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Abstrakt

Laktazovou persistenci (LP) nazyvame geneticky podminénou schopnost travit laktozu
(mlécny cukr) v dospélosti. Laktéza je Stépena enzymem tenkého stieva — laktazou,
jehoz produkce u savcll po odstaveni ustava. V ptipadé LP je laktdza produkovéna po
cely zivot, ¢imz je umoznéno bez obtizi pfijimat vétsi mnozstvi Cerstvého mléka. LP je
dolozena jen u nekterych lidskych populaci. Celosvétove je jeji rozsifeni nerovnomeérné,
nejéastéjsi je v severni Evropé a u pastevci aridnich oblasti Afriky a Arabie. LP souvisi
se vznikem zemédé€lstvi pred 10 000 lety a pocatky mlécné produkce. V urcitych
populacich nachazime signal silné pozitivni selekce pro LP, ziejmé podminénou
raznymi faktory v zavislosti na ruznych Zivotnich podminkach. LP zpusobuji
jednobodové polymorfismy nachazejici se zhruba 14 kb upstream od laktazového genu.
Dnes je znamo pét riznych pro-LP variant, které vznikly a rozsitily se zcela nezavisle.
Jednim z moznych center vzniku LP je Arabsky poloostrov, kde se poprvé
objevila a rozsitila pro-LP varianta —13915*G. V této praci bylo studovano rozsifeni
pro-LP mutaci u populaci jizni Ardbie a africkych Arabti. U vSech analyzovanych
soubort byl potvrzen vyskyt —13915*G. V jizni Ardbii pak u vétSiny souborii ve
frekvenci vyssi nez 50 %. U africkych Arabi patficich k pastevcim velbloudi byl
zaznamenan vyssi vyskyt této mutace (44,4—76 %) oproti africkym Arabim, jez piesli k
chovu hovéziho dobytka ¢i usedlému zemédélstvi (1,4-25,5 %). Vysledky podporuji
hypotézu ptedchozich studii, Zze —13915*G vznikla a prvné se rozsifila v Ardbii
pravdépodobné v souvislosti s domestikaci velblouda. Vysledky odhadu stafi a expanze
pak ukazuji, ze —-13915*G se z Arabie do Afriky rozsitila migracemi probihajicimi od 7.

stoleti naseho letopoctu.



Abstract

Lactase persistence (LP) is genetically determined ability to digest lactose (milk sugar)
in adulthood. Lactose is digested by the intestinal enzyme — lactase. In mammals,
production of lactase declines after the weaning period. In case of the LP, the lactase is
produced during whole life and thus it is possible to drink larger amounts of fresh milk
without digestive problems. However, LP is documented only in some human
populations. Its worldwide distribution is unequal, the highest rates are found in
northern Europe and in pastoralists living in arid regions of Africa and Arabia. The
origin of this trait is related to the emergence of agriculture 10,000 years ago, and the
beginnings of milk production. In some populations, there is a strong signal of positive
selection for the LP caused by various factors depending on various living conditions.
The LP is associated with single nucleotide polymorphisms (SNPs) located
approximately 14 kb upstream from lactase gene. Nowadays we know five different
SNPs which cause the LP and they have probably different origin and have expanded
independently.

One of the possible centres of the LP origin is the Arabian Peninsula, where the LP
variant —13,915*G probably first appeared and spread. In this thesis, occurrences of
different LP mutations were investigated in the populations of southern Arabia
and African Arabs. In all analysed datasets, the presence of the —13,915*G has been
confirmed. The frequency of the —13,915*G in southern Arabia was higher than 50% in
most of analysed datasets. Higher incidence of this mutation (44.5-76%) was recorded
in the African Arabs who raise camels, compared to the African Arabs, who switched to
the cattle farming or sedentary agriculture (1.4 to 25.5%). The results support
the hypothesis formed in previous studies suggesting that the —13,915*G was at first
spread in Arabia probably in connection of the camel domestication. The estimating of
the age and expansion of the —13,915*G is consistent with the migrations from Arabia
to Africa which started in the 7th century AD.
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1 Uvod

Ackoli se védci, 1ékari a vyzivovi experti stadle nedokazou shodnout na tom, zda je piti
mléka prospésné i po uplynuti kojeneckého obdobi, konzumace mléka a mlécnych
vyrobkli mé& velmi dlouhou tradici sahajici az k pocatkim zemédé€lstvi. Navic
Vv dtsledku piti cerstvého mléka Vv ur¢itych populacich ¢i kulturach vznikla a postupné
se rozsifila u savell pravdépodobné unikatni schopnost travit mléény cukr (laktdzu)
i v dospélém véku.

Savci po odstaveni prestavaji produkovat enzym tenkého stfeva laktazu
a konzumace mléka v dospélosti mlize pusobit travici obtize. U lidskych populaci,
jejichz kultura byla a ptfipadné stdle je spojena s chovem zvifat a mléénou produkci,
nachdzime tzv. laktdzovou persistenci. Jedna se o geneticky podminénou schopnost
produkovat laktdzu nejen v kojeneckém obdobi, ale po cely Zivot a diky tomu pfijimat
bez obtizi vétsi mnozstvi Cerstvého mléka, v némz jsou kromé& cukru a proteinil
obsazeny také dilezité vitaminy a minerdly. V mlénych vyrobcich, jez prosly
fermentaci, je obsah lakt6zy snizen a jsou diky tomu dobfe stravitelné i pro osoby, jez
laktdzu neprodukuji. Problematika ma i vyrazné ekologicky dosah — pastevectvi, a s nim
spjatd konzumace cerstvého mléka domécich zvitat, umoziiuje ¢lovéku vyuzivat na
potravni zdroje chudé prostredi.

Laktazova persistence neni u lidskych populaci rozmisténa rovnomérné, existuji
mista, kde se nevyskytuje vilbec a naopak lokality, kde je rozSifena u vétSiny populace.
Tento fakt se stal pfedmétem ohromného mnozstvi védeckych studii, jez se snazi zjistit
pric¢iny, které puasobily na rozsitfeni tohoto unikéatniho jevu. Laktazova persistence je
totiz také jedineCnym ptikladem toho, jak se kulturni zvyklosti mohou odrazit v lidském
genomu a jeho nedavné evoluci.

V prvni Casti této prace, Prehledu soucasnych znalosti, jSou nejprve shrnuty
hlavni poznatky o laktdzové persistenci z riznych uhli pohledu, je zde zminéno slozeni
mléka coby zdroje zivin, fyziologie traveni laktdzy, genetickd podstata laktdzoveé
persistence a jeji dneSni rozSifeni. Druhd polovina Prehledu se zabyva teoriemi
o pfi¢inach nerovnomérného rozsifeni laktdzové persistence v dneSnim svété
podpofenych demografickymi, genetickymi ale 1 archeologickymi studiemi.

Sama vyzkumna c¢ést této disertacni prace vychazi ze dvou €lank, jez se tykaji

laktdzové persistence v Arabii a u africkych Arabl (Prichodova et al. 2014; Priechodova



et al. 2017). Dalsi vyzkumy, zde prezentované jen cCastecné, jsou doposud
nepublikované.

Hlavnim cilem bylo zmapovat vyskyt mutaci zodpovédnych za laktazou
persistenci a popsat prubé¢h jejich Sifeni v Arabii a Africe na zdkladé vyzkumného
materialu dostupného v archeogenetické laboratofi Archeologického tustavu AVCR
v Praze. Vyzkumna Cast postupuje podle tradi¢niho c¢lenéni, kratce je predstaveno
historické pozadi analyzovanych populaci, které reprezentuje sedm soubort africkych
Arabi z Nigérie, Cadu, Stdanu a Egypta a $est soubord z Jemenu a Omanu. Detaily
jsou uvedeny v kapitolach Material, Metody a Vyhodnoceni dat, kde je prezentovan
postup zpracovani vzorkl a jejich nédslednd analyza. Vysledky jsou pak pomoci grafii
a tabulek prezentovany ve stejnojmenné kapitole. Diskuze je vénovana interpretaci
vysledki v kontextu historickych a archeologickych poznatkli a rovnéz srovnani
s vysledky ptredchozich studii Laboratofe archeogenetiky Archeologického ustavu
AVCR v Praze tykajicich se mitochondrialni a Y chromozomalni DNA vyse uvedenych

nebo sousednich populaci. Zavérem jsou shrnuty hlavni poznatky této prace.
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2 Laktazova persistence - prehled soucasnych znalosti

2.1 Mléko a jeho sloZzeni

Produkce mléka pro vyzivu mlad’at je hlavnim znakem charakterizujicim tfidu
Mammalia — savce. Lidé se vSak od ostatnich savcii v konzumaci mléka lisi. Po nastupu
zemé&délské technologie zacali vyuzivat mléko nékterych domestikovanych zvirat jako
béznou potravinu a rovnéz jako surovinu k ziskavani tuku, k vyrobé syra a dalSich
produkti.

MIéko jednotlivych druhti savct se lisi v poméru jednotlivych slozek. Pro jejich
zakladni piehled viz Tabulka 1, ta zaroven ukazuje, Ze lidské mléko ma pomérné

vysoky podil laktozy.

Tabulka 1: Obsah Zivin v mléce vybranych savcl v % (Belitz et al. 2009)

proteiny kaseiny syrovdtka laktoza tuk popel
clovék 0,9* 0,4 0,5 7,1 4,5 0,2
tur 3,2 2,6 0,6 4,6 3,9 0,7
osel 2 1 1 7,4 1,4 0,5
kani 2,5 1,3 1,2 6,2 1,9 0,5
velbloud 3,6 2,7 0,9 5 4 0,8
zebu 3,2 2,6 0,6 4,7 4,7 0,7
jak 5,8 4,6 6,5 0,9
buvol 3,8 3,2 0,6 4,8 7,4 0,8
koza 3,2 2,6 0,6 4,3 4,5 0,8
ovce 4,6 3,9 0,7 4,8 7,2 0,9
sob 10,1 8,6 1,5 2,8 18 1,5
kocka 7 3,8 3,2 4,8 4,8 0,6
pes 7,4 4,8 2,6
kralik 10,4

*po patndcti dnech kojeni se podil proteinl zvysi o 1,6 %, popel — hruby ukazatel mnoZstvi
mineralnich latek ve vzorku

Jeden litr kravského plnotuéného mléka, které dnes béZné¢ konzumujeme,
obsahuje 35 g tuku (ve 3,5% homogenizovaném mléce), 32 g proteind, 1 g soli a 46 ¢
laktézy a zbyly objem tvoii voda. Mlécny cukr — laktdza je disacharid tvofeny glukozou
a galaktéozou. Co se tyCe proteind, typické jsou kaseiny, které tvoti zhruba 80 %

celkového obsahu bilkovin. Déle jsou zastoupeny laktoglobuliny, albumin, laktoferin
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a v mensich koncentracich i dal$i. Mlé¢ny tuk je smésici pfevazné triacylglycerolu,
pritomny jsou také napft. fosfolipidy ¢i cholesterol. V mléce rovnéz nalézame mineralni
latky a vitaminy. Z tohoto hlediska je mléko cenné piedev§im jako zdroj vapniku.
Obsah vybranych substanci v mléce udava Tabulka 2 (Pereira 2014; Walstra et al.
2006).

Tabulka 2: Obsah vybranych minerdlnich latek a vitaminG v 1 | plnotu¢ného kravského mléka
a jejich doporucend denni davka (DDD). (Pereira 2014; Walstra et al. 2006; DDD podle Vyhlaska
352/2009 Shirky zakon@ CR)

lgtka chemicky ndzev mg/l bbb
mg
Vapnik Ca 1190-1300 800
Fosfor P 900-1010 700
Horcik Mg 110-140 375
Draslik K 1500-1660 2000
Vitamin A Retinol Betakaroteny 0,7-1,3 0,8
Vitamin D Kalciferoly 0,001-0, 008 0,05
Vitamin B; Thiamin 0,4-0,5 1,1
Vitamin B, Riboflavin 1,4-1,8 1,4

2.2 Traveni laktozy

Mléény cukr (laktoza) je obsazen v rizném mnozstvi ve vSech typech savéiho mléka,
krom& mléka lachtanovitych a mrozovitych (Reich and Arnould 2007; Urashima et al.
2001).

Laktoza (O-B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-D-glukopyranéza), viz Obrazek 1,
patii mezi disacharidy, sklada se z monosacharidi glukézy a galaktézy (Voet and Voet
2011). Pro jejich dalsi metabolizovani je nutno rozstépit f-(1—4) glykosidickou vazbu,

JiZ jsou spojeny.
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Galaktoza

Obrazek 1: Laktéza (Voet and Voet 2011)

U savcl je za Sté€peni laktézy zodpovédny enzym laktdza-phlorizin hydrolaza
(LPH) zkracené uvadény jen jako laktaza. LPH je produkovana enterocty -
cylindrickymi bunkami epitelu tenkého stieva, jejichz tkolem je vstiebani zde
obsazenych latek, tedy i glukézy a galaktéozy. Galaktoza je tzv. Leloirovou drahou
pfeménéna na glukézu (Voet and Voet 2011). Enterocyty jsou na volném povrchu
opatieny mikroklky, jez zvétSuji jejich resorpéni plochu a LPH je navazana praveé v
membrané téchto mikroklkt, kde je upevnéna C-koncem a aktivni ¢ast sméfuje do
lumen stieva — viz Obrazek 2 (Swallow 2003; Troelsen 2005).

LPH je enzym se dvéma aktivnimi misty. Prvni -galaktosidazovou aktivitou
hydrolyzuje laktdzu, ale 1 jiné latky napt. nékteré typy celuldz (Troelsen 2005). Druhou
B-glukosidazovou aktivitou §té€pi rostlinny metabolit phlorizin na phloretin a glukdzu
(Bairoch 2000; Swallow 2003). Phlorizin je rostlinny flavonoid nachézejici se naptiklad
v klife jabloni a jinych ¢astech rostlin pfevazné z celedi rtizovité (Gosch et al. 2010;

Ranciaro et al. 2014).
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C-konec

Obrazek 2: LPH s umisténim dvou enzymatickych aktivit (upraveno podle Troelsen 2005)

Gen pro LPH se nazyvéa LCT, u ¢lovéka je lokalizovan na druhém chromozomu
vV misté¢ 2q21.3, ma 49,36 kb a 17 exont. Po transkripci je na zdkladé mRNA translaci
vytvotfen prekurzorovy protein obsahujici 1 927 aminokyselin, ktery je do vysledné
podoby modifikovan béhem transportu do membrany mikroklku (Liebert 2012;
Troelsen 2005), viz Obrazek 3.

Obrazek 3: Syntéza LPH a v enterocytu (I, Il) a jeji a jeji umisténi v membrané mikroklku (l11)
(Troelsen 2005)
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LPH je u savct standardné syntetizovana jen v obdobi, kdy jsou kojeni, nejvice
je produkovéna ve stiednim kycelniku (Swallow 2003; Troelsen 2005). Po odstaveni
jeji produkce klesa. Studie, jez sledovaly tuto problematiku u lidi, ukazuji, Ze pokles jeji
produkce miZzeme zaznamenat jiz od konce druhého roku, avSak neni to pravidlem
zaznamenan vyrazny pokles uz od druhého roku véku (Keusch et al. 1969; Troelsen
2005), zatimco u finské a somalské populace mezi 5-10 rokem, pfi¢emz u somalskych
déti tento pokles zacinal o néco diive nez u finskych déti (Rasinperd et al. 2004;
Troelsen 2005). Presny mechanismus regulace genové exprese laktdzového genu béhem
kojeneckého obdobi a po odstaveni stale neni uplné jasny. Obecné se predpoklada, ze je
regulovan jiz na transkripéni urovni (Troelsen 2005). Vysledky nékterych studii
ukazuji, ze by produkce LPH mohla byt regulovana thyroidnimi a glukokortikoidnimi
hormony (Chaudhry et al. 2008; Suzuki et al. 2014). Nejnovéjsi studie pak poukazuje na
vyznam epigenetickych regulaci v tomto procesu (Labrie et al. 2016).

