je v souladu s vétsi genovou
a nukleotidovou diverzitou u africkych populaci (Risso et al., 2016), jak jiz bylo zminéno
vySe. Risso et al. (2016) zaroven uvadéji, ze nejcastéjsim genotypem obsahujicim haplotyp
AAI jev Africe PAV/AAI néasledovany genotypem AVI/AAI a homozygotni sestavou
AAI/AAI, kterd sevyskytuje pouze v subtropickych oblastech. Tato posloupnost
je posloupnost patrnd i v mé studii, jelikoz genotyp PAV/AAI byl pozorovéan u 18 jedinct,
AVI/AAlu 15 a AAI/AAI pouze u dvou jedinc.

Z genotypu zastoupenych v mém souboru pouze u nékolika malo jedincii by silnému
chutnacstvi mohly odpovidat i genotypy PAV/PVV a PAV/AVYV, stiedni citlivosti poté
genotypy AVI/PAL, AAI/AAV a AAI/PAI a nechutnacstvi PAV/PVI a AAV/AVV. Z téchto
je pfipisovano chutnacstvi (Carrai et al., 2011) a PAV/AVYV, ke kterému zatim nebyl pfifazen
zadny konkrétni fenotyp (Pemberton et al., 2008).

Carraiova et al. (2011) povazovali ve své studii chutnaéstvi za fenotypovy projev
vSech genotypt, které maji u jednoho haplotypu na pozici 49 prolin a u druhého alanin bez
ohledu na AK na dal§ich dvou pozicich (P--/A--). To by tedy v ramci mnou zkoumaného
souboru odpovidalo genotypu PAV/AVV a vySe zminénému PAV/AAIL ale naopak
nesouhlasilo s genotypy AVI/PAI a AAI/PAI a vySe zminénym PAV/AVI, které se poji
se sttedni citlivosti. Jelikoz je ale genotyp PAV/AVI povaZovan za genotyp se stfedni
citlivosti k PTC v mnoha studiich (Bufe et al., 2005; Campbell et al., 2012; Kim et al., 2003),
je mozné, Ze Carraiova et al. (2011) zahrnuli do skupiny chutnaéstvi vSechny genotypy, které
podminovaly citlivost k PTC alespont v malé mife, a nemusely se nutné pojit se silnym
chutnacstvim.

V genu TAS2R38 byly pozorovany i1 dalsi genotypy, jako je napiiklad PAV/AAV,
AAV/AAV a PVI/PVI, které jsou spojovany se stfedni citlivosti k PTC (Bufe et al., 2005;
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Campbell et al., 2012; Kim et al., 2003), ¢i AVI/PVV, ktery je fazen do skupiny chutnacstvi
(Carrai et al., 2011). Zadny z téchto genotypt se ale v mnou zkoumaném souboru neobjevil.

Korelace genotypu a fenotypu provedend v této diplomové praci na dosud
nezkoumanych populacich zapadni Afriky tedy potvrdila, Ze majoritnim genotypem
chutnacstvi je PAV/PAV, zatimco AVI/AVI se poji s nechutnacstvim a PAV/AVI se stiedni
citlivosti k PTC, respektive, ze majoritnim haplotypem chutnacstvi je PAV a majoritnim
haplotypem nechutnacstvi AVI.

Fenotypové projevy zbyvajicich genotypil je k ziskani jednoznac¢nych vysledkl nutné
ovefit vramci vétsiho souboru jedinct, jelikoz fada znich se neshoduje s vysledky
publikovanymi v jinych studiich a vétSina téchto genotypl byla pozorovana pouze u malého
poctu jedinct. Zaroven by ke zpfesnéni asociace genotypu a fenotypu u téchto jedincti pomohl
1 jiny zpisob determinace citlivosti k PTC, naptiklad pouZiti modifikované Harris-Kalmusovy
metody rozpoznani prahové hodnoty (Harris & Kalmus, 1951) a 8kély roztokt PTC o riznych
koncentracich, jako tomu bylo ve studiich uvedenych vyse (Bufe et al., 2005; Campbell et al.,
2012; Kim et al., 2003).

Tato metoda by pomohla i v upravovani dat citlivosti k PTC k v€ku a pohlavi.
Ptedchozi studie (Campbell et al., 2012) pouzivajici tuto metodu odecita u vSech Zen ve vzorci
hodnotu 0,73, jelikoz se udava, Ze pravé o tento stupen fedéni jsou pii pouziti této metody
zeny citlivéj$i k PTC nez muzi (Harris & Kalmus, 1951; Prodi et al., 2004). V m¢é studii
je pouzita jind metoda determinace citlivosti k PTC, a proto nemohla byt ve vzorci odecitana
tato hodnota. Misto toho byla odectena hodnota 0,146673, kterd udava primérnou hladinu,
o kterou jsou zeny citlivéj§i k PTC neZ muzi. Tuto hodnotu je ale nutné ovéfit dalSimi
vyzkumy za pouziti stejné metody determinace citlivosti k PTC, jelikoZ je mozné, Ze v ramci
mé prace nebyl zastoupen nahodny soubor jedinct a data by tedy mohla byt zkreslena. Pro
budouci vyzkumy by bylo vhodné sjednotit metodu determinace citlivosti k PTC a tim padem
1 rovnici pro upravu dat k véku a pohlavi, aby byla vSechna ziskana data jednotna. I pies to ale
vysledky Kruskal-Wallisova testu ukazuji, Ze genotypy genu TAS2R38 jsou u zkoumanych
africkych populaci velice dobrym prediktorem citlivosti k PTC, jak rovnéz vyplyva z vysledk
stejného testu v jiné studii (Campbell et al., 2012).
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11.3 Vliv typu subsistence na varianty genu 74AS2R38

Dalsi oblasti, na kterou se ma diplomova prace zamétuje, je vliv rtiznych subsistencnich
strategii na varianty genu 7AS2R38. Je znamo, ze receptory TAS2R38 tizce souvisi se stravou
a ze v Africe miizeme pozorovat rizné lokalni adaptace v reakci na typ stravy (Tishkoff et al.,
2007). Na zaklad¢ toho byla vyslovena hypotéza, ze by africké populace, které¢ uptednostiiuji
rozdilné typy subsistence, mohly mit v genomu zastoupeny razné frekvence genetickych
variant genu 7AS2R38 (Campbell et al., 2012).