Po odstavném poklesu produkce LPH, mutze piti Cerstvého mléka zptusobovat
travici obtize diky tomu, ze je nerozStépena laktéza fermentovana mikroflorou
distalniho kycelniku tlustého stfeva. Vznikaji pfi tom mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, vodik, metan a dal$i metabolity. Osmotickd rovnovaha tlustého stfeva je tak
naru$ena a bézné symptomy, jeZ mizeme pozorovat, jsou nadymani a prijem — vétSinou
se dostavi zhruba do dvou hodin po poziti laktéozy. Tento stav se nazyva primarni
laktozova intolerance (Matthews et al. 2005; Vandenplas 2015). Symptomy jsou
individudlné rtizné silné a rovnéz zavisi na mnozstvi pozité laktdézy. Rovnéz je zde
otazka slozeni stfevni mikrobiomu, jeZ je populacné-specificky a zavisly na Zivotnich
podminkach (Schnorr et al. 2016)

Neschopnost travit laktozu mize mit i jiné pfi¢iny. EXistuje napf. pomérné
vzacna porucha tzv. kongenitalni laktdzova deficience, coZz je ¢aste¢na malabsorpce
laktozy, jez se projevuje brzy po narozeni a muze vést az kK dehydrataci a acidoze
organismu (Jarveld et al. 2009; Vandenplas 2015). Dalsi pfic¢inou neschopnosti
metabolizovat laktozu miize byt tzv. sekundarni laktdzova intolerance, ktera nastava po
poskozeni tenkého stfeva (napiiklad celiakii, ¢i Crohnovou chorobou). V tomto ptipadé

se produkce laktdzy po uzdraveni mize opét obnovit (Vandenplas 2015).
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Zazivaci obtize se pii primarni laktdzové intoleranci dostavi pfi pfijmu vice nez
12 g laktozy, coz odpovida zhruba 240—260 ml mléka. Jedna sklenice Cerstvého mléka
denné by tedy zdravému clovéku nestépicimu laktézu neméla plisobit vétsi problémy
(Suarez et al. 1995), avsak existuji individualni rozdily.

Je tfeba také uvést, ze kysané mlécné vyrobky obsahuji laktozy méné, nebot’ je
zde S$tépena bakterialnimi kulturami (napf. Streptococcus thermophilus nebo
Lactobacillus bulgaricus) (de Vrese et al. 2001; Savaiano and Levitt 1987). V tvrdych
syrech a masle by uz laktéza neméla byt obsazena vubec (Silanikove et al. 2015).
Konzumace kysanych mlécnych vyrobkii mize mit pozitivni efekt na traveni laktozy,
diky enzymim (p-galaktosiddzam), jez produkuji bakterie mlécného kvasSeni. Naptiklad
jogurtova bakterie Lactobacillus acidophilus je odolnd vici ZluCovym kyselinam
a dokdze prezit transport do tenkého stfeva, zde pak napoméha traveni laktdzy,
a dokonce i nezivé bakterie s aktivni B-galaktosiddzou maji tento efekt. Dlouhodoba
konzumace kysanych mléénych vyrobkl tak mize vést ke snizeni zdvaznosti symptomu

spojenych s pozitim vétsiho mnozstvi laktozy (de Vrese et al. 2001).

2.3 Laktazova persistence

Primarni laktdzova intolerance, tedy pokles produkce laktdzy po ostaveni je povazovéna
za puvodni fenotyp, ktery se v celosvétovém méfitku vyskytuje u zhruba u 65 % lidi.
U zbylych 35 % je pfitomen druhotné vznikly stav, kdy je v tenkém stfevé produkovan
enzym laktaza i poté, co savéi mladé prestane byt zavislé na matefském mléce, jedna se
o tzv. laktazovou persistenci (LP). Nositelé fenotypu LP jsou tak schopni pfijimat velké
mnozstvi mléka po cely zZivot bez zaZivacich obtiZzi. Vyskyt LP byl zatim prokazan
pouze u lidi; jedna se ziejm¢ o adaptaci na novy typ stravy souvisejici S mlécnou
produkci, ktery se objevil se zavedenim zemédélskych technologii pred zhruba deseti

Mace 2002; Ingram et al. 2009a).

2.3.1 Genetické principy laktazové persistence

Skute¢nost ze mezi lidmi existuji rozdily v tom, jak jejich organismus travi mléko, bylo

znamo odnepaméti, avSak pfesna pfiCina tohoto jevu zlstavala dlouhou dobu nejasna.
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V roce 1973 bylo studii provedenou ve finskych rodindch prokazano, Ze se primarni
laktézova intolerance dédi jako autozomalné recesivni znak (Sahi 1974; Sahi et al.
1973), z ¢ehoz vyplynulo, ze LP musi byt pfedavana autozomaln¢ dominantni
dédicnosti.

Pozd¢jsi studie ukazaly, ze aktivita laktozy koreluje s mnozstvim mRNA
v enterocytu. Regulace produkce LPH tedy probiha uz na trovni transkripce
transkripcnimi faktory, které rovnéz zajistuji tkanové a bunécné specifickou regulaci
produkce LPH (Troelsen 2005; Wang et al. 1998). Vyslo rovnéZz najevo, ze tyto
transkrip¢ni faktory jsou ovlivnény cis-regula¢nimi elementy (CREs — cis-regulatory
elements) (Spodsberg et al. 1999; Wang et al. 1995). CREs jsou regulaéni sekvence
lezici na stejném vlakné jako regulovany gen a obvykle vzdalené do 1 Mb od jeho
promotoru (Siepel and Arbiza 2014).

Hledani ptesné ptic¢iny LP pokracovalo, ve studii Enattah et al. 2002 autofi opét
pouzili finské rodiny se znamym statusem LP, u nichZ identifikovali 200 kb dlouhy
usek ve vazebné nerovnovaze, jez zahrnoval LCT gen (lidsky gen pro LPH) a jeho
okoli. Nasledn¢ ur¢ili tzv. kritickou oblast o délce 47 kb a v ramci tohoto tGseku byly
uré¢eny dvé SNP mutace, jeZ jsou asociovany LP fenotypem (Enattah et al. 2002).

Je zajimavé, ze dvé nové objevené alely se nachazeji v intronech sousedniho
genu MCM6 (minichromosome maintenance gene 6). Zaména cytosinu (C) za tymin (T)
je ve tfinactém intronu, vzdalena 13 910 bp proti sméru transkripce (upstream) od
promotoru LCT genu a zaména guaninu (G) za adenosin (A) je v devatém intronu
22 018 bp upstream (Enattah et al. 2002). Pro tyto varianty nebo mutace se uziva
oznaceni —13910*T a —22018*A.

V pocatcich zkoumani toho, jak ptisobi —13910*T bylo in vitro prokazano, ze
pozice —13 910 ma enhancerovou aktivitu, tj. pomaha zesilovat transkripci. Pokud je
tedy na pozici —13 910 alela T, je enhancerova aktivita zhruba 4x vyssi, nez pokud je
zde alela C (Olds and Sibley 2003; Troelsen et al. 2003). Enhancerova aktivita je
zpusobena tim, ze —13910*T véaze mnohem siln€ji jeden z transkripénich faktorti —
Oct-1 (octamer-binding transcription factor 1). —13910*T zajist'uje produkci LPH i po
té, co by mél nastat po-odstavny pokles (Lewinsky et al. 2005). Na regulaci transkripce
LCT genu se podili kromé Oct-1 i dalsi transkripéni faktory jako je HNF1a (hepatocyte
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nuclear factor 1 o), HNF1B, HNF4a, GATA (gata binding protein), Cdx-2 (caudal-type
homeobox transcription factor 2) nebo Fox (forkhead box).

Rikke H. Lewinsky pfepokladal, Zze snizeni produkce LPH muze zacit jiz na
urovni transkripce, kdy jsou mista pro uvedené transkripéni faktory obsazovany
represory, nebo je transkripce regulovana tim, ze jsou transkripcni faktory pfijimany
méné. Pfi navazani Oct-1, by se naopak mély aktivatory transkripce stdle navazovat
nebo by se mélo zastavit navazovani represort (Lewinsky et al. 2005). Mutace
—22018*A ktera je ptitomna soucasné s —13910*T, byla studovana rovnéz, avsak u ni
enhancerova aktivita prokdzana nebyla, pficinou LP je v tomto piipadé jen —13910*T
(Olds and Sibley 2003; Rasinpera et al. 2004; Troelsen et al. 2003).

Studie Labrie et al. 2016 ukazala na mySim modelu a lidskych dobrovolnicich,
jak epigenetické zmény reguluji produkci LPH. Autofi objevili u lidi nékolik
regulacnich oblasti v genech MCM6 a LCT. V enterocytech jsou tyto oblasti genomu
postupem ¢asu modifikovany epigenetickymi zménami (napf. metylaci) a produkce
mRNA se postupné snizuje. Pro srovnani byly analyzovany i leukocyty — zde byly
regulacni oblasti od zacatku plné modifikovany. Regulace tvorby LPH s nartistajicim
vékem je pravdépodobné u savci evoluéné nezménéna, ukazuji na to dva vysoce
konzervované useky genomu — jiz zminovany intron 13 genu MCM®6 a intron 2 genu
LCT. Co se ty¢e pozice —13 910, studie ukazuje, ze pokud je zde genotyp CC, exon 16 a
intron 13 genu MCMS6 jsou postupem veku modifikovany, zatimco je-li zde CT nebo
TT, dochazi k modifikaci jen ¢astecné nebo zadné (Labrie et al. 2016; Swallow and

Troelsen 2016); viz Obrazek 4.
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Obrazek 4: Metylace enhanceru v genu MCM6 a zeslabeni exprese genu LCT.

V ramecku MCM6 Intron 13 je alela na pozici =13 910, r(zné odstiny modré znazorfiuji miru
metylace a sila interakci je znazornéna tloustkou Sipek (Swallow and Troelsen 2016)

Krom¢ -13910*T, se zfejm¢ nezavislym vyvojem objevily dalsi mutace
zodpovédné za LP ve stejné oblasti intronu 13 MCM6 — jedna se o —14010*C,
—14009*G, —13907*G a —13915*G (Enattah et al. 2008; Imtiaz et al. 2007; Ingram et al.
2007; Jones et al. 2013; Tishkoff et al. 2007). Pro ptesnou lokalizac mutaci v ramci
genu MCM6 viz Obrazek 5.

MCMé6 LCT

Chr. 2q21

GAGTGCATAAAGACG,/C '/ AAGTTACC.....GATAAT /GGTAGC/TccC/GTGGCCTCAAAGGAA
13 910 bp
-14 010 bp -13 915 bp 13 907 bp
10 kb

Obrazek 5: Geny MCM6 a LCT (Sipkou je znazornén smér transkripce) a schematické znazornéni
pozice pro-LP mutaci.
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Testovanim in vitro bylo prokazano, Ze vSechny vySe uvedené mutace maji
rovnéz enhancerovou aktivitu, tedy ptisobi stejnym mechanismem jako —13910*T
(Jones et al. 2013; Liebert et al. 2016; Tishkoff et al. 2007). U —14010*C bylo dale
zjisténo, Ze se nachazi rovnéz v jedné ze dvou oblasti, kde se navazuje Oct-1, jejiz efekt
je tedy stejny jako —13910*T. Je rovnéz pravdépodobné, ze —14009*G, jez je hned
vedle —14010*C, a mutace —13907*G a —13915*G, které tésn¢ sousedi s —13910*T,
pusobi obdobné (Jensen et al. 2011). Nicmén¢ pro —14009*G bylo pozdéji prokazano,
ze princip jejiho pusobeni je nejspis jiny nez —14010*C (Liebert et al. 2016).

Existuji i dalsi mutace, které by potencionalné¢ mohly rovnéz LP zptlisobovat.
Jedna se naptiklad o —13914*A (Khabarova et al. 2010; Tag et al. 2007) a —13913*C
(Ingram et al. 2007), avsak jejich vliv na expresi LPH nebyl vSak zatim in vitro
potvrzen. U mutace —13913*C byl prokazan jeji vyskyt i u osob co laktéozu netravi
(Jones et al. 2013). Dalsimi studovanymi variantami byla —14028*C a —13779*C, ktera
byla nalezena u pastevct Toda z jizni Indie. Analyzou in vitro byl vsak jejich efekt
potvrzen jen z ¢asti (Gallego Romero et al. 2012; Liebert et al. 2016). Pro detaily

o vSech uvedenych mutacich viz Tabulka 3.
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Tabulka 3: Mutace v intronu 13 MCM6 spojované s LP.

fyzicka pozice na chromozomu 2

ancestralini odvozend
rs
bp od LCT GRCh38 GRCh37 alela alela
-14 010 135851176 136608746 rs145946881 G C
-14 009 135851175 136608745 rs869051967 T G
-13915 135851081 136608651 rs41380347 T G
-13910 135851076 136608646 rs4988235 C T
-13 907 135851073 136608643 rs41525747 C G
-14 028* 135851194 136608764 rs759157971 T C
-13 914* 135851080 136608650 rs773131166 G A
-13913%* 135851079 136608649 rs41456145 T C
-13779%* 135850945 136608515 rs527991977 G C

Mutace oznacené * nebyly zatim prokazany testovanim in vitro jako pro-LP. V tabulce je
uvedena poloha polymorfism( viéi LCT genu a dale fyzickd poloha na chromozomu podle
nenovéjsi verze referenéniho genomu GRCh38 a podle starsi, avSak stdle casto pouzivaného
GRCh37, déle rs Cislo (Reference SNP ID, referencni Cislo polymorfismu) a plvodni varianta
polymorfismu a mutovang, jeZ je spojovana s LP

2.3.2 Méreni fenotypu laktazové persistence

Metody k experimentalnimu urceni, zda jedinec travi laktézu, byly navrzeny
a pouzivany v klinické praxi mnohem dfive, neZ byla zndma genetickd pfi¢ina LP.
Pivodné bylo jejich hlavnim ucelem diagnostikovat osoby s laktozovou intoleranci.
Téchto metod existuje cela fada, zde vSak uvedeme jen ty pouzivané v novéjSich
studiich LP.
intestindlni biopsie. Pacientovi je, napf. endoskopicky, odebran vzorek stfevni sliznice,
z néhoz je pak detekovana aktivita stfevnich disacharidaz, véetné laktdzy. Tato metoda
neni nejvhodnéj$i pro bézné pouzivani a nese s sebou ur€ité riziko naslednych
zdravotnich komplikaci, na druhé strané byla pouzivdna jako referen¢ni k ostatnim
vyvijenym metodam (Arola 1994; Rasinperd et al. 2004).

Pro méfeni v terénu se vice hodi neinvazivni metody, mezi bézné¢ vyuzivané
patii vodikovy dechovy test — BHT (breath hydrogen test), test krevni glukozy — LTT

(lactose tolerance test) a sledovani symptomt po poziti laktdézy. Pojd'me si nyni

21



ptiblizit jejich metodiku a princip. Proband (zkoumany jedinec) by mél pfed méfenim
minimalné osm, 1épe dvanact hodin hladovét (ptijimat pouze vodu) a nepfijimat potravu
ani béhem méfeni. BéZné se k vySetieni pfistupuje rano na la¢no. Pro BHT se dale
doporucuje se predchozi den vyvarovat nadymavych jidel. Proband by se rovnéz mél
tésn¢ pred méfenim vyvarovat zvySené fyzické aktivity a koufeni (Arola 1994;
Bernardes-Silva et al. 2007; Schirru et al. 2007). Ze studie by mély byt vylouceny
osoby, jez vnedavné dobé wuzivaly antibiotika, nebo trpi onemocnénim stfev
a cukrovkou.

Pti BHH se pouziva specidlni ptistroj pro métfeni Hy, existuji 1 pfenosné verze,
jez se vejdou do mensSiho kuffiku. Probandovi je nejprve na latno zméfen obsah H,
v dechu (baseline), poté je mu podano 25-50 g laktdzy rozpusténé ve zhruba 200 ml
vody (laktoza je k dostani v 1ékarnach ve formé bilého prasku). Pokud proband laktozu
netravi, laktéza se posune do tlustého stieva a zde ji metabolizuji stievni bakterie, jez
pfi tomto procesu uvoliuji mimo jiné i vodik. Vodik se pak dostane krevnim fecistém
do plic a je mozné jej pomoci daného pfistroje zmé&fit. Prvni méteni se obvykle provadi
30 minut od poziti laktdzy a je pak opakovano kazdych 30 minut po dobu az ¢ty hodin
(Arola 1994; Heyer et al. 2011; Schirru et al. 2007).

Pii LTT testu je probandovi zmétena nalacno baseline glykémie — mnozstvi
krevniho cukru (méfeni je mozné provadét napt. glukometrem uréenym pro diabetiky),
poté je mu podéna laktoza (50 g ve 200 ml H;0O) a nasledné je méfen vzestup glykémie
po 20-ti, 40-ti, 60-ti ptipadné i 80-ti minutach. U probandu, jez travi laktoézu ($tépi ji na
glukozu a galaktdozu) zaznamename vyrazny vzestup krevni glukozy (Arola 1994;
Mulcare et al. 2004; Tishkoff et al. 2007).

Dals§im kritériem, zda zatfadit probanda do skupiny co travi ¢i netravi laktozu,
jsou symptomy. Osoby, jez laktdézu nevstiebavaji, mohou diky metabolitim bakterii
tlustého stfeva pocitovat nadymani, kiece a rovnéz se mize dostavit prijem. Dle testi,
které byly provadény na dobrovolnicich z PfF UK, byly zazivaci potize u jedinct
netravicich laktézu docela bézné, ale u fulbskych pastevct v Burkiny Faso tomu tak
nebylo (Cerny, osobni sdéleni). Tyto rozdily mohou souviset s odlisnym sloZenim
sttevniho mikrobiomu obou vySetfovanych skupin a zaslouzily by si jisté dalSiho

zkoumani.
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Je tfeba poznamenat, ze uvedené neinvazivni metody jsou zatizeny urcitym
rizikem chyby, naptiklad pii BHT néktefi probandi diky jiné skladbé stfevnich baterii
vodik nevylucuji, nebo pfi LTT mulze nastat zvySeni glykémie diky opozdénému
vyprazdnovani potravy ze zaludku (Arola 1994). Pro zvySeni pfesnosti se doporucuje
pouzit vice metod zaroven (Heyer et al. 2011; Mulcare et al. 2004), coz je ovSem

V terénu Casto huafe realizovatelné.

2.4 Rozsireni LP v dnesnim sveété

Jak bylo vySe uvedeno, zhruba 65 % celosvétové populace netravi laktozu v dospélosti,
tedy tato ¢ast vykazuje tzv. primarni laktdzou intoleranci, coz je u savcl plvodni stav
(Ingram et al. 2009a; Itan et al. 2010). Zbylych 35 % nositeld LP neni zastoupeno
rovnomerné, existuji oblasti jako jihovychodni Asie, kde je podil LP osob prakticky
nulovy, a naopak mista jako severni Evropa, kde témét v§ichni mléény cukr v dospélosti
travi; viz Obrazek 6. Rovnéz rozmisténi jednotlivych variant zodpovédnych za LP neni
rovhomérny. Mimo vychodni Afriku a Ardbii nalézdme prakticky jen
—13910*T, v Africe je ale zastoupeno vSech pét mutaci, na Arabském poloostrové pak

dominuje —13915*G; viz Obrazek 7.
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Obrazek 6: Interpolovana mapa frekvenci LP fenotypu ve Starém svété.
Body oznacuji mista vzorkovani (Itan et al. 2010).
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Obrazek 7: Vyskyt a zastoupeni jednotlivych pro-LP variant ve Starém svété.

Mapa byla sestavena z vybranych populaci na zakladé publikovanych dat (Al-Abri et al. 2012b;
Hassan et al. 2016; Itan et al. 2010; Jones et al. 2015; Priehodova et al. 2014; Ranciaro et al.
2014).

2.4.1 LP v Evropé

Nejvyssi frekvence LP (89-96 %) jsou v severnich castech Evropy, konkrétné na
Britskych ostrovech a Skandinavii, ale 1 severu Némecka. Ve stfedni a zapadni Evropé
pak nachazime osob s LP o néco méné 62—-86 %, smérem na jih a vychod frekvence
dale klesaji na 15-56 % a naptiklad na Sardinii uz jen 11 % (lItan et al. 2010). V Evropé
tak miizeme pozorovat tzv. klinalni distribuci znaku, tedy snizovani podilu osob s LP ze
severozapadu smérem na jihovychod (Gerbault et al. 2011; Ingram et al. 2009a; Itan et
al. 2010). Takovy obraz ovSem narusuji n€které lokalni populace, napt. ve stiedni Italii
bylo identifikovano 81,6 % 0sob s LP a rovn&z u jednoho ze souborii ze Spanélska az
85 % a naopak u $védskych Sami byla zméfena frekvence LP jen 59 % (Holden and
Mace 2002; Itan et al. 2010).

Jako ptivodni byla v Evropé identifikovana mutace —13910*T. Jeji frekvence

jsou o néco niz§i nez frekvence samotné LP, protoze fenotyp LP se projevuje
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I V heterozygotnim stavu. Pro pfedstavu nejvyssi frekvence —13910*T byla urc¢ena
vV Severnim Irsku 95 %, nejnizs§i frekvence byly namétfeny na jihu Evropy 6-36 %
v Italii a 9-13 % v Recku (ltan et al. 2010).

Co se tyCe evropské casti Ruska, dat o LP je dostupnych méné¢ nez ze
zbytku Evropy, avSak zda se, Zze podil osob s LP je zde o néco nizsi, nicméné v oblasti
blizko hranice s Finskem bylo uréeno 41-52 % osob s LP. Z pro-LP variant byla ur¢ena
jen —13910*T a to 24 % z moskevské oblasti a 7-13 % z oblasti u Kaspického mote
(Itan et al. 2010).

2.4.2 LP v Asii a u puvodnich obyvatel Australie a Ameriky

V asijské ¢asti Ruska jsou namétené frekvence fenotypu LP 22-60 %, pficemz opét zde
byla ur¢ena jen —13910*T a to ve frekvenci od 3 % do 33 % (Itan et al. 2010).

V Ciné jsou frekvence LP velmi nizké, nevyssi namétené hodnoty 12 % a 24 %
byly u zde zijicich Kazachti a Mongold, u téchto populaci byla u¢ena —13910*T v 10 %.
Nutno podotknout ze LP u Mongolt, jakozto tradi¢niho pasteveckého naroda, je velmi
malo prostudovana, nizké frekvence LP jsou vysvétlovany tim, Ze Mongolové
konzumuji tradi¢né kysané mlécné vyrobky, Vv nichz je laktdza jiz rozs§tépena bakteriemi
mlécné fermentace (Holden and Mace 2002).

Ve stfedni Asii byla studovéna pasteveckd populace Kazachii a populace
Téadzikt a Uzbekd, jez jsou povazovani za usedlé zemédé€lce. Podil osob s LP byl
25-30 % u Kazacht a 11-19 % u Téadzikt a Uzbekd. Jedina pro-LP mutace —13910*T
byla ve frekvenci 17 % identifikovana u Kazachti a 10 % u spojeného souboru Tadzika
a Uzbeku (Heyer et al. 2011).

Indicky poloostrov je jednim z regioni Asie, kde nalézame vysoké frekvence
LP. Nejvyssi naméfené hodnoty fenotypu LP se pohybuji od 39 % ve stiedni Indii po
73 % na severu Indie (Itan et al. 2010). Za LP zde odpovida rovnéZ mutace —13910*T,
kterou nachazime vrozsahu 1,2-49%. Pres 40% vyskyt této varianty je na
severozapadé Indie u populaci, jez se tadi k indoevropské jazykové vétvi, zatimco

v

objevena ve 2,4 % varianta —13779*G, ktera by potencionalné¢ mohla byt dalsi pro-LP
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mutaci, avSak jeji efekt nebyl zatim potvrzen (Gallego Romero et al. 2012; Liebert et al.
2016).

Nejvyssi frekvence LP v rdmcei Asie jsou na Arabském poloostrové, a to az 86 %
u beduini (Itan et al. 2010). Ojedinéle zde byly nalezeny varianty —13907*G
a —14010*C a v nizkych frekvencich —13910*T (tato alela m¢la nevyssi zastoupeni
u Omanci s asijskym pivodem 15,6 %) (Al-Abri et al. 2012b; Prichodova et al. 2014).
Avsak variantou, ktera zde jasné dominuje je —13915*G, a sice od 6 % u Omanctu
s asijskym pivodem az po 72 % u Omancu ze Zufaru (Al-Abri et al. 2012b). Nejvyssi
frekvence v Saudské Arabii pak byla zjiSténa v zapadni ¢asti — 65 % (Imtiaz et al.
2007). Pro znazornéni vyskytu této varianty viz Obrazek 8, ten ukazuje jeji vyskyt

I v Africe, nikoli vSak Indii.

Obrazek 8 Interpolovana mapa rozsSifeni mutace —-13915*G na Arabském poloostrové
a v pfilehlych oblastech (Priehodova et al. 2014)

V jihovychodni Asii neni LP rozSifena vibec (Itan et al. 2010). Co se tyce
Australie a Nového Zélandu, ve dvou starSich studiich byla zjisténa v 16 % u Australcti

a 36 % Maori (Abbott and Tasman-Jones 1985; Brand et al. 1983; Itan et al. 2010).
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Avsak nové¢jsich dat o LP u téchto populaci je zatim velice mélo a udaje o genotypu
zZ téchto lokalit rovnéz chybi.

U pivodnich obyvatel Ameriky se LP rovnéz nevyskytuje viibec nebo jen ve
velmi nizkych frekvencich (mutace —13910*T). To je zfejm¢ dano genovym tokem od
ptichazejicich Evropana (Friedrich et al. 2012; Holden and Mace 2002; Paz-Y-Mifio et
al. 2016).

2.4.3 LP v Africe

Na zakladé¢ studia riznych genetickych polymorfismii bylo zjisténo, ze Afrika je mistem
nejvyssi genetické diverzity (Reed and Tishkoff 2006) a plati to i v piipadé LP.
V Africe nachazime vSech pét variant zodpovédnych za LP (Enattah et al. 2008; Ingram
et al. 2007; Jones et al. 2013; Tishkoff et al. 2007). Na rozdil od Evropy je zde LP
rozmisténa nerovnomérné — Casto populace pastevcu s vysokym podilem osob s LP
sousedi s populaci zemédé€lct, kteti nemaji LP vibec.

Jedny z nejvysSich frekvenci fenotypu LP byly zjistény ve vychodni Africe
u Masaju a Bedzu — téméf 90 % (Itan et al. 2010; Ranciaro et al. 2014; Tishkoff et al.
2007), ale vysoké frekvence jsou i v zapadni Africe, napiiklad az 100 % u Fulbu
(vzorek obsahoval jen 29 méfenych jedincd, ale vSichni laktozu travili (Arnold et al.
1980; Itan et al. 2010)) ¢i 87 % u Tuaregun, ale piekvapivé i u nékterych usedle Zijicich
populaci jako jsou senegalsti Sererové — 71 %. Ze severni Afriky je udaji o fenotypu
mén¢, frekvence fenotypu LP se pohybuji mezi 15 % a 40 % v Egypté a Tunisu.
U jihoafrickych khoisanskych populaci se LP vyskytuje ve 3-35 %, u namibijské
bantuské populace Hererd byl pak zméten fenotyp LP u 3 % zkoumanych osob (Itan et
al. 2010)

Vychodni Afrika je pak mistem s vyskytem riznych pro-LP mutaci. —-14010*C
byla ur¢ena u populaci patficich jak do afroasijské, tak 1 nigerokordofanské nebo
nilosaharské jazykové vétve, pficemz jedny z nejvyssich frekvenci této mutace (68,2 %)
byly objeveny u keniskych Masaji nilotského ptvodu (Ranciaro et al. 2014). —-13907*G
je typicka pro afroasijské populace Keni, Etiopie a Tanzanie, ale nevyssi frekvence
(25 %) byla nalezena u kusitskych Bedzt (Jones et al. 2015; Ranciaro et al. 2014;
Tishkoff et al. 2007). —13910*T se vyskytuje Vv nejvyssi mitfe (48 %) u stdanskych
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Fulba (Enattah et al. 2008) a —13915*G je nejfrekventovanéjsi (77 %), u sudanskych
Arabi RaSajda (Prichodova et al. 2014). —14009*G byla objevena rovnéz pouze
u afroasijskych populaci Etiopie a Keni, nevys$i zaznamenana frekvence je 13 %
u Arabi ze Sudanu (Priehodova et al. 2014) a 11,7 % stdanskych Bedzi kmene Beni
Amer (Jones et al. 2015). Cetnosti jednotlivych alel zachycuje Obrazek 9. K publikaci
mame pripravené vysledky populace Bedzii ze Sudanu, u kterych jsme urcili zatim

nejvyssi zndmy podil osob s —14009*G — 42 %.
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Obrazek 9: Interpolované mapy znazornujici frekvence pro-LP mutaci
a: —14010*C, —13915*G, -13910*T a -13907*G; podle Ranciaro et al. 2014,
b: —14009*G; podle Jones et al. 2015

28



V severni a zapadni Africe byla identifikovana prevazné —13910*T, ktera se ve
22 % se vyskytuje napi. u alzirskych Berbert. V nasi archeogenetické laboratoii byla
zjisténa také u tuarezskych pasteved v 41 % (Smidkova 2016). —13910*T je typické pak
rovnéz pro Fulby; napf. u malijské skupiny byla zjisténa ve frekvenci 37 % (Lokki et al.
2011). NasSe dosud nepublikované vysledky analyzy c¢trnacti lokalnich fulbskych
populaci potvrdily tuto mutaci u vSech zkoumanych souborl, pficemz nejvyssi
frekvence (59,6 %) byla objevena u nigerskych Fulbli z okoli mésta Abalak, viz
Obrazek 10. Obrazek rovnéz ukazuje vyse uvedeny fakt rozdilu v LP frekvencich mezi

ey

pasteveckymi a usedle Zijicimi zeméd€lskymi populacemi.
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Obrazek 10: Vyskyt pro-LP mutaci u zdpadoafrickych Fulbl (nazvy cerné) a u sousednich
usedlych populaci (ndzvy oranzové). FFE — Fulbové Ferlo, FFD — Fulbové Fouta Djallon, FDia —
Fulbobé Diafarabe, FBan — Fulbové Banfora, FTin - Fulbové Tindangou, FZR — Fulbové Ziniare,
FAde — Fulbové Ader, FAba — Fulbové Abalak, FZin — Fulbové Zinder, FDif — Fulbové Diffa, FBal —
Fulbové Balatungur, FLin — Fulbové Linia, FTCh — Fulbové Tcheboua, FBon — Fulbové Bongor,
MOS — Mossi, GRS — Gurunsi, GUR — Gourmantche, Koto — Kotoko. Masa — Massa. (Priehodova
2016 — nepublikovano).

Do jizni Afriky pak byla pravdépodobné v ramci migraci z vychodni a stfedni
Afriky zanesena —14010*C, jejiz nevyssi vyskyt zaznamenavame u namibijskych Khoit
ve frekvenci 20,5 % (Breton et al. 2014). Nejspise diky evropskym kolonialistim se zde
nachazi i —13910*T, v nevys$im zastoupeni u jihoafrické populace Welington Coloured

ve frekvenci 17,5 % (Breton et al. 2014).
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2.5 Historicko-kulturni kontext

2.5.1 Neolit a pocatky mlécného hospodarstvi

Milnikem pro vznik a Sifeni LP je obdobi, kdy lidé ptesli z lovu zvifat a sbéru rostlin
K vyrobé potravin prostfednictvim domestikovanych druhd; tzv. neoliticka revoluce
(Childe 1953). Za kolébku zemé&délstvi je tradiéné¢ povazovan Predni vychod, kde
archeologické doklady ukazuji na pocatky domestikace uz pied vice nez 10 000 lety
(Bar-Yosef 1998; Flannery 1973; Richards 2002). V tomto obdobi se tu lidé vénovali
nejen péstovani psenice a jeCmene, ale i chovu koz, ovci a hovéziho dobytka (Bar-Yosef
1998; Helmer et al. 2005; Peters et al. 2005; Zeder 2008).