Sami autofi této myslenky ale pozorovali v genu TAS2R38 u africkych populaci
praktikujicich rtizné typy subsistence (lovci-sbéraci, pastevci a zemédé€lci) velice podobné
haplotypové frekvence. Konkrétné u haplotypu PAV se jeho frekvence u populaci stfedni
a vychodni Afriky pohybovaly mezi 0,387 az 0,552 a mezi 0,413 az 0,667, respektive.
Haplotyp AVI dosahoval frekvenci kolem 0,2 az 0,3 jak na vychodé¢, tak i ve stfedni Africe.
Haplotyp AAI tam muUZeme naopak pozorovat ve frekvencich mezi 0,154 az 0,242
a ve vychodni Africe v rozmezi 0,053 az 0,221 (Campbell et al., 2012).

Ke stejnému zdvéru dospéla 1 ma prace. Porovnani haplotypl s vysokou frekvenci
(HO1, HO2 a HO3, respektive PAV, AVI a AAI) mezi mauritanskymi populacemi naznacilo,
ze jejich rozlozeni mezi pastevci (Maurové a Fulbové) a zemédé€lci (Soninkové)
jerovnomérné. Co se tyce =zastoupeni haplotypu HOI, u Soninkd ho pozorujeme
ve frekvencich cca 0,38, stejné jako u Maurt. Haplotypy H02 a HO3 maji naopak stejné
zastoupeni jak u Soninkd, tak u Fulbd (HO2 - 0,347 a 0,369, HO3 — 0,112 a 0,13).
Rovnomérné rozloZzeni potvrdila i mnou provedena Fsr analyza, kterd ukazala, Ze se tyto
populace v genu TAS2R38 nijak neli$i. Haplotypové variace v genu TAS2R38 tedy nijak
nesouvisi se stravou amiZeme tedy konstatovat, Ze pfijeti jedné z alternativnich
subsistencnich strategii nemélo narozloZeni alel ahaplotypli mezi populacemi nijak
vyznamny vliv.

Obdobn¢ frekvence variant genu TAS2R38 u mauritdnskych pastevcei a zemédélct
nejsou moc piekvapivé, jelikoz je zndmo, Ze tato oblast byla v neolitu obyvana agropastevci,
kteti si udrzovali SirSi subsisten¢ni portfolio. Tyto subsistence tedy nebyly nijak pevné
oddé€leny, a to zejména vlivem klimatu a prostfedi, které tamnim obyvatelim znemoznily
zam¢fit se pouze na jeden zpusob obzivy (Holl, 2009).
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11.4 Pisobeni prirodniho vybéru

Tato prace se rovnéz zamefuje na prirodni vybér a jeho ptisobeni na gen TAS2R38 u populaci
Mauritanie. Kladné hodnoty Tajimova D u mauritanskych populaci, které¢ naznacuji ptisobeni
balancujici selekce, jsou v souladu s vysledky jinych vyzkumt (Campbell et al., 2012;
Wooding et al., 2004). V téchto vyzkumech jsou ale D hodnoty povazovany za statisticky
signifikantni, na rozdil od mé prace a vyzkumu Rissa et al. (2016), kde nebylo statistické
vyznamnosti dosazeno ani u jedné z populaci.

Ve studii z roku 2004 dosahl gen TAS2R38 statisticky signifikantnich hodnot Tajimovy
D statistiky pouze za predpokladu populaéni expanze. Konkrétné bylo uvazovano
az tisicinasobné zvétSeni populace, které se odehralo v dobé pied 10 tisici az 200 tisici lety
(Wooding et al., 2004). Nasledna studie (Wang et al., 2004) naopak uvadi, Ze tento model
selekce je testovani za predpokladu konstantni velikosti populace, atozejména proto,
ze podrobnosti o lidské expanzi jsou stale nejasné.

I pfes to byl ale obdobny model pouzit i ve studii z roku 2012, kde bylo u africkych
1 mimoafrickych populaci dosaZzeno odchylky od neutrality pouze pii pouziti koalescencni
simulace (Hudson et al., 1992) za predpokladu mirného rlstu populaci; za neutrality
a konstantni velikosti populace ziistdvaly hodnoty testu statisticky nesignifikantni (Campbell
et al., 2012). U africkych populaci byly statisticky signifikantni hodnoty dosaZzeny v nékolika
ptfipadech. Jednim znich byl pfedpoklad dvacetinasobného zvétSeni populace z pivodni
efektivni velikosti 10 tisicti jedinct, které zapocalo pied cca 70 tisici lety a trvad dodnes. Dalsi
moznost byla podobnd, jedinym rozdilem byl piedpoklad CcEtyficetindsobného zvétSeni
populace. Posledni moznosti bylo plisobeni efektu hrdla ldhve, které zpusobilo pokles
populacni velikosti z 10 tisic na 3 tisice jedinch. Tento efekt mél vliv pfed 60 tisici lety a byl
nasledovan desetindsobnym zvétSenim populace trvajicim od doby pied 50 tisici lety dodnes.
U mimoafrickych populaci bylo odchylky od neutrality dosazeno opét modelem efektu hrdla
lahve, tentokrat nasledovaného Ctyficetinasobnym zvétSenim populace (Campbell et al., 2012).

V posledné uvedené studii byly zaroven D hodnoty africkych populaci o néco nizsi nez
u mimoafrickych populaci, coZ autofi ptipisuji pfebytku vzacnych nesynonymnich variant
u africkych populaci (Campbell et al., 2012). Obdobné jako v této studii, 1 v rdmci mnou
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zkoumanych mauritanskych populaci mizeme pozorovat zvySené zastoupeni variant s nizkou
frekvenci. U nejvice diverzifikované populace Soninki s osmi polymorfnimi pozicemi vidime
nejnizsi D hodnoty a zaroveil zadporné hodnoty Fis, naopak u nejméné diverzifikovanych Fulbt
dosahuje D podobnych hodnot (1,825) jako u mimoafrickych populaci (Campbell et al., 2012).

Vyssi hodnoty D by u mimoafrickych populaci mohly byt zptsobeny ztratou
haplotypovych variant kvili efektu zakladatele plisobiciho tésné pfed expanzi anatomicky
modernich lidi z Afriky (Campbell et al., 2012; Campbell & Tishkoff, 2010). Obdobné
hodnoty u Fulbt, stejn¢ jako kladné F hodnoty by mohly znamenat snizeni efektivni velikosti,
tentokrat ale ptsobenim efektu hrdla lahve 1 u této pastevecké populace. Zaroven bylo
navrzeno, ze by za zvySenym zastoupenim variant s nizkou frekvenci u africkych populaci
mohl stat nedavny selekéni tlak, ktery by upfednostnil zvySeni poctu nesynonymnich mutaci
oproti mutacim synonymnim (Campbell et al., 2012).

Model balancujici selekce naopak nepodpofil vyzkum z roku 2004, ktery zaznamenal
v genu TAS2R38 relaxaci selekénich sil. Tento vyzkum se ale zamétoval pouze na 22 jedinct
z riznych svétovych populaci (Wang et al., 2004). K obdobnym vysledkiim dospéla i nasledna
studie, ktera stejn¢ jako moje diplomovd prace neidentifikovala Zzadnou statisticky
signifikantni D hodnotu u zkoumanych populaci (Risso etal., 2016). Autofi této studie
uvadéji, ze D hodnoty pro gen TAS2R38 jsou velice podobné hodnotdm pozorovanych
u evolu¢né neutralnich lokusi (Wall et al., 2008; Zhao et al., 2000), a tento gen by tedy mohl
byt povazovan za evolu¢né neutrdlni (Risso et al., 2016). Zaroven zohlediuji i demografické
udalosti pomoci MFDM testu, ktery také neukazal statisticky signifikantni hodnoty, coz
naznacuje, ze praveé tyto udalosti by mohly stat za kladnymi hodnotami Tajimovy D statistiky
(Risso et al., 2016).

K vyse uvedené mozZnosti se priklanéji i vysledky mé prace, kde MFDM analyza
rovnéZ nedosahla statistické vyznamnosti. U populace Fulbl dosahla tato analyza dokonce
hodnoty 1,000, coz mtize byt zptisobeno korekci a zaokrouhlenim ¢isla v programu, piipadné
tim, Ze mnou pouzity vzorek nebyl dostatecné reprezentativni. Jednotlivei v populaci Fulba
st mohou byt geneticky hodné podobni, coz je viditelné i na nizkych hodnotach diverzity.
Kladné D hodnoty by tedy mohly byt zpiisobeny demografickymi udalostmi, které nemaji

na MFDM test vliv, naptiklad zménou efektivni velikosti populace nebo i vy$§i mirou
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populacni struktury ¢i naopak misenim populaci. To by nebylo velkym piekvapenim, nebot
Fulbové jsou zndmi vyssi mirou endogamie (Hampshire & Smith, 2001).

Vysledky zédného ztesti selekéni neutrality nedosdhly u mnou zkoumanych
mauritanskych populaci statistické vyznamnosti a zaroven ukézaly velice rozdilné vysledky,
které je pomérné narocné interpretovat. Napiiklad u populace Maurti by se vysledky testi daly
objasnit jak balancujici selekci ¢i efektem hrdla 1ahve a snizenim efektivni velikosti populace,
tak 1 pozitivni ¢i direkcionalni selekci, populaéni expanzi a genetickym draftem. U Soninki
je na zakladé Fs, H a F hodnot mozné uvazovat o pusobeni direkcionalni ¢i pozitivni selekce,
genetického draftu, ¢i populacni expanze. Naopak u Fulbli naznacuji H a F' hodnoty spise
balancujici selekci, pisobeni efektu hrdla lahve &i snizeni efektivni velikosti populace. Zadny
z testl selekéni neutrality ale neukazal statisticky signifikantni hodnoty a v literatufe ¢asto
zminovany model balancujici selekce tedy nelze na zdkladé mych zjiSténi pfijmout ani
vyloucit. Je ale pravdépodobné, Ze v soucasné dob& uz na gen TAS2R38 v Africe selekce
nepusobi, ¢i doslo k jeji relaxaci, jelikoz odchylku od neutrality neukdzaly ani dal§i metody,

vvvvvv

muzeme uvést Bayesovskou statistiku ¢i Hudson-Kreitman-Aguadé (HKA) test (Risso et al.,
2016).

Pisobeni ptirodniho vybéru na geny kodujici receptory hotké chuti se vénovala i studie
Kulichove et al. (2022), ktera se konkrétné zamétovala na gen TAS2RI6. Tento gen byl
testovan celkem u 19 populaci v celém prostoru sahelu. Vysledky tohoto vyzkumu ukazuji,
ze gen TAS2R16, stejné jako gen TAS2R38, neni v sahelo-sudanském pasmu pod selekénim
tlakem, ackoli ptfedchozi vysledky takovou moznost naznacovaly (Campbell et al., 2014;
Soranzo et al., 2005).