Zemédelstvi se pied 8 0009 000 lety zacalo $ifit do okolnich oblast ptedev§im
vychodni Evropy a Balkanu, tedy po obou stranach Cerného mote (Obrazek 11), ale
také na Stfedni vychod a pozdéji povodim Nilu i do vychodni Afriky, pfi¢emz
dochazelo k rozpadu populaéni struktury ptivodné diferencovanych ¢asné zemédé€lskych

populaci (Lazaridis et al. 2016).

Date (KYBP)

Obrazek 11: Chronologicky ramec Sifeni zemédélstvi v ramci Predniho vychodu, Anatolie a
Evropy; KYBP — kilo year before present, tisic let pred soucasnosti (Balaresque et al. 2010;
Pinhasi et al. 2005).
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Dalsim historickym milnikem byla tzv. revoluce druhotnych produkti (termin
pochazi od britského archeologa Andrewa Sheratta). Domaci zvifata se po né¢jakém Case
zacala vyuzivat rovnéz béhem jejich zivota, a to pro vlnu, mléko nebo k tahu (Sherratt
1983). Podle tradi¢niho pojeti je tento komplex znalosti charakteristicky pro obdobi, jez
nazyvame eneolit. Pro eneolit je dale typicky vynalez pluhu a metalurgie médi. Pro
nékteré oblasti je tak tato epocha oznacovana terminem chalkolit nebo jednoduse doba
médeénd (Neustupny 2008).

Co se tyce chronologie, dalo by se fici, Ze eneolit pfichdzi zhruba o 2 000 a vice
let po pocatku neolitu. Napiiklad na Pfednim vychod¢ je datovan do obdobi pied 6 500
8 000 lety, na nasem uzemi pak pted 4 200-6 500 lety (Greenfield 2010; Neustupny
2008). Vétsi pocet diikazli o zpracovani viny a vyuzivani pluhu mame z obdobi zhruba
pied 6 000 lety z Mezopotamie a pied 5 000 lety pak z Evropy a severni Afriky (Vigne
and Helmer 2007).

Metod, jak zjistit zda bylo provozovdno mlé¢né hospodaftstvi, mize byt nékolik.
Jednou z nich je ur¢ovani pohlavi a porazkového staii z kosternich poztstatkti domacich
zvirat. Zvifata vyuzivana pro masnou produkci (tedy béhem neolitu) byla porazena
v obdobi, kdy se jim zpomali rust, tedy napi. u skotu ve 2—4 roce. Byly-li ale zabijeny
star$i kusy, tedy vice nez osmileté kravy, pravdépodobné se pied tim vyuzivaly pro
produkci mléka. Nalezy ostatkil starSich zvifat jsou rovnéz provazeny nalezy ostatki
telat starych 6-12 mésicl, tedy porazenych ziejmé brzy po ostaveni (Peske 1994).
Predpoklada se, ze prvni plemena domestikovaného skotu se podobaly napi. dnesnim
africkym plementim v tom smyslu, ze kravy mohou byt dojeny jen za pfitomnosti telat,
ktera vzbuzuji v samici tzv. vydojovaci (ejekéni) reflex (Cerny 2006). Vétsi podet téchto
kosternich nalezu svéd¢icich o mlééném hospodatstvi je pravé z dob eneolitu (Balasse
and Tresset 2002; PeSke 1994). AvSak existuji i starsi nalezy, napt. z Pfedniho vychodu
z obdobi az pied 10 500 lety, jez ukazuji na vyuziti koz jak pro maso, tak pro mléko
(Gerbault et al. 2013; Vigne 2008; Vigne and Helmer 2007). Doklady skotu
vyuzivaného pro mléko jiz v neolitu byly rovnéz objeveny ve Francii (Balasse and
Tresset 2002).

Nejpresveédcivesi doklady o tom, Ze mléEné hospodaistvi bylo praktikovano jiz

pfed eneolitem, poskytla pravéka keramika. Rezidua mastnych kyselin a mlééného tuku
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byla nalezena na keramice staré 7 000—8 500 let pochézejici z nckolika naleziSt
Vv severozapadni Anatolii (Evershed et al. 2008). Co se ty¢e Evropy, nejstarSi nalezy
mame z dneSniho Rumunska a Mad’arska, kde bylo uchovani mléka prokdzano na
keramice staré¢ 7 500—7 900 let (Craig et al. 2005). A rovnéz i v Kujavé (oblast na
severu Polska) byly nalezeny nadoby, jejichz stafi je odhadovano na 7 300-7 400
a 6 800-6 900 let, na nichz byla identifikovana rezidua mlééného tuku. Protoze byly
nadoby prodéravélé, usuzuje se, ze mohly slouzit k vyrobé syra (Salque et al. 2013).
Také nalezy na keramice z Britskych ostrovl ukazuji, ze zde 1idé mlécné hospodaistvi
provozovali jiz pied vice nez 6 000 lety a ze sem pravdépodobn¢ tato znalost pfisla jiz
s prvnimi zeméd¢lci (Copley et al. 2003).

Co se tyCe naseho uzemi, podle archeozoologické studie z nalezist’ ve stfednich
Cechach mtizeme predpokladat, ze chov dobytka, ovci a koz pro mléénou produkci
pobihal jiz pted 6 800—7 700 lety, v obdobi tzv. kultury s linearni keramikou (LBK
Lienarbandkeramik) — nejstar$i stiedoevropské neolitické kultury (Kovacikova et al.
2012; Zéapotocka 2007). Rovnéz analyza keramiky ze zapadoceskych nalezist’ potvrdila
pouzivani kravského a koziho mléka jiz v neolitu (Ciperova et al. 2015).
Archeozoologické doklady z obdobi eneolitu z ¢eskych a moravskych nalezist’ (zhruba
od obdobi 6 300 let pfed soucasnosti) pak ukazuji na vysoky podil dospélych jedinct —
ovci, koz a hovéziho dobytka, rovnéz nasvéd¢éuji porazeni telat po odstaveni. Tato fakta,
podpofena navic pievazujicimi nalezy samic v dospélém veku, svédci o vyuzivani zvitat
k sekundarnim produktim — v tomto ptipadé k mlécné produkci (Kysely 2010).

Pro pocatky neolitu v severni Africe, je typické, Ze zde pravdépodobné doslo
k domestikaci zvifat mnohem diive nez k domestikaci rostlin a je mozné ze zde bylo
I jedno z center domestikace hovéziho dobytka (Gifford-Gonzalez and Hanotte 2011).
Nejstarsi mimoevropské ditkazy o mlécném hospodaistvi pochézi z nalezisté Takarkori
Vv jihozépadni Libyi. Podle rezidui mléEného tuku na stfepech keramiky se predpoklada,
ze zde 1lidé provozovali mlééné hospodaistvi jiz v obdobi pted 5 800—7 200 lety (Dunne
et al. 2012).

Jedna z nov¢jsich studii priSla se zajimavou metodou, jak zjistit, zda bylo
v pravéku mléko dospélymi lidmi skute¢né konzumovéno. Jedna se detekci mlééného
proteinu B-laktoglobulinu v zubnim kameni z lidskych ostatkti. Autofi pouzili vzorky

z n€kolika lokalit Evropy, Asie a Afriky. B-laktoglobulin byl uren jiz u nejstarSich
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zkoumanych vzorkd (5 000 let) z Evropy a z oblasti dnesni Arménie a jihozapadni ¢asti
Ruska a jeho vyskyt koreloval s dne$ni ¢etnosti LP (Warinner et al. 2014).

Dalsi zajimava data, jez by mohla poskytovat doklady o ptedchozich praktikach
mlécného hospodarstvi, pochazi z vyzkumu variability gent kodujicich mlécné proteiny
u modernich plemen skotu. Vysledky ukazuji, Ze pivodni plemena skotu ze severni
Evropy maji v genech kodujicich mlécné proteiny vice nesynonymnich mutaci nez
ostatni zkoumand plemena (dataset zahrnoval 70 plemen z Evropy a Turecka). Autofi
predpokladaji, ze tyto zmény jsou dusledkem selekce, jez mohla zacit jiz v neolitu a
vedla ke zvySovani obsahu tukii a proteinti v mléce. V oblasti severni Evropy tak ziejmé

probéhla koevoluce lidi a zvifat, resp. genetickych znaku souvisejicich s konzumaci

mléka (Beja-Pereira et al. 2003).

2.5.2 Pastevectvi jako adaptace na aridni klima

Archeologické doklady ukazuji, ze viibec prvni zemédélci patfili do tzv. kultury
natifienu, ta se vyvinula v oblasti Levanty ptfed 10000-13 000 lety. Lid¢ této
archeologické kultury byli usedlymi lovci-sbéraci, kteti pravdépodobné jako prvi zacali
péstovat rostliny (Bar-Yosef 1998). K domestikaci ovci, koz, hovéziho dobytka a prasat
ziejmé doslo o néco pozdéji, zhruba od obdobi pied 10 500 lety (Vigne 2011).

V Africe a v Arabii mél vSak neolit docela jiny pribéh. Pastevectvi se zde
rozsifilo za absence péstovani rostlin. Prvni doklady pravdépodobné domestikovaného
¢i alespont chovaného ¢i hlidaného hovéziho dobytka v Africe pochéazi z obdobi pred
8 0009 000 lety z vychodni Sahary, prvni znamky o péstovani rostlin jsou zhruba
7 000 let staré a pochazi z udoli Nilu (Marshall and Hildebrand 2002). Dtivodem byly
zfejmé piirodni podminky. Velka ¢ast severovychodni Afriky vcetné Sahary byla pied
12 000 lety spiSe savanou nez pousti, mluvi se o tzv. zelené Sahate (Cilek and Pokorny
2016).

Savana je 1 v dneSni Africe nejrozsifencjSim biomem. Rozklada se od jizniho
okraje sahelu az po kapskou oblast, s vyjimkou konZské panve a horskych oblasti na
vychodé Afriky a poustnich oblasti na jihu Afriky. Je specificka tim, Ze se udrZzuje svou
sezonnosti, tedy zjednodusené feceno suchd obdobi brani tomu, aby se z ni stal les,

zatimco obdobi dest brani jeji pfeméné v poust. Pro stabilitu tohoto prostiedi jsou
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klicové rovnéz pozary, které zabranuji postupnou pieménu savany v les, svou roli
sehrava také skladba zvéie, resp. okusovaci, spasacu a predatort (Storch 2016).

Béhem vlh¢iho obdobi starSiho a stitedniho holocénu, panovaly v oblasti dnesni
Sahary podminky ne nepodobné vySe popsané savan¢ s dostatkem divoké zvéte, kterou
vyuzivali mistni lovci-sbéraci (Drake et al. 2011). A patné nékdy v tomto obdobi sem
zacali pronikat i prvni pastevci (Jesse et al. 2013). Pied 5 500-6 500 lety doslo k ale
vyraznému vysuseni a zhruba pted 2 500 lety se aridni prostfedi Sahary podobalo tomu
dnesnimu (Cilek and Pokorny 2016; Stvova 2016). Vysychajici savana se tak pro
lovce-sbérate a pastevce stavala stale vice nepfedvidatelnym prostiedim diky
nepravidelnosti srazek a tim padem i zdroji obzivy (Sereno et al. 2008).

Otazkou zustava, zda bylo v Africe samostatné domestika¢ni centrum hovéziho
dobytka a zda zde mohla domestikace vypadat tak, ze lovci sbéraci piesli z toho, Ze
stada dobytka nejdfive jen sledovali a lovili, k domestikaci a nomadskému pastevectvi
(Marshall and Hildebrand 2002). Nicméné pted 4 000-5 000 lety bylo pravdépodobné
pastevectvi, kombinované se sbérem a lovem, GspéSnou subsistenci v oblasti dnesniho
sahelu, kam se pravéci pastevci vzhledem k §ifeni pousté stahli (Gifford-Gonzalez and
Hanotte 2011).

Pastevci jsou definovani jako lidé primarné zavisli na produktech ziskanych od
domacich zvitat (z f4du sudo- a lichokopytnikil). Pastevce bychom mohli rozdélit také
na agro-pastevce neboli smiSené¢ zemédélce, jez kombinuji péstovani rostlin a chov
zvitat a Cisté pastevce, ktefi jsou zavisli pouze na produktech svych zvifat. Nicmén¢ 1
tito Cisti pastevei sménuji produkty ziskané od svych zvifat s produkty usedlych
zemédélcu-péstitelt a Casto i s lovei sbéraci (Gifford-Gonzalez 2005).

I v dnesni dobé je v oblastech jako je sahel a dalSich mistech, které maji jen
sezonni prisun srazek, nomadské pastevectvi stale rozsifeno. A stale se jednd o velmi
vyhodné vyuzivani zdroji takovychto oblasti. Pfikladem miiZe byt studie, ve které bylo
zjisténo, ze déti nomadsky Zzijicich Tuaregl (chudych i1 bohatych) jsou 1épe ziveny nez
déti usedlych zemédé€lcti ze stejné oblasti, nejhife pak dopadly déti druhotné
sedentarizovanych Tuaregi. Zda se tedy, ze nomdadi jsou schopni v téch nejsusSich
oblastech celit nehostinnému klimatu lépe nez usedli zemédélci (Pedersen and

Benjaminsen 2008).
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V suchych a stepnich oblastech se stava nevyhodnéj$im vyuzivat zvifata, bez
toho aby byla usmrcena. Slouzi k produkci mléka, piipadné je konzumovana i krev a
pastevci tak ziskdvaji tekutiny a ziviny i v obdobich sucha, bez toho, aby zhorsili
udrzitelnost stada (Gifford-Gonzalez and Hanotte 2011). Pastevci zde migruji primarné
pro to, aby zajistili celoro¢ni obZivu a vodu svym stadiim, tyto migrace mohou probihat
podle rtiznych vzorct. Pfesuny byvaji rovnéz ovlivnény i snahou pastevcii vyhnout se
obtiznému hmyzu a nebezpec¢i ndkazy dobytka nemocemi. Svou roli pak ¢asto sehravaji
1 politické a ekonomické faktory, napt. statni hranice, vyhnuti se placeni dani, ¢i ochota
usedlych zeméd¢lci pronajimat svou pudu k pastvé (Dysonhudson and Dysonhudson
1980). V obdobich sucha mohou napf. spory o vodni zdroje mezi pastevci a usedlymi
zemédélci vygradovat az v pri¢inu obCanské valky, ¢ehoz je ptikladem napt. nedavny
konflikt v sudanské oblasti Darfar (Cilek 2016).

Nejefektivngj$im vyuzitim krajiny s nizkym thrnem srazek a dlouhym obdobim
sucha tedy je nomadské pastevectvi, kdy se lidé v z4jmu zajiSténi celoro¢ni obzivy
svym stadim piemist'uji a vyuZzivaji sezonni pastviny (Dysonhudson and Dysonhudson
1980). Mluvime tak o extenzivnim vyuziti krajiny nebo také transhumacich, tedy
periodickych migracich do sezénnich stanovist. V sahelo-sidanském pasmu jde o
transhumace horizontalni (plo$né), jinde pak vertikalni (v zavislosti na nadmoiské
vyice), napt. pastevci v franu. Ukazuje se, Ze znalosti o chovani pastevci jsou dulezité

napf. pro prevenci Sifeni nékterych infekénich chorob (Xiao et al. 2015).

2.6 Molekularni signadly pozitivni selekce pro laktdazovou
persistenci

Predpoklada se, ze vysoké frekvence vyskytu LP u nékterych populaci musely byt
podminény tim, Ze schopnost piti mléka v dospélosti pfinasela danym jedincim vyhodu
a zvySovala jejich reprodukéni zdatnost. Jinymi slovy, Ze tento znak byl pod vlivem
pozitivni selekce. Néasledujici kapitola by méla demonstrovat, jak analyzy genetické
diverzity molekularniho pozadi LP zaméfené na vyzkum selekéni neutrality tento
predpoklad skute¢né potvrzuji.