Pokud vSechny poznatky shrneme, je mozné, Ze balancujici selekce plisobila na gen
TAS2R38 v prvotnich stadiich vyvoje hominind pfed expanzi moderniho Clovéka z Afriky
(Risso et al., 2016) a postupné zacala ztracet na sile (Wang et al., 2004). Diky relaxaci
selekénich sil, efektu hrdla lahve a populaéni expanzi doSlo pak mimo Afriku ke zvySeni
zastoupeni haplotypi PAV a AVI (Risso etal., 2016). Naopak v Africe zacala na gen
pravdépodobné pusobit rozriziujici selekce, kterd zvysila frekvenci nesynonymnich variant

a zéaroven 1 haplotypt s nizkou frekvenci vyskytu (Campbell et al., 2012).
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12 Zavér

Tato diplomova prace analyzuje polymorfismy v genu TAS2R38 u populaci Mauritanie
s odli$nou subsistencni historii, jejich asociaci s vnimanim hotké chuti PTC a rovnéz plisobeni
pfirodniho vybéru. Prace zpracovava 147 vzorkl slin ziskanych od tii populaci, které¢ dosud
nebyly zkoumany v zddné z ptedchozich studii, nebot’ jejich vzorky byly ziskdny teprve
nedavnym vyzkumem.

(Campbell et al., 2012; Risso et al., 2016), které v tomto genu pozorovaly u africkych populaci
zvySenou genovou a nukleotidovou diverzitu. U africkych populaci se tedy mizZeme setkat
s vét§im mnozstvim polymorfnich mist a haplotypl oproti zbytku svéta, kde jsou ve vétsi mite
zastoupeny pouze haplotypy PAV a AVI (Risso et al., 2016). I pfes pomérn¢ maly pocet
jedinct z blizkych lokalit jizni Mauritanie se mi podafilo sekvenovanim detekovat celkem
deset mutaci typu SNPs, na jejichz zakladé jsem rekonstruovala 16 haplotypli. Zaroven
se vmém souboru vyskytlo vSech osm moznych haplotypli podminénych zdménami
na nukleotidovych pozicich 145,785 a 886, i kdyz nékteré jen u relativné malého poctu
jedinct.

Krom¢ vyssi genové a nukleotidové diverzity muzeme v Africe pozorovat v genu
TAS2R38 1 vyssi fenotypovou diverzitu (Campbell et al., 2012). Je to dano vyskytem vétsiho
mnozstvi haplotypti a genotypii, které podminiuji tu ¢i onu citlivost k PTC. V ramci mnou
zkoumaného souboru se vyskytlo celkem 14 riznych genotypi, z nichZ pét nebylo pozorovano
v z4dné predchozi studii. Kruskal-Wallistiv test rovnéZz ukazal, Ze genotypy genu TAS2R38
jsou u zkoumanych africkych populaci velice dobrym prediktorem citlivosti k PTC. Zaroven
se mnou pouZitd metoda testovani citlivosti k PTC ukazala u majoritnich haplotypl jako
celkem spolehliva, jelikoz potvrdila, Ze PAV je haplotypem chutnacstvi a AVI naopak
haplotypem nechutnacstvi.

Jelikoz byla oblast Mauritanie v neolitu obyvana agropastevci s §irSim subsistenénim
portfoliem (Holl, 2009), nebylo ptekvapenim, Ze nasledné analyzy vénujici se vlivu
subsistence na varianty genu 7TAS2R38 ukazaly, ze tyto varianty nejsou typem stravy

v souc¢asné¢ dob¢ nijak ovlivnény. Pfijeti jedné z alternativnich subsistencnich strategii
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afrického sahelu tedy nemélo narozlozeni alel ahaplotypi mezi mnou zkoumanymi
populacemi zadny vliv.

Co se tyce pusobeni ptirodniho vybéru, nelze na zdkladé mnou provedenych analyz
u vzorkit mauritanskych populaci, které jsem méla k dipozici, pfijmout model balancujici
selekce (Wooding et al., 2004). Zadny z testd selekéni neutrality totiz neukazal statisticky
vyznamnou odchylku od neutrality. Je ale pravdépodobné, ze v soucasné dobé uz na gen
TAS2R38 v zépadni Africe balancujici selekce nepusobi, ¢i dochazi k jeji relaxaci, jak bylo
navrzeno i v nékterych predchozich studiich (Risso et al., 2016; Wang et al., 2004).

Gen TAS2R38 a jeho souvislost s citlivosti k PTC je v dneSni dob¢ stale velice
zkoumanym fenoménem. Castou otazkou vyzkumil je zejména evoluéni role haplotypu AVI,
ktera stale neni uplné pochopena. Je mozné, ze vyznam tohoto haplotypu neni patrny pouze
v oblasti chuti a stravy, ale mohl byt dilezity 1 pfi detekci endogennich slou€enin, jako jsou
naptiklad slouceniny produkované mikrobiotou nebo metabolity v organech, kde jsou tyto
receptory exprimovany (Risso et al. 2021).

Jako dalsi priklad mizeme uvést virové onemocnéni COVID-19, k jehoz hlavnim
symptomiim patii ztrata chuti, tzv. ageusie (Vaira etal.,, 2020). Neddvna studie ukazala,
Ze u pacientll s timto onemocnénim je nejvice narusena sladk4d a hotkd chut (Huart et al.,
2020), které jsou podminéné receptory TASIR a TAS2R (Chandrashekar et al., 2000; Nelson
et al., 2001). Nov¢jsi studie uvadi, ze gen TAS2R38 se zda byt dobrym kandidatem pro
budouci studium patofyziologie tohoto onemocnéni (Parsa et al., 2021). Varianty v genu
TAS2R38 by tedy mohly nést urcité predispozice k bakteridlnim ¢i virovym infekcim nebo
nané¢ pifimo odpovidat (Risso et al., 2021), coZ je zajimava a inspirujici hypotéza, ktera

vyzaduje dalsi testovani.
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13 Seznam zkratek

A adenin

A262V zaména alaninu a valinu na pozici 262
AAI haplotyp alanin, alanin, izoleucin

AAV haplotyp alanin, alanin, valin

AHACI haplotyp alanin, histidin, alanin, cystein, izoleucin
AK aminokyselina

ARARI haplotyp alanin, arginin, alanin, arginin, izoleucin
AV CR Akademie véd Ceské republiky

AVI haplotyp alanin, valin, izoleucin

AVV haplotyp alanin, valin, valin

C cytosin

COVID-19 koronavirové onemocnéni 2019

D Tajimova D statistika

Di; pramérny pocet parovych rozdilt

DNA deoxyribonukleova kyselina

DnaSP DNA Sequence Polymorphism

dNTPs deoxynukleosidtrifosfaty

EM Expectation-Maximization

F Ewens-Wattersontiv test homozygozity
FMA Fulbové

Fs Fuova Fs statistika

Fsr fixacni index

G guanin

G417T zaména guaninu a thyminu na pozici 417
GPCRs receptory spfazené s G-proteiny

h genova diverzita

H Fayova a Wuova H statistika

HO1-16 haplotyp 01-16

HKA Hudson-Kreitman-Aguadé test
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MFDM
MgCl»
MOO

n
OG-L2P
p

P49A
PAI
PAV
PCR
PopART
PROP
PTC
PVI
PVV
RNA
SNK
SNPs

T
TASIR/TIR
TASIR
TAS2R/T2R
TAS2R
TBE

TE

uv
V296l

pocet haplotypti

Maximum Frequency of Derived Mutations
chlorid hofec¢naty

Maurové

pocet jedincti v populaci

Oragene Purifier

p-hodnota

zamena prolinu a alaninu na pozici 49
haplotyp prolin, alanin, izoleucin
haplotyp prolin, alanin, valin
polymerazova fetézova reakce

Population Analysis with Reticulate Trees
6-n-propylthiouracil

fenylthiokarbamid

haplotyp prolin, valin, izoleucin

haplotyp prolin, valin, valin

ribonukleova kyselina

Soninkové

jednonukleotidové polymorfismy

thymin

genova rodina chut'ovych receptori typu 1
ttida chut'ovych receptort typu 1

genova rodina chutovych receptort typu 2
ttida chutovych receptorii typu 2
tris-boratovy pufr

Tris-HC/EDTA

ultrafialovy

zaména valinu a izoleucinu na pozici 296

nukleotidova diverzita
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15 P¥ilohy

Priloha 1. Hoiké slouceniny fungujici jako ligandy gentt TAS2R

Gen Ligandy

amarogentin, arborescin, chloramfenikol, izomery
humulénu, johimbin, kaskarilin, parthenolid,

pikrotoxinin,thiamin (Meyerhof et al., 2010), resveratrol
ptirodni ' S
(Lossow et al., 2016), L-fenylalanin, razné dipeptidy

tryptofanu, leucinu, izoleucinu a fenylalaninu,
TAS2R1 o
tripeptid tryptofanu (Kohl et al., 2013)

cyklamat sodny, dextrometorfan, difenidol, difenylthiourea,
_ thiokyanatan sodny (Meyerhof et al., 2010),

syntetické _ ‘ '
cis-11-methyl-2-dodekanové kyselina, pyrokatechin,

sukraloza (Lossow et al., 2016)

prirodni -
TAS2R3

syntetické chlorochin (Meyerhof et al., 2010)

amarogentin, arborescin, artemorin, chinin, johimbin, kafr,
kolchicin, kvasin, parthenolid (Meyerhof et al., 2010),
epikatechin, taurocholova kyselina (Lossow et al., 2016),
ptirodni ruzné dipeptidy tryptofanu, leucinu, izoleucinu, prolinu
a fenylalaninu, tripeptid leucinu a tryptofanu,
TAS2R4
D-tryptofan, L-tryptofan (Kohl et al., 2013),

ruzné steviol-glykosidy (Hellfritsch et al., 2012)

azathioprin, dapson, denatonium-benzoat, difenidol,
syntetické chlorfenamin (Meyerhof et al., 2010), 6-n-propylthiouracil
(Chandrashekar et al., 2000), sukral6za (Lossow et al., 2016)

epikatechin (Lossow et al., 2016), pentagalloyl glukoza,

piirodni
prokyanidin C2 (Soares et al., 2013)

TAS2R5

denatonium-sacharid, sukraloza (Lossow et al., 2016),

syntetické
1,10-fenanthrolin (Meyerhof et al., 2010)
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chinin, kofein, papaverin (Meyerhof et al., 2010),

ptirodni kreatinin (Lossow et al., 2016), malvidin-3-glukosid
TAS2R7 (Soares et al., 2013), strychnin (Sainz et al., 2007)
) difenidol, chlorfenamin, kromolyn (Meyerhof et al., 2010),
syntetické . _
chlorochin (Sainz et al., 2007), sukral6za (Lossow et al., 2016)
ptirodni chloramfenikol, parthenolid (Meyerhof et al., 2010)
TAS2RS . denatonium-benzoat (Meyerhof et al., 2010), sacharin
syntetické '
(Pronin et al., 2007), sukral6za (Lossow et al., 2016)
ptirodni -
TAS2R9 : N : : :
syntetické ofloxacin, pirenzepin, prokainamid (Dotson et al., 2008)
absintin, arborescin, arglabin, artemorin, brucin, erytromycin,
chinin, chloramfenikol, johimbin, kaftr, kaskarilin, kofein,
kukurbitacin B, kukurbitacin E, kumarin, kvasin,
papaverin, parthenolid, pikrotoxin, strychnin, thujon
ptirodni
(Meyerhof et al., 2010), atropin, N-acyl homoserin
laktony, kostunolid, kukurbitacin D, kukurbitacin I,
TAS2RI10 _ o
spartein, tatridin A (Lossow et al., 2016), bergapten,
izopimpinelin, xantotoxin (Mancuso et al., 2015)
azathioprin, benzoin, cykloheximid, dapson,
denatonium-benzoat, dextrometorfan, difenidol, famotidin,
syntetické
haloperidol, chlorfenamin, chlorochin (Meyerhof et al., 2010),
santonin, sukral6za (Lossow et al., 2016)
pfirodni -
TAS2RI13
syntetické denatonium-benzoat, difenidol (Meyerhof et al., 2010)
absintin, arborescin, arglabin, aristolochové kyselina,
artemorin, falkarindiol, chinin, izomery humulénu, kaft,
TAS2R14 ptirodni kaskarilin, kofein, kukurbitacin B, kumarin, kvasin,