Jesté pred tim, nez byly znamy jednotlivé pro-LP mutace (Harvey et al. 1998;

Hollox et al. 2001) bylo v ramci zhruba 60 kb LCT genu a 5 kb upstream analyzovano
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11 polymorfnich mist. Pro mimo-africké populace bylo identifikovano 50 hlavnich
haplotypu (haplotypem oznacujeme specifickou kombinaci alel), pficemz Ctyfi
nejcastejsi byly oznaceny pismeny A, B, C a U. Bylo zjisténo, ze nejfrekventovanéjsi
haplotyp v severni Evropé (A) je asociovan s LP. Autofi to interpretovali jako vysledek
genetického driftu a silné pozitivni selekce. U africkych populaci byla pak zjisténa
mnohem vyssi haplotypova diverzita. Napiiklad ¢tyfi nejcastéjsi haplotypy A, B, Ca U
vcetné jejich odvozenin tvoii 89 % mimo-africké haplotypové diverzity, ale jen 51 %
subsaharskych haplotypu (Harvey et al. 1998; Hollox et al. 2001; Ingram et al. 2009a).

O néco pozd&ji byl identifikovan vyskyt alely —13910*T vyhradné v ramci
haplotypu A a na zakladé¢ analyzy 18 SNP v okoli ur¢en region zhruba o velikosti 1 Mb,
jez je ve vazebné nerovnovaze (Poulter et al. 2003). Vazebna nerovnovaha znamena, ze
zastoupeni jednotlivych genotypii v populaci neodpovidd jejich teoretické Cetnosti
(Flegr 2009). Pri¢in mtize byt n¢kolik, jednou z nich je pozitivni selekce. Pii pohlavnim
roznozovani totiz dochazi v meidze k rekombinacim mezi chromozomy a do dalsi
generace jsou piendSeny nové haplotypy. Pokud se v genomu vyskytne vyhodna alela,
Sifi se rychle v dalsich generacich a s touto vyhodnou alelou mize byt pienasen i okolni
haplotyp — jedna se vlastné o tzv. evolucni svezeni se (genetic hitchhiking) (Jobling et
al. 2013). Selekce se projevi tzv. evolu¢nim vymetenim (selective sweep) tedy snizenim
genetické variability v okoli vyhodné mutace (Flegr 2009; Jobling et al. 2013).
Vyslednym stavem je pak relativné dlouhy haplotyp, jeZ mutaci obklopuje.

Ve studii Bersaglieri et al. 2004 bylo zkoumano vice nez 100 SNP v okoli
—13910*T a u evropskych nositeltl této mutace byla uréena délka okolniho haplotypu na
vice nez 1 Mb. Konkrétné u souboru Ameri¢and S evropskym pivodem byl nalezen
z velké Casti identicky haplotyp dlouhy vice nez 800 kb — viz Obrazek 12. Pozitivni
selekce zde byla prokazana tfemi riznymi metodami (Fst, Pexcesss @ REHH — relative

extended haplotype homozygosity) (Bersaglieri et al. 2004).
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Core haplotypes with LCT-
persistence allele

Core haplotypes with LCT-
nonpersistence allele

LCT ;ore region

Obrazek 12: Znazornéni haplotyp( v okoli LP alely na zdkladé dat z populace Americanl
evropského pivodu. Cerné je zndzornén centralni blok s pozici C/T-13910, &ervené pak
haplotypy s —13910*T a fialové haplotypy s -13910*C. Vzdalenosti jsou v centimorganech. Je
patrna dlouha identicka oblast v okoli —13910*T (Bersaglieri et al. 2004).

Haplotypové zkoumani —13910*T u populace africkych Fulbli z Kamerunu
rovné&Z prokazalo > 1 Mb dlouhy haplotyp. Vyslo rovnéz najevo, ze Fulbové a Arabové
Baggara z Kamerunu a Bulalové zCadu sdili haplotypové pozadi —13910*T
s evropskymi populacemi zatimco okolni haplotyp u alzirskych berbert (Mozabité)
odpovida tomu, ktery byl objeven u populaci stiedni Asie (Ranciaro et al. 2014).

Pozitivni selekce diky dlouhé oblasti haplotypové homozygozity byla uréena i
pro alelu —14010*C a sice na zakladé dat od populaci z Keni, Tanzanie a Sudanu. Zde
bylo analyzovano 123 SNP na useku delSim nez 3 Mb v okoli alely —14010*C.
Haplotyp sdileny vyse uvedenymi populacemi byl vice nez 2 Mb dlouhy (Tishkoff et al.
2007).

Selekce byla prokazana i pro —13915*G u saudskych Arabl. Na zakladé analyzy
18 SNP a jedné inzerce v ramci 2,2 Mb dlouhého tseku v jejim okoli byl identifikovan
1,3 Mb dlouhy sdileny haplotyp. Diky analyze haplotypt v okoli dalSich pro-LP mutaci
u souboru jez obsahoval vzorky z celého svéta, véetné uvedenych satidsko-arabskych,
se ukdzalo, ze mutace —13907*G sdili stejny haplotypovy zéklad s —13910*T zatimco
—13915*G se od nich svym haplotypovym pozadim odlisuje (Obrazek 13). Autofi se
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domnivaji, ze varianty —13907*G a —13910*T by se mohly rozsitit v souvislosti
s domestikaci skotu, zatimco rozsifeni —13915*G souvisi s domestikaci velblouda
(Enattah et al. 2008).

Vysledky ukazujici na pozitivni selekci haplotypu v okoli —13915*G byly

nedavno rovnéz potvrzeny analyzou vzorka z Omanu a Jemenu (Bayoumi et al. 2016).
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Obrazek 13: Haplotypova sit vytvofena na zakladé analyzy 26 SNP v Useku 3128 bp v ramci
intronu 13 genu MCM6. Analyzovano bylo 170 jedincli z 13 populaci z celého svéta. Modre jsou
uvedeny pozice mutaci, ¢erné Cisla haplotypd, cervené pro-LP mutace, Zluté vybarvené kruhy —
haplotypy bez pro-LP mutace, zelené haplotypy s pro-LP mutaci. Haplotyp s mutaci -13910*T
(H98) a haplotyp —13907*G (H100), vychazi ze stejného haplotypu bez pro-LP mutace (H84),
zatimco —13915*G (H99) ma odlisny vychozi haplotyp (H107) (Enattah et al. 2008).

U etiopskych Amharti, Oromu, Tigerejcti, Wolajiti a smiSeného souboru
Etiopant bylo nalezeno vSech pét pro-LP variant (Jones et al. 2015). Autofi této studie
dale zkoumali dva regiony (500 bp tusek 16 kb upstream a 361 bp usek 13 kb

downstream od oblasti s pro-LP mutacemi) u osob s a bez LP. Ukazalo, ze u osob s LP
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byla genetickd diverzita ve zkoumanych lokusech vyS$i nez u osob bez LP,
jako mekké selekéni vymeteni (soft selective sweep), jedna o soucasné zvySeni
frekvence rtiznych alel (a okolnich haplotypil), jez zodpovidaji za stejny znak, tedy za
LP (Jones et al. 2013). Pokud totiz na pocatku existuje vice ancestralnich haplotypt
obklopujicich vyhodnou mutaci, selekce plisobi paralelné na vSechny, a nenachazime
tak homogenni okoli mutace jako bézného selekéniho vymeteni (Pennings and
Hermisson 2006).

Diverzita haplotypu v okoli zkoumané mutace se muze stat nastrojem pro
datovani mutace (Slatkin and Rannala 2000). Piedpokladem je, Zze objevi-li se nova
mutace v populaci, jeji okolni haplotyp neni diverzifikovany. Zvysi-li se frekvence alely
Vv populaci, okolni haplotyp zacne byt diverzifikovan rekombinacemi a novymi
mutacemi. Mira naakumulované diverzity v ur¢itém haplotypu pak miize odpovidat jeho
stafi (Jobling et al. 2013). Jak bylo uvedeno vyse v ptipadé rychlého nartstu frekvence
mutace v populaci diky pozitivni selekci, 1ze v okoli vyhodné mutace pozorovat oblast
vazebné nerovnovahy. Jedna se o oblast haplotypové homozygozity (extended
haplotype homzygosity — EHH), ktera se postupem casu diky dal$im rekombinacim
a novym mutacim, rozpada. Na zakladé frekvenci haplotypt s EHH v dané populaci se
tak da odhadnout stafi mutace, resp. haplotypu obklopujiciho vyhodnou mutaci (Sabeti
et al. 2002; Tishkoff et al. 2007).

Informace zjisténé o okolnich haplotypech pro-LP mutaci byly rovnéz
v n¢kolika studiich vyuzity k odhadu staii jednotlivych mutaci. Pro ptehled vysledkt

a pouzitych metod viz Tabulka 4.
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Tabulka 4: Odhad stafi pro-LP mutaci podle rdznych studii

odhad véku .
pro-LP Y lokalita vio s
mutace (let pred ., reference pouZzité metody
mutace . ; vzorkovadni
soucasnosti)
Evropa
5 188-20 650 (Ameriéa’né Analyza rozpadu
—13910*T evropského (Bersaglieri et al. 2004) oblasti vazebné
pdvodu)* nerovnovahy**
1625-3118 Skandinavie
Portugalsko, Itdlie, ASD, Simulace
Kamerun vychazejici ze snizeni
—13910*T 7 500-12 500 (Fulbové), Svaty (Coelho et al. 2005) cetnosti modalni
Tomas a Princlv (asociované) alely s
ostrov mutaci
Kena, T i
~14010%C | 2700-6 800 ena, Jenzante, _
Sudan Simulace koalescence v
Evropa rdmci modelu

(Americané (Tishkoff et al. 2007) zahrnujiciho selekci a

evropského rekombinace
puavodu)*

-13910*T 8 000-9 000

Analyza rozpadu
oblasti vazebné

_ % . A ap
13915*G 6 140-2 050 Saudska Arabie (Enattah et al. 2008) nerovnovahy**, ASD, p
statistika
Uzbekistan
7 200-12 100 (Uzbekové, Spoieny odhad véku
~13910*T Tadzikové) (Heyer et al. 2011) L Ve
Uzbekistan alely a rychlosti rlstu
5 800-9 900 v
(Kazasi)
5 000-4 300 Jemen Analyza rozpadu
—13915*G 4 ifarsti Bayoumi et al. 2016 oblasti vazebné
5 400-2 200 Oman (,Zuf.arstl (Bay ) ebné
Omadnci) nerovnovahy

ASD average square distance method, metoda primérnych ¢tvercovych vzdalenosti — program
Ytime (Behar et al. 2003); *Populace z projektu 1000 Genomes — CEU (Auton et al. 2015);
**Uméle vytvoreny ndzev pro rdzné pristupy zaloZzené na obdobném principu, ve studiich pod
nazvy: Decay of haplotype (Bersaglieri et al. 2004), Lincage disequilibrum decay (Enattah et al.
2008), Extended haplotype homozygosity decay (Bayoumi et al. 2016)

2.7 Hypotézy vzniku a rozsireni laktazové persistence

Dnesni rozsifeni LP zhruba u jedné tietiny svétové populace je ziegmé vysledkem
pusobeni pozitivni selekce. Ta v§ak nemohla probihat diive, nez se lidé zacali vénovat
mléénému hospodarstvi a konzumaci mléka. AvSak jaka byla skutecnd pticina vyhody

piti Cerstvého mléka? LP neni roz§ifena rovnomérne a nalézame ji u populaci zijicich ve

velmi odlisnych klimatickych podminkach s odliSnou subsistenci. Existuji téi zakladni
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hypotézy vysvétlujici diuvody tohoto jevu: kulturné-historicka hypotéza, hypotéza o
zvySeni piijmu vapniku v oblastech s nedostatkem slune¢niho zafeni a hypotéza o LP
Vv aridnich oblastech.

Kulturné-historicka hypotéza pirepokladd, ze k selekci doSlo v populacich
chovateli dobytka, zejména pastevcti, kde byla LP pozitivné selektovana diky moznosti
zvySeni energetického piijmu pravé konzumaci Cerstvého mléka (Holden and Mace
2002). Pastevci maji obvykle velka stada krav poskytujicich dostatek mléka a je tedy
nasnad¢, aby zde vznikla mutace, kterd bude tento zdroj energie vyuzivat. Zbylé dvé
hypotézy berou v potaz kromé kulturnich navyku rovnéz vliv prostiedi. Zvyseni piijmu
vapniku mize byt vyhodné v oblastech s nizkym slune¢nim osvitem, kde lidé syntetizuji
mén¢ vitaminu D3 Z koznich prekurzori. Tento vitamin je potfebny pro absorpci
vapniku Vv kostech, pfirozenou imunitu nebo vyvoj pankreatu a jeho nedostatek
zpusobuje u déti kiivici a u dospélych osteomalacii, pfi¢emz nasledkem téchto poruch
mohou byt napt. porody rizikovéjsi. Touto hypotézou by se tedy dalo vysvétlit rozsiteni
LP na evropském kontinentu, kde byl prokazéan klesajici gradient frekvenci vyskytu LP
ze severu na jih. Lidé v severnich zemépisnych Sitkach mohli skute¢né vlivem
nedostatecného slunec¢niho osvitu trpét avitaminézou vitaminu D. Schopnost piijimat
vetsi mnozstvi mléka, jakozto alternativniho zdroje vapniku, tak zde miize byt vyhodna
a rovnéz muze zvysit Sanci mit potomky (Flatz and Rotthauwe 1973). Dalsi hypotéza se
pokousi vysvétlit, pro¢ je LP rozsifena u pastevcu aridnich oblasti. Pro populace Zijici
nomadskym stylem zivota v poustnich a polopoustnich oblastech miize byt LP vyhodna

proto, ze se jim mléko stane nejen zdrojem kalorii ale i vody (Cook and al-Torki 1975).

2.7.1 Kulturné-historicka hypotéza

Souvislosti LP a mlééného hospodarstvi si vS§imli jiz v 70. letech minulého stoleti
Frederick J. Simoons a Robert D. McCracken a na zakladé porovnani vyskytu fenotypu
LP a mlécné produkce u riznych populaci zformulovali tzv. kulturné-historickou
hypotézu. Podle této teorie se fenotyp LP vyselektoval jen v populacich, které
provozovaly ¢i provozuji mlécné hospodaistvi a tradiéné konzumuji Cerstvé mléko
(nikoli mlé¢né produkty, v nichZ je laktdza odstranéna fermentaci) (McCracken 1971;
Simoons 1970). R. D. McCracken vyslovil dokonce myslenku, Ze fenotyp LP by mohl
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byt pivodni a jen ty populace, které mohly travit mléény cukr v dospélosti, zacaly
praktikovat mlé¢né hospodarstvi, avSak dalsi data tuto teorii nepotvrdila (Leonardi et al.
2012; McCracken 1971).

Pozdéji byl vytvofen stochasticky model genové-kulturni koevoluce (Aoki
1986). Byly zde definovany dva biologické fenotypy — LP (laktazova persistence)
a LNP (laktazova ne-persistence) a dva kulturni fenotypy — konzument a ne-konzument
mléka. Predpokladem bylo, Ze po c¢ase bude frekvence jedinci s LP fenotypem
odpovidat fixovani kulturniho zvyku piti mléka (pfi panmiktické populaci, pienosu
kulturnich navyku z rodict na déti a pocatecni efektivni velikosti populace 100 jedinc,
pak nebyly zahrnuty n¢které dalsi proménné, napiiklad migrace). Piestoze vysledkem
bylo, Ze tyto dvé proménné korelovaly jen ¢aste¢né, autor studie uvadi, ze to nemusi byt
pfimo v rozporu s kulturné-historickou hypotézou. Vysledky modelu mohou podporovat
predpoklad, Ze existuji konzumenti mléka, ktefi nemaji LP a naopak (Aoki 1986;
Leonardi et al. 2012).

Asociaci mezi pastevectvim a LP rovnéZ potvrzuji vysledky analyzy ve studii
Holden and Mace 1997. Pro studii byly vytvofeny fylogenetické stromy sestavajici z 62
populaci celého svéta na zakladé jazykové a genetické variability, u nichz byl znamy
status LP a zavislost na pastevectvi (pro pfedstavu, napiiklad u beduint byla uvedena
>50% zavislost na pastevectvi, u Cechli 30-50% a Mad’arit <30% (Holden and Mace
2002)). Dale pak bylo testovano, jak spolu souvisi pastevectvi, mnozstvi srazek a pocet
suchych mésici béhem roku a mira slune¢niho zéafeni. Ukazalo se, Ze pastevectvi
vysvétluje vétSinu vyskytu LP v dneSnim svété. Nepotvrdila se souvislost zemépisné
Sitky a LP ani aridniho klimatu a LP. Praktikovani pastevectvi v aridnich lokalitach
vysvétluji autorky studie tim, ze pastevectvi je adaptaci na nehostinné podminky,
V nichz nelze provozovat zemédé€lstvi (Holden and Mace 1997; Holden and Mace
2002).

2.7.2 Hypotéza zvySeni prijmu vapniku v oblastech s nedostatkem

’

slunec¢niho zareni

Vitamin D se tvofi v kazi z prekurzoru 7-dehydrocholesterolu aktivaci UVB zafenim.

Jeden z jeho dalsich metabolitt kalcitriol (1,25-dihydroxycholekalciferol neboli vitamin
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D3) reguluje syntézu CaBP (calcium binding protein), ktery se u¢astni pfijmu vapniku.
Nedostatek vitaminu D se tedy muize projevit nedostate¢nym vstiebavanim vapniku a
s tim spojenymi poruchami jako je kiivice u déti nebo osteomalacie u dospélych.

V roce 1973 pfisli Gebhard Flatz a Hans W. Rotthauwe s hypotézou, ze by se v
oblastech s nedostatkem slune¢niho zafeni mohlo stat alternativnim zdrojem vitaminu D
a vapniku mléko a schopnost traveni laktozy zde zvysit fitness jedince (Flatz and
Rotthauwe 1973).

Vépnik nemusi byt pfijiman jen za pomoci CaBP, ale i pomoci tzv. pasivni
difuze mezibunéénymi prostory a podle nékterych praci mize dokonce samotna laktoza
zvysovat vstiebavani vapniku intercelularni cestou. Jak tento proces funguje, vSak stale
neni jasné (Guéguen and Pointillart 2000; Lengemann et al. 1959). Dalsi studie se vSak
v odpovédi na otazku, zda laktéza pomaha vstiebavat vapnik, neshoduji (Abrams et al.
2002; Zittermann et al. 2000). Jinak se na transportu vapniku zfejmé podileji i mlééné
proteiny — kaseiny a B-laktoglobulin. Ml¢ko je tedy velmi dobrym zdrojem vapniku — 1
sklenice (244 g) kravského mléka obsahuje 297,5-310 mg, coz je zhruba 37-40 %
doporucené denni davky (Pereira 2014). Mléko obsahuje rovnéz i vitamin D, avSak jen
malé mnozstvi, zhruba 0,1-0,8 pg/1 coz je 2—10 % doporucené denni davky (Walstra et
al. 2006). Vice vitaminu D se da ziskat z potravin, jako jsou zloutky a tu¢né motské
ryby (Green et al. 2015).

Je tedy mozné, ze pred-neoliticti evropsti lovci-sbéraci Zijici v oblastech s niz§im
UVB zafenim mohli ziskavat vitamin D hlavné konzumaci potravin, jako jsou vejce
a moiské ryby. Studie radioizotopil V kostnim kolagenu ukazuji, ze vyznamnou soucast
jidelnicku lovcu-sbéract z Britskych ostrovil a jizni Skandinavie tvofily motské zdroje,
zatimco usedli zeméd¢€lci, 1 ti co zili v pobfeznich oblastech, se Zivili spiSe potravou
ziskanou na sou$i. Problém s nedostatkem vitaminu D mohl nastat az po pfijeti
zemédelské technologie 1 pro to, Ze strava bohatd na vlakninu miiZze vést ke snizeni
obsahu 25-hydroxivitaminu Dz Vv krevni plasmé (Batchelor and Compston 1983;
Gerbault et al. 2011; Richards et al. 2003).

Ve studii Gerbault et al. 2009 byla pouzita data od ¢&tyt populaci Blizkého
vychodu a 22 populaci Evropy. Pomoci pocitatovych simulaci byly testovany dva
modely Sifeni LP — kulturni a demickou difuzi, pfi¢emz kazdy z téchto modeld byl

testovan pro konstantni selekci a selekci zavislou na zemépisné Sifce. K tomu bylo
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testovano jesté to, zda se mohla LP Sifit rychleji u stfedoevropské neolitické populace
LBK (ptedpokladem bylo, ze lidé ve stfedni Evropé pili vice nefermentovaného mléka,
nebot’ se zde diky chladnéjSimu klimatu skladovalo 1épe nez naptiklad ve Sttedomoti).
Vysledkem bylo zamitnuti hypotézy o kontinualni selekci, pficemz nejlépe vyhovujicim
modelem byla demicka difuze se selekci zavislou na zemépisné Sifce. Vysoké frekvence
LP v severni Evropé nemohly nastat stochastickymi procesy jako je geneticky drift, tedy
vysledky hovofi pro hypotézu zvyseni piijmu vapniku. Autoti dale predpokladaji, ze na
rozsitovani LP v Evropé mély vyznamny vliv také migrace (Gerbault et al. 2011,
Gerbault et al. 2009; Leonardi et al. 2012).

Na druhé strang, v jizni Evropé nalézame sice niz$i frekvence LP, avSak i zde
existuji oblasti kde je LP pomérné hojnd. Naptiklad ve Span¢lské v Galicii byla zjisténa
u 66 % obyvatel, pti¢emz vyskyt alely —13910*T je 37 % (Itan et al. 2010; Sverrisdottir
et al. 2014). Obyvatelé této oblasti netrpi nedostatkem slune¢niho zafeni a da se tak
predpokladat, Ze i vitaminu D maji dostatek (Sverrisdottir et al. 2014). Alela —13910*T
nebyla vSak identifikovana ani u jednoho jedince ze 7 000 let starého neolitického
nalezi§té v severovychodnim Spanélsku (Lacan et al. 2011b; Sverrisdottir et al. 2014).
Podle pocitacovych simulaci a dat ze souCasné a archaické mitochondrialni DNA
(MtDNA) se zda, ze zde nedoslo k populaéni vyméné. Pro mutaci —13910*T zde byla
prokazéana pozitivni selekce a zamitnuta hypotéza genetického driftu. Pokud jsou tedy
tyto vysledky spravné, hovoti v neprospéch hypotézy o zvyseni ptijmu vapniku jakozto
pficiny LP v celé Evropé, respektive toho Ze se LP na severu Evropy hojné rozsifila a
do zbytku Evropy se dostala genovym tokem. Pravdépodobné zde musel existovat dalsi
divod pro rozSifeni LP, jiny nez nedostatek UVB zafeni ¢i silny genovy tok
(Sverrisdottir et al. 2014).

Budeme-li hledat né&jaké paralely ze souCasnosti, muzeme narazit na
kontroverzni vysledky. Jedna ze studii se zamé&fila na vitamin D u nigerskych Fulbl
(Glew et al. 2010). Fulbové jsou tradicné pastevecky narod afrického sahelu. Bézné
konzumuji Cerstvé kravské mléko a nalézdme u nich rovnéz vysoké frekvence osob
S LP. Autofi zminované studie analyzovali 22 fulbskych muzt a 29 zen ve véku 18-72
let a zjistili, Ze 83 % Zen a 45 % muzi trpi nedostatkem vitaminu D (Glew et al. 2010).
Toto zjisténi je pomérné piekvapivé uvazime-li, ze pasmo afrického Sahelu je vice nez

dostatecné zasobeno slunecnim zafenim. Autofi nedostatek vitaminu D vysvétluji
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kulturou oblékani, kdy si hlavné Zeny tradicné zahaluji vétSinu téla odévem a rovnéz
tim, Ze tito pastevci nemaji dostaCeny pfistup k potravinam, v nichz je vEétsi mnozstvi
vitaminu D (Glew et al. 2010). Avsak to, zda by se u Fulbt vyskytovala ve vyssi mife
kfivice ¢i osteomalacie nebylo zatim dostatecné prozkouméano, rovnéz neni
zodpoveézena otazka, zda nahrazuji pfipadny nedostatek vitaminu D zvySenym piijmem
0 21 % méné vapniku nez je norma pro populaci Spojenych stat americkych (Glew et
al. 2001). Je tedy diskutabilni, zda tyto vysledky mohou néjak podpofit ¢i zpochybnit
zminovanou hypotézu, nebo zda se dvé tak odliSnd Zivotni prostfedi jako je sahel
a sever evropského kontinentu daji viibec srovnavat. Rovnéz je diskutabilni, zda se daji
doporucené vyzivové hodnoty pro obyvatele Spojenych stati americkych aplikovat

obecné na ostatni populace.

2.7.3 Hypotéza o LP v aridnich oblastech

Dalsi z teorii vysvétlujici rozsifeni LP pochazi od Gordona C. Cooka a M.T. Al-Torkiho
z roku 1975. Tito badatelé méfili fenotyp LP u dobrovolnikli z Arabského poloostrova
(beduinu, Saudt a Jemencl) a zjistili, ze vétSina probandu travi mléény cukr
vV dospé€losti.  Nasledn¢  vyslovili  hypotézu o vyznamu suchého klimatu.
Na Arabském poloostrovg, Zila skute¢né ¢ast obyvatel po tisice let ko¢ovnym zptisobem
Zivota a pitna voda zde byla velmi vzacna, takze vyznamnou slozkou jidelnicku téchto
lidi (zejména beduinl) tvofilo velbloudi mléko. To ostatn€ udavaji 1 cestovatelé, kteti
s beduiny travili dlouhou dobu béhem karavannich cest (Thesiger 1959). Diky moznosti
konzumaci mléka ve vétS§im mnozstvi tak beduini ziskali jak potiebnou tekutinu, tak
i kalorie, takze selekéni tlak pro LP zde mohl byt velice silny. Autofi ve své hypotéze
rovnéz uvadeji, Ze osoby s LP mohly snaze celit epidemiim a dehydrataci organismu pfi
onemocnénich jako je cholera, diky vstfebavani monosacharidl, jez je spojeno
s absorpci vody (Cook and al-Torki 1975). Teoreticky mtze glukdza vznikla Stépenim
z laktézy stimulovat zpétné vstiebavani Na® do bunék Na'-glukézovym ko-
transporterem a mize tedy ¢astecné napomahat ustaleni osmotické rovnovahy naruSené

bakterii Vibrio cholerae.
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2.8 Sireni laktdzové persistence v Evropé a vyzkum aDNA

Evropa je nejlépe prostudovanym regionem predevsim co se ty¢e LP. Mozna je to do
jisté miry dano také tim, ze ve Skandindvii a na Britskych ostrovech nachazime jeden
Z celosvétove nejvétsich podila LP osob. Evropa je rovnéz mistem, kam se ubiral jeden
Z nejstarSich proudii neolitu z Pfedniho vychodu.

Ve studii Itan et al. 2009 wvytvofili autofi model Sifeni LP, mlééného
hospodaristvi a dalSich subsistencnich strategii v ramci Evropy a zapadni Asie. Byly sem
zahrnuty tii kulturni skupiny — lovci-sbéraci, zeméd€lci, jez neprovozuji mlécéné
hospodarsti a zeméd¢lci, ktefi mlécné hospodafstvi provozuji a nasledné byly
modelovany mozné interakce mezi jednotlivymi skupinami a genovy tok.
Ptedpokladem bylo, ze se ob¢ zemé&d¢€lské skupiny dostavaly do Evropy od doby pied
9 000 lety z Anatolie. Vstupnimi daty byl dnesni vyskyt LP a archeologické doklady o
prvnich zeméd€lcich z dvanacti evropskych lokalit. Cilem bylo zjistit, kde se nachazely
nejstarSi skupiny provozujici mlééné hospodaistvi, u nichz se zaroven jiz vyskytovala
—13910*T. Vysledkem byl casoprostorovy odhad pozitivni selekce pro —13910*T
— jednalo se o oblast mezi severnim Balkdnem a stfedni Evropou, kde selekce pro
—13910*T podle uvedeného vyzkumu zacala pied 6 256-8 683 lety. Autofi své
vysledky davaji do souvislosti s LBK, jejiz pocatky jsou datovany piiblizn¢ 7 500 let
pfed soucCasnosti a jeji misto ptivodu by mélo byt v oblasti dneSniho severozépadniho
Mad’arska a jihozapadniho Slovenska (Itan et al. 2009).

Vysledky jsou v ¢asteéném rozporu studii Gerbault et al. 2009, kde autofi dosli
k zavéru, ze se vysoké selekéni koeficienty pro LP u LBK by nestacily pro to, aby se LP
rozsifila po Evropé do takovych Cetnosti, jaké nalézame dnes (Gerbault et al. 2009);
podrobnéji popsano v kapitole 2.7.2. Je tfeba ale poznamenat, Ze oba modely se
v jistych ohledech lisi — model ve studii Gerbault et al. 2009 nezahrnoval genovy tok
mezi sousednimi populacemi, zatimco model ve studii Itan et al. 2009 neoperoval se
zmé&nami intenzity selekce v prostoru a ¢ase (Gerbault et al. 2011; Gerbault et al. 2009;
Itan et al. 2009; Leonardi et al. 2012). Ve studii Itan et al. 2009 tedy autofi na zakladé
vysledkti odhaduji misto odkud se —13910*T zacala §ifit, zatimco ve studii Gerbault et
al. 2009 byla potvrzena souvislost severnich zemépisnych §ifek se silou selekce pro LP.

Model ve studii Itan et al. 2009 vychazi z toho, ze alela —13910*T byla do

Evropy zanesena zemé&délci z Predniho vychodu a autofi ptepokladaji, Ze by se méla
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vykytovat i u prvnich evropskych zeméd¢lci véetné LBK (Itan et al. 2009). Model ve
studii Gerbault et al. 2009 pak piedpoklada, ze by se —13910*T méla v Evropé
vyskytovat ve velmi nizké frekvenci (1 %) uz pted obdobim neolitu.

Bylo provedeno nékolik studii, jez zjistovaly vyskyt —13910*T v kosternich
pozustatcich z mezolitickych a neolitickych nalezist. Analyza archaické DNA (aDNA)
je velice komplikovana a finanéné naro¢na, proto je obvykle zkoumany populacni
vzorek maly. Vysledky vSak ukazuji na absenci —13910*T u nejstarSich neolitickych
evropskych populaci. Odvozena alela zajiStujici dnes LP —13910*T nebyla detekovana
ani u jednoho z tfi jedinci z neolitického nalezist¢ Derenburg (dnesni severozapad
Némecka), ani u tii jedinci ze Szarvas (jihozapad Mad’arska) a ani u dvou jedinct
Kretuonas (vychodni Litva), stafi vzorkd je odhadovdno na 7 000-8 000 tisic let
(Burger et al. 2007). Rovnéz se nenasla u zadného ze sedmi jedinci ze 7 000 let starého
neolitického nalezitd v jeskyni Avellaner (severovychodni Spanélsko) (Lacan et al.
2011b) a ani u jednoho z 26 jedinci z neolitického nalezisté Treilles (jihozapadni
Francie) z obdobi zhruba pted 5 000 lety (Lacan et al. 2011a). Absence —13910*T byla
zjisténa 1 u deviti vzorkll z 6 000-8 000 let starych nalezist’ ve Velké dunajské kotliné
(Mad’arsko) (Gamba et al. 2014).

Ve studii Witas et al. 2015 byla ziskana data pokryvajici 250 generaci z 6 000 let
trvajiciho obdobi od stfedniho neolitu az po sttedovek z nalezist’ v polském Kujavsku,
kde analyza HVS-1 potvrdila kontinuitu osidleni. Alela —13910*T nebyla nalezena ani
u jedné z deviti neolitickych koster starych 4 500—6 500 let. Ve vzorcich spadajicich do
halstatské kultury, coZ je obdobi pozdni doby bronzové/rané doby Zelezné pied 2 600—
2 800 lety byla —13910*T objevena jen u dvou jedinct z osmi, tedy ve frekvenci 19 %
a dale ve 36 % u souboru 34 jedinct z doby fimské (1 700—1 800 let pted soucasnosti).
U 80 stredovekych vzorki (6001 000 starych) byl pak vyskyt této alely 20—64 %, podil
LP osob tedy mohl dosahovat az 86 %, coz je dokonce vice nez u soucasné populace
tohoto regionu — az 43 % (Witas et al. 2015).