noskapin, papaverin, parthenolid, pikrotoxin, thujon

(Meyerhof et al., 2010), androsteron, dokosahexaenova
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kyselina, genistein, N-acyl homoserin lakton, kostunolid,
pantothenova kyselina, resveratrol, salicylova kyselina,
tatridin A, teobromin, umbeliferon (Lossow et al., 2016),
apigenin, butein, datiscetin, dihydroxyflavony,

dimethoxyflavony, 7,4-dimethoxyizoflavon, epigalokatechin

galat, epikatechin galat, eriodiktyol, eriodiktyolchalkon,

flavon, flavanon, floretin, fustin, herbacetin,
homoeriodiktyol, hydroxymethoxyflavony, chalkon, chrysin,
chrysoeriol, izorhamnetin, katechin, kemferol, kyanin chlorid,
likviritigenin, luteolin, 6-methoxyluteolin, morin, myricetin,
naringenin, pelargoninidin chlorid, pinocembrin,
skutellarin, silibinin, sulfuretin, taxifolin, trihydroxyflavony,
trihydroxychalkony, trimethoxyflavon, xanthon
(Roland et al., 2013), biochanin A, daidzein, equol,
formononetin, glycitein, 7-hydroxyizoflavon, izoflavon,
kumestrol, prunetin, trihydroxyizoflavony
(Roland et al., 2011), herbolid D (Brockhoff et al., 2007),
hesperetin, kvercetin (Levit et al., 2014), izopimpinelin,
skimianin, xantotoxin (Mancuso et al., 2015), piperonylova
kyselina (Behrens et al., 2004), riizné steviol-glykosidy
(Hellfritsch et al., 2012), tripeptid tryptofanu
(Kohl et al., 2013)

syntetické

o-(p-anisoyl)benzoova kyselina, clonixin,
3,5-diiodosalicylova kyselina, diklofenak, glimepirid,
malathion, mefenamova kyselina, mikonazol, niflumova
kyselina, pantoprazol, pemirolast, salsalat (Levit et al., 2014),
azathioprin, benzamid, benzoat sodny, benzoin,
difenhydramin, difenidol, difenylthiourea, divinylsulfoxid,
flufenamova kyselina, haloperidol, 4-hydroxyanisol,

chlorfenamin, chlorhexidin, karisoprodol
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(Meyerhof et al., 2010), benzofuran-2-karboxylové kyselina,
2-heptyl-3-hydroxychinolon, lidokain, 5-propyl-2-thiouracil,
pyrokatechin, santonin (Lossow et al., 2016),
8-formyl-1-naftalenkarboxylova kyselina, naftoova

kyselina, 1-nitronaftalen (Behrens et al., 2004)

amygdalin, arbutin, eskulin, helicin, D-salicin

ptirodni o
(Bufe et al., 2002), sinigrin (Meyerhof et al., 2010)
TAS2R16 —
. benzoat sodny, difenidol (Meyerhof et al., 2010),
syntetické '
ruzné B-D-glukopyranosidy (Bufe et al., 2002)
prirodni -
TAS2R19 (48) :
synteticke -
prirodni xantotoxin (Mancuso et al., 2015)
TAS2R20 (49)
syntetické difenidol, kromolyn (Meyerhof et al., 2010)
absintin, amarogentin, andrografolid, artemorin, kafr,
piirodni o
TAS2R30 (47) kaskarilin, kvasin, pikrotoxinin (Meyerhof et al., 2010)
syntetické denatonium-benzoat, difenidol (Meyerhof et al., 2010)
aloin (Pronin et al., 2007), aristolochova kyselina,
ptirodni chinin, parthenolid (Meyerhof et al., 2010),
TAS2R31 (44) pantothenova kyselina (Lossow et al., 2016)
_ acesulfam draselny, difenidol, famotidin,
syntetické _
sacharin (Meyerhof et al., 2010)
acetylgenistin, biochanin A, daidzein, equol, formononetin,
genistein, genistin, glycitein, glycitin, 7-hydroxyizoflavon,
kumestrol, malonylgenistin, trihydroxyizoflavony
(Roland et al., 2011), amarogentin, chinin, chloramfenikol,
TAS2R39 ptirodni

kolchicin, thiamin (Meyerhof et al., 2010), apigenin, butein,
datiscetin, dihydroxyflavony, 3,2-dihydroxychalkon,
dimethoxyflavony, epigalokatechin, epikatechin galat,

eriodiktyol, eriodiktyolchalkon, fisetin, flavon, floretin,
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fustin, genkwanin, gossypetin, herbacetin, homoeriodiktyol,
hydroxyflavony, hydroxymethoxyflavon, chrysin,
izorhamnetin, katechin, kemferol, kyanin chlorid,
likviritigenin, luteolin, 6-methoxyluteolin, morin, myricetin,
naringenin, pelargoninidin chlorid, pinocembrin, quercetagetin,
resveratrol, silibinin, skutellarin, sulfuretin, taxifolin,
tetrahydroxyflavon, tricetin, trihydroxyflavony,
trihydroxychalkony, xanthon (Roland et al., 2013),
epigalokatechin galat, epikatechin (Lossow et al., 2016),
pentagalloyl glukéza, (Soares et al., 2013), rizné dipeptidy
tryptofanu, leucinu, izoleucinu a fenylalaninu, tripeptid

tryptofanu, D-tryptofan (Kohl et al., 2013)