Co se tyce dalSich evropskych nalezist’, zatim nejstarsi jedinci, u kterych byla
—13910*T 1identifikovana, pochazi z dneSniho Baskicka. Z dvaceti Sesti vzorkd,
patiicich do obdobi pozdniho neolitu — zhruba 4 000-5 000 pfed soucasnosti, mé¢lo
mutaci —13910*T sedm, ztoho dva byli heterozygoti, frekvence alely byla 23 %

(Plantinga et al. 2012). Jeden heterozygot z deseti zkoumanych vzorkt byl rovnéz
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objeven u nalezii ze $védského ostrova Gotland starych 4 300-5 400 let, frekvence
—13910*T by zde mohla byt 5% (Malmstrom et al. 2010). Analyza 18 vzorki ze
sttedoveékého nalezisté¢ Dalheim (12. stoleti n. 1) pak potvrzuje vysledky polského tymu
Henrika W. Witase, ktery urCil nevyssi vyskyt LP u stfedovekych vzorki, frekvence
alely —13910*T zde dosahovala 50 % a vyskyt LP mohl byt az 72 % (Kruttli et al.
2014).

Na zaklad¢ uvedenych faktt piisli autofi studie Witas et al. 2015 s alternativni
teorii Sifeni LP v Evrop¢. Protoze alela —13910*T nebyla nalezena u neolitickych koster
Z Mad’arska ani Polska, zfejm¢ sem nebyla zanesena z Predniho vychodu neolitickym
proudem postupujicim z Anatélie pies Recko a dale na sever. A piestoze zemédélci v
obdobi LBK jiz provozovali mlééné hospodarstvi, nemuseli nést alelu —13910*T. Na
zakladé vysledki z Baskicka a Gotlandu je pak mozné ze —13910*T byla do Evropy
zanesena pres Gibraltar a v obdobi pozdniho neolitu pted 3 000-5 000 lety se Sitila
z Baskicka ptes Francii dale na severovychod. Tato hypotéza vsak stoji na velmi malém

mnozstvi dat a pro jeji ovéfeni bude tieba dalSich analyz (Witas et al. 2015).
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3 Vlastni prace a vysledky:

laktazova persistence v Arabii a u africkych Arabi

3.1 Historické pozadi

3.1.1 JiZni Arabie od neolitu po rozpad karavannich kralovstvi

Jednim z neolitickych proudd z Pfedniho vychodu, provazenym migraci, proniklo
zemé&délstvi i do jizni Arabie (Drechsler 2007) Neoliticka nalezi$té v jizni Arabii nejsou
pocetna, avSak zda se, Ze nasledny vyvoj neolitu zde probihal nezavisle. (Uerpmann et
al. 2009; Cerny 2016). Pastevectvi tu pravdépodobné piechazelo péstovani rostlin stejné
tak, jak tomu bylo v Africe. Skalni malby a kosterni nalezy ukazuji na moznou
ptitomnost domestikovanych zvitat (pfedevsim ovci a koz) jiz pied 9 000 lety. Pfrestoze
byl v Arabii pfitomen divoky tur, je malo pravdépodobné, ze zde bylo zvlastni centrum
jeho domestikace (McCorriston and Martin 2009). Jiz domestikovany skot se sem
ziejmé dostal z oblasti Levanty ¢i z Afriky (Uerpmann et al. 2009). Rozsahlejsi doklady
0 domestikovaném skotu pak pochazi z obdobi pied 8 000 lety (McCorriston and Martin
2009). Co se, tyce rostlin, prvni znamky o péstovani pSenice jsou az pozdé&jsi, z doby
pred 5 000 lety (Fedele 2009; Cerny 2016).

Specificky je pak prub&h neolitu v oblasti Hadramawt (vychodni Jemen).
O vyznamu hovéziho dobytka mohou svédcit 6 400 let staré poziistatky dobyt¢i obéti
z nalezi§té¢ Chasija, které bylo interpretovano jako pozistatek ritualnich hostin
konanych za ucelem vymezeni pasteveckych teritorii (McCorriston and Martin 2009).
V obdobi zhruba pted 6 000 lety doslo ke klimatickym zménam, diky kterym pastviny
postupné vysychaly. Tehdejsi pastevci se tudiz zacali soustied’ovat na mensich tizemich,
zalozili zavodiovaci systémy, z oblasti Wadi Sin4 (vychodni Jemen) jsou doklady staré
5000 let. Ty pavodné pravdépodobné slouzily k zavlazovani pastvin, Casem vSak lidé
presli k péstovani rostlin a zavlazovaci systémy vyuzivaly k tomuto ucelu. Tyto zmény
vedly k postupnému rozdé€leni obyvatelstva na nomadské pastevce a usedlé zemédélce
(Harrower 2008; Cerny 2016). Neoliticka spoleénost jizni Aribie nebyla viak
diferenciovana jen na pastevce a péstitele rostlin, ale pretrvavali i lovecko-sbéracské
praktiky. Svédéi o tom nalezy z oblasti jemenské Tihamy (pfimoiska oblast na zapadé

Arabského poloostrova). V lokalit¢ Wadi ath-Thajjila byla nalezena vesnice, jejiz
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obyvatelé chovali hovézi dobytek, zatimco o néco dal se nachazelo stanovisté lovci-
sbéracu. Pro tuto pobfezni oblast byla rovnéz typicka konzumace moiskych zivocichii,
o &emz svédéi velké mnozstvi nalezenych schranek mékkyst (Cerny 2016).

V dob¢ bronzové, v jizni Arabii 3 000-5 000 let pfed soucasnosti, zde doslo
k vétSimu rozmachu zeméd¢lstvi, diky zavlazovacim systémim se zintenzivnilo
pestovani rostlin jako je jeCmen, pSenice ale 1 Cirok ¢i proso a v mensi mife rovnéz
ovoce a luSténiny ¢i len. Ke konci tohoto obdobi se zacind rozvijet obchod
s aromatickymi pryskyficemi. V obdobi pfed 1000-3 000 lety pak vV jizni Arabii
vznikly statni celky, jeZ nazyvadme karavanni kralovstvi, a jejichz hlavni zdroj ptfijmu
byl pravé z obchodovani aromatickymi pryskyficemi (kadidlem a myrhou). Ty byly
dovéazeny do Stfedomoii, odkud jihoarabsti obchodnici ziskévali na oplatku zbozi jako
olej a vino (Cerny 2016).

K ptepravé zbozi ptes poustni oblasti Arabského poloostrova byl vyuzivan
velbloud jednohrby — dromeddr, avSak kde a kdy doslo k jeho domestikaci je stale
nezodpovézeno. Z nalezist' Tell Abraq a Muwaylah (vychod Spojenych arabskych
emiratl) pochazi ostatky domestikovanych velbloudu staré 2 500-3 000 let (Uerpmann
and Uerpmann 2002). Jesté starsi ostatky, z doby pied 7 000 lety pochazeji z nalezisté
u Abu Zabi, avsak u téch neni jasné, zda se jednalo o domestikanty ¢i ulovend zvitata
(Beech et al. 2008). Avsak zda se, ze jihovychodni Arabie nebyla centrem domestikace
velblouda jednohrbého (Uerpmann and Uerpmann 2002). Genetické analyzy mtDNA
1083 soucasnych dromedari ptevazné z Ardbie a Afriky ukazuji na obdobnou
genetickou diverzitu napfi¢ rliznymi oblastmi (jizni Ardbie, severni Arabie, severni
a zapadni Afrika a vychodni Afrika), nebyl objeven zadny fylogeograficky vzorec
umoziujici urcit zdrojovou populaci. Naproti tomu jadernd DNA ukazuje na odliSnosti
vychodoafrické populace od téch ostatnich, zda se, Ze tato se po introdukci velbloudt do
Afriky (mozna jiz pted 3 000 tis. lety) vyvijela samostatné (Almathen et al. 2016).

Zivot arabskych pastevcil velbloudt byl iizce spojen se vzestupem jihoarabskych
karavannich kralovstvi a obchodem se sttedomoiskymi civilizacemi. Diky domestikaci
velblouda se pastevci tohoto obchodovani aktivné tGcastnili (Retso 1991). Za pomoci
tohoto zvifete byli schopni pfepravovat zboZzi ptes nehostinné poustni oblasti centralni

Arabie. Rozvoj karavannich krélovstvi zacal stagnovat nékdy v 6. stoleti, kdy byly
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obchodni trasy odklonény z Rudého moie do Perského zalivu a v nasledujicim obdobi

se rovnéz zacina §ifit islam (Cerny 2016).

3.1.2 Migrace z Arabie do Afriky

Cast pastevell velbloudtl, jez se Gidastnila na obchodovani s vonnymi pryskyficemi,
pfisla po rozpadu karavannich krdlovstvi o svou obzivu a byla nucena hledat nové
piilezitosti mimo Arabii napf. v sousedni Africe. Sifeni Arab do Afriky bylo od
7. stoleti n. 1. spojeno rovnéz se Sifenim islamu. (Levy and Holl 2002). Nejprve
vstoupili Arabové do Egypta a odtud pokracovali dvéma riznymi cestami. Prvni
sledovala udoli Nilu smérem na jih, avSak zde byl jejich postup na nékolik stoleti
pozastaven kiestanskymi kralovstvimi v Nuabii. Teprve na pocatku 14. stoleti n. L
dobyli Mamltukové (islamsti bojovnici) nibijské mésto Dongola (dneSni Stdan) a
arabsti pastevci mohli pokracovat dal do nitra Afriky podél Modrého a Bilého Nilu a
rovnéz na zapad do Cadské panve. Z historickych pramend je znamo, Ze se arabské
kmeny dostaly k Cadskému jezeru uz ve 14. stoleti n. 1. (Levy and Holl 2002) a v
16. stoleti n. I. sidlili mezi Bahr el Gazal (region v dne$nim Jiznim Sudanu) a jezerem
Fitri (dne$ni Cad), tato oblast byla nazyvana Suwa a podle ni i tzv. Arabové Suwa,
respektive Arabové hovofici dialektem Suwa (Seignobos 2003).

Druha cesta, jiz se arabska migrace do Afriky od 7. stoleti n. 1. ubirala, vedla
z oblasti dnesniho Egypta podél Stifedozemniho mote skrz izemi dne$ni Libye, kde se
tento proud stoCil na jih pies oazy Ghadames a Ghat v dnesnim Fezzanu a Bilmu v
nahrazovaly tradi¢ni chov velbloudii chovem hovéziho dobytka (Owens 1994).
V poloving 16. stoleti pak dosahly severniho biehu Cadského jezera a sultanitu
Bagirmi. Nésledovalo dalsi pronikdni na vychod od Cadského jezera a zadatkem
18. stoleti se pak objevuji za fekou Sari, jez prameni v Kamerunu a tusti do Cadského
jezera (Cunnison 1966; Zeltner 1980; Zeltner 2002).

Tradi¢ni Ustn€é podavany vyklad plvodu africkych Arabl uvadi, ze vSechny
dnesni kmeny jsou potomky davného arabského kmene Dzuhajna. Z ného pochazeji
tedy jak Abbala (pastevci velbloudi), tak Ghannama (pastevci ovei a koz) a i Baggara
(pastevci krav). Ty se pak déli na mnoho dal$ich mensich kment (Quasim 1996). Kmen
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Dzuhajna mohl pochazet zjizni Arabie a v 7. stoleti n. |. se dostat do Egypta.
Dzuhajnové jez §li pies dnesni Fezzan a piesli postupné z chovu velbloudd k chovu
hovéziho dobytka, nejspis dali vzniknout skupiné Arabti Baggara (Quasim 1996). Tzv.
proces ,,baggarizace mohl zacit v 15.-16. stoleti n. 1. v Bagirmi, nebo pozd&ji
v 17. stoleti n. 1. na vychod od Cadského jezera v sultanatu Waddaj (Owens 1994).
Tento puvod Arabli Baggara podporuje podle naSeho kolegy Muhammada Mochtara
z Univerzity v Kordofanu &aste¢né i lingvistika. Na druhé strané piedkové Arabii Suwa
jsou ti, co sledovali prvni trasu ptes udoli Nilu (Levy a Holl, 2002) a 14. stoleti n. 1. se
rovnéz dostali do Cadské panve. Arabové Suwa vsak postupné piesli k &asteénd
usedlému zptisobu zivota.

Vyse popsana migrace z Arabského poloostrova do Afriky vsak nebyla posledni,
ptikladem jsou Arabové Rasajda, ktefi dnes Zziji ve vychodnim Sudanu. Historické
prameny uvadeji, Ze sem z Arabie piisli po roce 1860 n. 1. Jejich ptedky jsou beduini
Zijici v oblasti Hidzaz v blizkosti Mekky. V Arabii i dnes existuje mnoho kment

ozna¢ovanych Rasajda a vSichni odvozuji sviij ptivod ze saudského Hidzazu. Podporou

této skute¢nosti mohou byt podobnosti v tradi¢nich zenskych odévech (Young 1996).
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3.2 Cile prdce

Cile prace byly inspirovany archeologickymi a historickymi doklady o jizni Arabii od
obdobi neolitu po migrace do Afriky, a dale poznatky o LP v Arabii a u africkych Arabu
uvedenych v pfedchozich studiich. Lze je v podstaté shrnout do tii bodu:
1. Odhadnout alelickou frekvenci vSech pro-LP mutaci v Arabii a u africkych
Arabu a porovnat ji s vysledky piedchozich vyzkumu téchto populaci, a rovnéz
s vysledky mtDNA. Zjistit zda vysledky budou odpovidat dosavadni ptredstave,
Ze nejCastejsi variantou v Arabii je —13915*G, u niz se predpoklada, ze se i zde
poprvé objevila (Enattah et al. 2008; Imtiaz et al. 2007)
2. Porovnat subsistenci a vyskyt pro-LP mutaci. Zjistit, zda se mutace —13915*G
vyskytuje piedevsim u téch populaci, které jsou tradi¢nimi pastevci velblouda.
Ove¢tit tak, zda by mohl platit predpoklad, Zze vznik a Sifeni —13915*G souvisi
s domestikaci velblouda a jeho Sifenim do Afriky ko€ovnymi beduiny.
3. Ur¢it dobu, kdy varianta —13915*G expandovala v Arabii a u africkych Arabu,
porovnat vysledky s historickymi doklady.
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3.3 Material

Pti analyzach bylo pouzito celkem 620 vzorka z tfinacti populacnich souborti, Sesti
souborl z jizni Arabie — Jemenu a Oméanu a sedmi souboru africkych Arabti ze Sudanu,
Egypta, Cadu a Nigérie. Vsechny vzorkované populace patii do semitské vétve
afroasijské jazykové rodiny. Zastoupeny byly jak populace usedle Zijicich zemédélcu,
tak nomadut — pastevcu velbloudu a pastevci skotu. Pro detaily viz Tabulka 5 a Obrazek
14

Tabulka 5: Prehled pouZitych populac¢nich soubord.

soubor Zkratk n IOkaht? , stat 4] ZD subsistence mka,’ typ
a vzorkovdni sbéru

Jemenci YAC 43 al-Achkum Jemen 44,18 13,32 usedle Zijici 2005 BS

Jemenci YTI 67 Hudajda-okoli Jemen 43,00 14,82 usedle Zijici 2005 BS

Jemenci YHG 35 Hadziza-okoli Jemen 43,60 15,70 usedle Zijici 2006 BS

Jemenci YSO 65 Sokotra Jemen 53,85 12,50 usedle Zijici 2006 BS
 Jemenci | YHA 40 Wadi Jemen 4874 15,93 usedle ijici 2005 BS

Hadramawt

Omadnci DFR 54 Zufar Oman 54,03 17,20 usedle Zijici krev/sliny
" Egyptané | ELH 35 el Hayz Egypt 28,59 29,96 usedle ijici 2004 BS

Sudansti ARA 46 Karima az Sadan 30,75 18,41 usedle Zijici 2003 BS

Arabové Kerma

Arabové RAS 52 Abu Talha Sudan 36,30 15,35 nomadi, pastevci 2011 Oragen

Rasajda velbloudt

Arabové ABG 51 Al-Ubayyid Sadan 28,35 11,53 nomadi, pastevci 2015 Norgene

Baggara skotu

Arabové ABA 53 zapad od Ati Cad 17,95 13,18 nomadi, pastevci 2014 Oragen

Baggara skotu

Arabové ACH 27 Mao - okoli Cad 15,31 14,12 nomadi, pastevci 2003 BS

Abbala velbloudt

Arabové ASW 52 Ngala a okoli Nigérie 14,19 12,34 castecni nomadi 2001 BS

Suwa

ZS zemépisna $itka, ZD zemépisna délka, BS bukalni stér.