acetaminofenol, azathioprin, denatonium-benzoat,

difenidol, chlorfenamin, chlorochin (Meyerhof et al., 2010),

syntetické _ _ _
denatonium-sacharid, pyrokatechin,
sukraldza (Lossow et al., 2016)
chinin, izomery humulénu (Meyerhof et al., 2010),
ptirodni
pantothenova kyselina (Lossow et al., 2016)
TAS2R40 dapson, difenhydramin, difenidol, chlorfenamin
syntetické (Meyerhof et al., 2010), denatonium-sacharid
(Lossow et al., 2016)
ptirodni chloramfenikol (Thalmann et al., 2013)
TAS2R41
syntetické sukral6za (Lossow et al., 2016)
ptirodni -
TAS2R42
syntetické -
aloin, amarogentin, arborescin, arglabin, aristolochova
kyselina, falkarindiol, grosheimin, helicin, chinin,
TAS2R43 pfirodni

chloramfenikol, kofein (Meyerhof et al., 2010),

pantothenova kyselina (Lossow et al., 2016)
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syntetické

acesulfam draselny, denatonium-benzoat, difenidol, kromolyn,
sacharin (Meyerhof et al., 2010), denatonium-sacharid,

epigalokatechin galat (Lossow et al., 2016)

TAS2R45

ptirodni

syntetické

TAS2R46

prirodni

absintin, amarogentin, andrografolid, arborescin, arglabin,
artemorin, brucin, cnicin, grosheimin, chinin, chloramfenikol,
johimbin, kaskarilin, kofein, kolchicin, krispolid,
kvasin, parthenolid, pikrotoxin, strychnin,
tatridin B (Meyerhof et al., 2010), artemisinin,
cynaropikrin, dihydro-taurin, epizaluzanin C,
germakradien-6,11-dihydroxy-8,12-olid, herbolid A,
herbolid D, herbolid D acetat, marubin, nobilin, parthenin,
peroxy-artemorin, santamarin, sintenin, speciformin acetat,
strychnin-N-oxid, tatridin A acetat, taurin, teuflavin,
teuflavosid, teumarin, umbelifolid, vulgarolid, zaluzanin D
(Brockhoff et al., 2007), androsteron, atropin, berberin chlorid,
kostunolid, kukurbitacin D, kukurbitacin I, progesteron,
spartein, tatridin A, xantotoxin (Lossow et al., 2016),

tripeptid tryptofanu (Kohl et al., 2013)

syntetické

azathioprin, denatonium-benzoat, difenidol, hydrokortizon,
chlorfenamin, karisoprodol, orfenadrin (Meyerhof et al., 2010),

santonin, sukraldza, sukroza oktaacetat (Lossow et al., 2016)

TAS2R50

ptirodni

amarogentin, andrografolid (Meyerhof et al., 2010)

syntetické

TAS2R60

ptirodni

syntetické
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Priloha 2. Souhrn populaci

Maurové Soninkové Fulbové
Zkratka MOO SNK FMA
Pocet vzorki 49 51 47
Oblast Assaba Gorgol Gorgol
Stat Mauritanie Mauritanie Mauritanie
Zemépisna délka -12,69 -12,89 -12,68
Zemépisna Sirka 16,87 15,66 16,25

Jazykova rodina

afro-asiatska

nigero-konzska

nigero-konzska

Zivotni styl

kocovny

usedly

kocovny
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Priloha 3. Izola¢ni protokol

1.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

Pievracenim promichat sliny a Oragene®DNA roztok a nasledné protfepat po dobu
nékolika sekund.
Inkubovat smés pfi 50 °C ve vodnim inkubatoru po dobu 1 hodiny nebo

ve vzduchovém inkubatoru po dobu minimalné 2 hodin.

. Ptenést 500 pl smési do 1,5 ml mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky pfidat 20 pl roztoku Oragene Purifier (OG-L2P) a vortexovat
po dobu né¢kolika sekund.

Inkubovat na ledu po dobu 10 minut.

Stocit pomoci centrifugy pii pokojové teploté¢ po dobu 5 min pii 13 000 otackach
za minutu.

Opatrné pienést supernatant pipetou do €isté mikrozkumavky.

K 500 pl supernatantu ptridat 500 pl (stejny objem) 95-100 % ethanolu o pokojové
teplot¢ a nasledné smés ve zkumavce opatrné 10x prevratit.

Nechat stat po dobu 10 minut pii pokojové teplote, aby se DNA zcela vysrazela.

Stocit pomoci centrifugy pii pokojové teploté po dobu 2 min pii 13 000 otackach
za minutu.

Opatrné odebrat pipetou supernatant bez poruseni DNA peletu.

Opatrné pridat 250 ul 70 % ethanolu, nechat stat pii pokojové teploté po dobu 1 min
a nasledné kompletné odstranit ethanol (odsat a nechat odpafit).

Ptridat 100 pul TE roztoku (10 mM Tris-HCI, 1ImM EDTA, pH 8,0) nebo vody
k rozpusténi DNA peletu a vortexovat po dobu nejméneé 5 s.

Zajistit kompletni hydrataci DNA inkubaci pifi pokojové teplot¢ a néslednym
vortexovanim nebo promichavanim pipetou.

Pro dlouhodobé skladovani pln€ hydratované DNA je doporuceno ulozit DNA v TE
do alikvot do — 20 °C, ptipadné do 4 °C pro skladovani po dobu 1-2 mésict.
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Priloha 4. Primery

Teplota
Velikost
Primer Sekvence (5'23") hybridizace
produktu [bp]

[°C]

A forward | GAGGCCCTGTTTTGTTTGCATC 57,2 136
reverse AAACGGATGAGCTTGGAGCA 56,7

B forward ACCACTGAACCACAGCTACC 57,1 14
reverse TCGGCTCTTACCTTCAGGCT 58,1

c forward | AGTCTCTTGTCTCCTTTTTCTGCT 55,3 403
reverse | AGTGGAGAGACTTTCAATTGTGT 53,2
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Priloha S. Postup amplifikace DNA

1.

Do stfedni zkumavky pienést podle poctu vzorki pfislusSné mnozstvi vody a primert
(forward a reverse). Na jeden vzorek ptipada 9,5 ul vody a 0,5 pl jednotlivych
primert.

Smés zvortexovat a sto¢it pomoci centrifugy.

. Podle poctu vzorkl pridat pfislusné mnozstvi Go Taq Green Master Mixu slozeného

zTaq DNA polymerazy, reakéniho pufru (pH 8,5), dNTPs, MgCl, a barviva
pouzivaného pfi elektroforéze. Na jeden vzorek ptipada 12,5 ul GoTaq Master Mixu.
Ptipravenou smés rozdélit pomoci pipety po 23 pl do pfipravenych mikrozkumavek
umisténych na mrazicim stojanu.

Zvortexovat a stocit pomoci centrifugy pfedem vyizolované vzorky DNA.

Do kazdé z mikrozkumavek ptidat 2 pl templatové DNA z urcitého vzorku a vytvofit
tak celkovy objem 25 pl.

Umistit vzorky do termocycleru.
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Priloha 6. Referencni sekvence NC 000007.14 genu TAS2R38
5"-ATGTTGACTCTAACTCGCATCCGCACTGTGTCCTATGAAGTCAGGAGTACATTT
CTGTTCATTTCAGTCCTGGAGTTTGCAGTGGGGTTTCTGACCAATGCCTTCGTTTTC
TTGGTGAATTTTTGGGATGTAGTGAAGAGGCAGGCACTGAGCAACAGTGATTGTG
TGCTGCTGTGTCTCAGCATCAGCCGGCTTTTCCTGCATGGACTGCTGTTCCTGAGT
GCTATCCAGCTTACCCACTTCCAGAAGTTGAGTGAACCACTGAACCACAGCTACC
AAGCCATCATCATGCTATGGATGATTGCAAACCAAGCCAACCTCTGGCTTGCTGC
CTGCCTCAGCCTGCTTTACTGCTCCAAGCTCATCCGTTTCTCTCACACCTTCCTGAT
CTGCTTGGCAAGCTGGGTCTCCAGGAAGATCTCCCAGATGCTCCTGGGTATTATTC
TTTGCTCCTGCATCTGCACTGTCCTCTGTGTTTGGTGCTTTTTTAGCAGACCTCACT
TCACAGTCACAACTGTGCTATTCATGAATAACAATACAAGGCTCAACTGGCAGAT
TAAAGATCTCAATTTATTTTATTCCTTTCTCTTCTGCTATCTGTGGTCTGTGCCTCCT
TTCCTATTGTTTCTGGTTTCTTCTGGGATGCTGACTGTCTCCCTGGGAAGGCACATG
AGGACAATGAAGGTCTATACCAGAAACTCTCGTGACCCCAGCCTGGAGGCCCACA
TTAAAGCCCTCAAGTCTCTTGTCTCCTTTTTCTGCTTCTTTGTGATATCATCCTGTG
CTGCCTTCATCTCTGTGCCCCTACTGATTCTGTGGCGCGACAAAATAGGGGTGATG
GTTTGTGTTGGGATAATGGCAGCTTGTCCCTCTGGGCATGCAGCCATCCTGATCTC
AGGCAATGCCAAGTTGAGGAGAGCTGTGATGACCATTCTGCTCTGGGCTCAGAGC
AGCCTGAAGGTAAGAGCCGACCACAAGGCAGATTCCCGGACACTGTGCTGA-3’
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Priloha 7. Sekvence pouzité jako detektory migranti v MFDM analyze
ENST00000547270: 886A>G
ENST00000547270: 145G>C, 416A>G, 886A>G
ENST00000547270: 785C>T, 822C>T
ENST00000547270: 439A>G, 785C>T
ENST00000547270: 145G>C, 569A>G, 886A>G
ENST00000547270: 145G>C, 464C>T, 886A>G
ENST00000547270: 785C>T, 833G>A
ENST00000547270: 703C>T, 785C>T
ENST00000547270: 549C>T, 785C>T
ENST00000547270: 42C>G, 785C>T
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886

820

785

738

417

403

239

191

145
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Priloha 8. Haplotypy genu TAS2R38

Haplotyp

HO1
HO02
HO3
HO04
HO5
HO06
HO7
HO8
H09

HI0

HI11

HI2

HI13
H14

HI15

HI16

(tu¢né = nesynonymni mutace, kurziva = synonymni mutace)
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Priloha 9. Zastoupeni a frekvence haplotypli genu TAS2R38 u mauritanskych populaci

MOO SNK FMA celkem
Haplotyp
n | frekvence | n | frekvence | n | frekvence | n | frekvence
HOI (PAV) 35 0,380 37 0,378 45 0,489 117 0,415
HO02 (AVI) 38 0,413 34 0,347 32 0,348 104 0,369
HO03 (AAI) 7 0,076 11 0,112 12 0,130 30 0,106
HO04 (AAV) 5 0,054 2 0,020 0 - 7 0,025
HO5 (AAI) 1 0,011 2 0,020 0 - 3 0,011
HO6 (PAI) 0 - 3 0,031 1 0,011 4 0,014
HO7 (AAI) 0 - 1 0,010 1 0,011 2 0,007
HO8 (AVV) | 3 0,033 0 - 0 - 3 0,011
HO09 (PAV) | 2 0,022 0 - 0 - 2 0,007
HI10 (AAV) | 1 0,011 0 - 0 - 1 0,004
H11 (AAJ) 0 - 4 0,041 0 - 4 0,014
H12 (AAI) 0 - 1 0,010 0 - 1 0,004
HI3 (PVI) | 0 - 1 0,010 0 - 1 0,004
H14 (AVI) 0 - 1 0,010 0 - 1 0,004
H15 (AVI) 0 - 1 0,010 0 - 1 0,004
H16 (PVV) | 0 - 0 - 1 0,011 1 0,004
celkem 92 98 92 282
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