Vzorky byly odebrany doc. Viktorem Cernym od dobrovolnikii, jejichz rodice
pochazi z vybrané lokality. VSichni dobrovolnici byli informovani o t¢elu studie a dali
souhlas k anonymnimu zpracovani jejich DNA, vyzkum schvalila eticka komise
Univerzity Karlovy. Vzorky jiz izolované DNA z omanského Zufaru nam pak poskytli
kolegové Abdulrahim Al-Abri a Riad Bayoumi z Univerzity sultana Quaboose

v Maskatu
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Obrazek 14: Mista sbéru vzork( a subsistence tamnich populaci.

Pro vysvétleni zkratek populacénich soubor( viz Tabulka 5.
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3.4 Metody

3.4.1 Izolace DNA

Vzorky ziskané v letech 2001-2006 byly odebrany ve formé bukalniho stéru, ktery byl
ulozen v 1 ml lyza¢niho roztoku, DNA byla izolovana QIAquick PCR Purification
Kitem od firmy Qiagen, pro protokol viz ptiloha P1. Bukalni stéry i vyizolovana DNA
jsou uchovavany pii —20 °C. Vytéznost DNA po tomto typu izolace je sice niz$i (cca
600-1800 ng z jedné izolace), avSak jedna se 0 kvalitni a velmi ¢istou DNA. Nicméné
protoze jsou tyto vzorky 10-14 let staré, diky degradaci a opakovanym izolacim byly
vytézky ¢asto o poznani nizsi a nékdy bylo nutno pracovat s pouhymi 5-10 ng DNA.

Vzorky ziskané v letech 2014-2015 byly odebrany kitem Oragene DNA firmy
DNA Genotek. Vzorek slin se odebira do sbérné zkumavky, kde je zakonzervovan
specialnim roztokem, jez umoziuje skladovani pii pokojové teploté, nicméné uchovani
v =20 °C je vhodné pti dlouhodobém skladovani. Vyhodou je snadna manipulace a
velka vytéznost DNA (cca 600 ng — 60 pg z jedné izolace), nicméné pofizovaci cena
kitu je pomérné vysoka.

Populace Arabti Baggara ze Sudanu (ABG) byla vzorkovana kitem Saliva DNA
Collection and Preservation Devices od firmy Norgene. Princip sbéru, uchovani slin a
izolace DNA je obdobny jako u Oragene, cenové je kit sice levnéjsi, nicméné
v zavéretné fazi izolace se obtizné rozpoustéla DNA peleta, proto jsme od dalsiho

vyuZiti kitu upustili.

3.4.2 Urceni pro-LP variant

Pro urceni LP genotypu byl amplifikovan 359 bp dlouhy usek intronu 13 MCM6 genu
ktery pokryva pét pro-LP variant. Pouzili jsme primery ze studie Coelho et al. 2005.
forward 5'-3' GCAGGGCTCAAAGAACAATC,
reverse 5'-3' TGTTGCATGTTTTTAATCTTTGG

Pro PCR amplifikaci byl pouzit GoTaq® Green Master Mix od firmy Promega.
Koncentrace jednotlivych primert v rekei byla 0,2 uM. Pro 25 pl reakci jsme pouZili
5-200 ng DNA (pro GoTaq® Green Master Mix je doporuceno <250 ng pro 25ul

reakci). Amplifikace byla provedena v Eppendorf Mastercycleru podle programu:
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pre-inkubace: 94 °C -5 min

amplifikace — 35 krat: 94 °C — 1 min
54,5°C—1min
72°C—1min

zavéreénd extenze: 72 °C — 20 min

Pro ovéfeni vysledkii amplifikace byla pouzita gelova elektroforéza, 1 pl
produktu PCR byl nanesen do 0,8% agar6ézového gelu, pro vizualizaci DNA bylo
pouzito barvivo GelRed od firmy Biotium a pro ovéteni délky produkta MassRuler Low
Range DNA Ladder od firmy Thermo Fisher Scientific, ktery obsahuje jedenact
fragmentd o délce 1 031-80 bp.

Sekvenace byla provedena firmou Macrogen. Vzorky byly sekvenovany forward
primerem, pii nejasnostech ¢i vyskytu vice mutaci byly sekvenovany i reverse
primerem.

Chromatogramy a sekvence byly zpracovany v programech Chromas
(Technelysium 1996), BioEdit (Hall 1999) a Mega (Tamura et al. 2013).

3.4.3 Ziskani genotypt pro odhad véku expanze mutace -13915*G

Pro urceni doby, kdy expandovala mutace —13915*G bylo vybrano 307 vzorkt z osmi
populacnich souborti, Etyf z jizni Arabie a Ctyf souborti africkych Arabi. Z jednotlivych
soubortl, jeZ byly pouzity k analyze pro-LP mutaci, byly vyfazeny vzorky s nizkou
koncentraci DNA ¢i znecisténé. Ty by byly pro citlivéjsi analyzy problematické.
U vSech vzork byl znam status pro pozici T/G-13915, viz Tabulka 6. Popula¢ni
soubory byly pro néslednou préaci s daty slouceny do soubor podle geografickych

a historickych souvislosti, viz Tabulka 7.
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Tabulka 6: Prehled pouZzitych vzorkl uréeni doby expanze mutace —13915*G.

T/G-13915
zkratka n T TG GG
YAC 42 6 17 19
YTI 20 4 5 11
YHG 18 2 12 4
DFR 47 7 15 25
RAS 51 4 16 31
ABA 50 29 16 5
ACH 26 8 13 5
ABG 53 33 19 1

Ve tfetim aZ patém sloupci je uveden status T/G-13915 a pocet pfipadd. Pro vysvétleni zkratek
populacnich soubor( viz Tabulka 5.

Tabulka 7: Sloucené populacni soubory pro uréeni doby expanze -13915*G

soubor zkratky n
africti Arabové Baggara a Abbala ACH, ABG, ABA 129
Arabové Rasajda RAS 51
Arabové Rasajda, Jemenci RAS, YAC, YTI, YHA 131
Jemenci YAC, YTI, YHA 80

zufarsti Omanci DFR 47

Pro 214 vzorkt s mutaci —13915*G (Tabulka 5 — ¢tvrty sloupec heterozygoti TG
a paty sloupec homozygoti GG) bylo dale analyzovano 6 SNP, jez se nachazi v okolnim
useku dlouhém 419 kb. Jedna se o Sest z deviti SNP, jeZ byly pouzity ve studii Heyer et
al. 2011. Pro znazornéni pozic jednotlivych SNP viz Obrazek 15 a Tabulka 8.

or AJG o or or o7
rs12619365 rs313528 rs1057031 rs309142 rs309137 rs2011946
— — | —
Chr.2q21 211kb 163 kb okb  25kb 106 kb 157kb 209 kb
-13915*G
rs41380347
P A o
LCT 36,9 kb
49,3 kb 100 kb

Obrazek 15: Znazornéni polohy Sesti SNP, jez byly pouzity pro odhad doby expanze mutace
-13915*G.
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Tabulka 8: Charakteristiky SNP, jeZ byly pouZity pro odhad doby expanze mutace —13915*G.

rs41380347

rs rs12619365  rs313528 C/G-13915

rs1057031 rs309142 rs309137 rs2011946

pozice podle
GRCh37/hg19 | 136398174 136445869 136608651 136633962 136715324 136765951 136817616
(bp)
pozice podle
GRCh38/hg38 | 135640604 135688299 135851081 135876392 135957754 136008381 136060046

(bp)

vzddlenost od

C/G-13915 -211 -163 0 25 106 157 209
(kb)

pozice (cM) 155,509075 155,510811 155,562105 155,638882

V prvnich dvou tadcich jsou uvedeny fyzické pozice na chromozomu podle starsi verze
referenéniho genomu GRCh37/hg19 a podle novéjsi verze GRCh38/hg38. V poslednim fadku je
pak genetickd pozice podle databaze HapMap zroku 2011 (Consortium 2003) vcM (centi
Morganech), pro rs41380347, rs1057031, rs309142, nebyly Udaje o genetické pozici dostupné.

3.4.4 VysokorozliSovaci analyza krivek tani

VysokorozliSovaci analyza kiivek tani oznaCovana zkratkou HRM (high resolution
melting) je post-PCR metodou, kdy se na zaklad¢ teplot tani amplikont (produktd PCR)
da odhalit jejich variabilita. Obvykle se pouziva ke genotypizaci SNP ¢i urceni
metylace. Nejprve je nutno provést kvantifikaci zkoumaného useku metodou PCR
v realném cCase (real time PCR), kdy se pti amplifikaci do DNA fetézce vmezetuje
(interkaluje) barvivo emitujici svétlo pouze, je-li ve dvou-fetézcové DNA. Pomoci
specialniho pfistroje je pak mozné sledovat diky fluorescenci probihajici PCR reakce.
Pti HRM se takto amplifikovand DNA zahtiva, teplota se postupné zvySuje a pii
rozpadu (tani) dvou-tfetézcovych amplikonl pfestava barvivo emitovat svétlo a pfistroj
pak miiZze zaznamenat piesnou teplotu, kdy ktomuto rozpadu doSlo. Pifi SNP
genotypizaci se vyuziva toho, ze amplikony, liSici se jen v jedné bazi, maji rtiznou
teplotu tani. Jedné se o metodu rychlou, spolehlivou a v porovnani s ostatnimi zptsoby
genotypizace (napi. TagMan sondy) pomémné levnou, nicméné¢ pomérné citlivou na
kvalitu DNA a pfipravu reakct.

Pro nase potieby bylo nejprve nutné navrhnout a optimalizovat primery pro co
nejkratsi seky ohrani¢ujici jednotlivé SNP. Cim jsou totiz amplikony kratsi, tim je

metoda robustnéjsi, a navic je nizsi riziko, Ze se bude v daném useku vyskytovat dalsi
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SNP. Pro navrhovani primert byl pouzit program Primer3 (Untergasser et al. 2012) a
Primer Blast (Ye et al. 2012). Navrhy primera pro rs12619365, rs309142, rs2011946
byly dale upraveny Sophii Lafosseovou a Robertem Debuchym z Musée de ’Homme
v Pafizi. Primery, velikosti amplikoni a experimentaln¢ zjiSténé teploty nasedani

primert — viz Tabulka 9.

Tabulka 9: Sekvence primerl, teplota nasedani primerd a velikosti amplifikovanych Gsekd
v okoli Sesti SNP pouZzitych pro odhad doby expanze mutace —13915*G.

délka

SNP sekvence primert 5'-3' T, (°C) produktu SNP a pozice
(bp) (bp)
rs1269365 forward ATTCTTAGGGTAAATTGATACAG 55 79 C/T38
reverse GCCTTCTGAAGGACAGCTTCTA
rs313528 forward TGTGTGTTCAAGCATGAGTTGGT 60 111 A/G 48
reverse AGAGTGGCCTCACATACACATC
rs1057031 forward CAAAGCTGCAGCGTCTGGAA 60 90 C/T50
reverse CCGCGAGGTCCATATTTGCT
rs309142 forward ACTACTCAACAAGGCACAGAC 53 104 C/T63
reverse GAACTTATTTAAGTGATTAATGGG
rs309137 forward TTCTGCTGTTGCCACCAACC 60 118 C/T23
reverse TGCCCAATGCTGGATCTGAC
rs2011946 forward TGGCAGAAACTGCATTATAGCAA 58 75 G/T 39
reverse CAGTAATCTCTAATGCTCACTGC

T, — annealing temperature, teplota nasedani primerd

Pii HRM je nutné mit pti kazdém béhu kontroly, se kterymi se analyzované
vzorky porovnavaji, idealn¢ n€kolik vzorkil s obéma variantami polymorfismu a vzorky
heterozygoti. Kontroly je doporu¢eno ziskat osekvenovanim dané¢ho tseku. Pro nase
ucely bylo nutné navrhnout nové primery pro amplifikaci a sekvenovani pro SNP
rs1269365 a rs2011946, protoZe produkty primerti pouzitych pro HRM byly pro
sekvenovani piilis kratké. Useky obklopujici ostatni SNP byly amplifikovany a
sekvenovany primery pouzitymi pro HRM, pro piehled viz Tabulka 10.
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Tabulka 10: Primery poufZité k sekvenovani kontrol pro HRM.

délka pozice primer
SNP primer sekvence primerii 5'-3' (°Z) produktu SNP pouZity pro
(bp) (bp) sekvenaci
rs1269365 forward AGACACACTGCCAAATTAAAACA 56 338 C/T 160 forward
reverse AAAGGTGGCCGAGACAAAGA
rs313528 viz Tabulka 9 reverse
rs1057031 viz Tabulka 9 forward
rs309142 viz Tabulka 9 forward
rs309137 viz Tabulka 9 reverse
rs2011946 forward CAAGGCTGGTTCATTCTGT 55 141 G/T71 forward
reverse GCCAAGCTCCCTGTGATAT

T, — annealing temperature, teplota nasedani primeru.

Smés urcend pro PCR amplifikaci kontrol i pfistroj byly stejné jako pii urceni
pro-LP variant, program pro amplifikaci byl:
pre-inkubace: 94 °C —5 min
amplifikace — 35 krat: 95°C—-30s
T, (Tabulka 10) — 1 min
72°C -1 min

zavéreénd extenze: 72 °C — 10 minut

K ovéfeni amplifikace byla rovnéz pouzita gelova elektroforéza za stejnych
podminek jako pfi uréeni pro-LP variant a sekvenace byla provedena firmou Macrogen,
pro primer primarné pouzity k sekvenaci viz Tabulka 10, pfi nejasnostech byly Gseky
sekvenovany i opacnym primerem.

Samotna HRM byla provadéna na ¢tyfech ruznych piistrojich: Biorad CFX96 od
firmy Biorad, Rotor-Gene Q od Qiagen, LightCycler480 (LC480) od Roche
a LightCycler96 (LC96) od Roche, ptfiCemZz na kazdém pfistroji bylo nutné¢ provést
optimalizaci. VétSina vysledkl vSak pochazi z LC96, proto se nasledujici protokol tyka

pouze analyz na tomto pfistroji.
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Protoze je HRM vyhodnocuje miru vyzaiené fluorescence, je metoda velmi
citlivda na mnozstvi DNA. Je tedy optimalni, aby ve vSech reakcich byla stejna
koncentrace, v nasem ptipad¢ bylo tedy tieba vzorky nafedit tak, aby jejich koncentrace
této podmince odpovidala. Metoda je rovnéz citliva na znecist'ujici latky, které ovliviuji
prabéh PCR, napft. etanol, problematické vzorky tak bylo nutné z analyzy vyradit. Je
rovnéz optimalni, aby DNA vSech vzorkl analyzovanych zaroven pochazela ze stejné
izolace a rovnéz i DNA kontrol. Obvykle tedy bylo analyzovano jedno SNP pro jeden
populaéni soubor. V jednom béhu mohlo byt analyzovdno zaroven pouze rs313528 a
rs309137, protoze T, obou je stejna (60°C).

Pro reakci byla pouzita originalni smés od firmy Roche pro HRM analyzy —
High Resolution Melting Master pfi koncentraci MgCl, 2 mM. Koncentrace kazdého
primeru Vv reakéni smési byla 0,25 uM, doporucena koncentrace DNA je 5-30 ng na
20ul reakei, pro tuto studii bylo pouzito 20 ng na 10ul reakei.

Reakéni profil byl nasledujici:
pre-inkubace: 95 °C — 10 min
amplifikace — 45 krat:95°C—-10s
T, (Tabulka9) — 15s

72°C—-15s
HRM: 95 °C — 1 min
40 °C — 1 min

60-95 °C se zvySenim o0 2,2 °C/s
Vyhodnoceni experimenti bylo provedeno softwarem pftisluSejicim k pfistroji.
Grafy byly vizualné zkontrolovany a pro vzorky, jez se odchylovaly od kontrol, byl
experiment opakovan, ptfipadné¢ byly amplifikovany a sekvenovany za stejnych

podminek jako kontroly.
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3.5 Vyhodnoceni dat

3.5.1 Intra-populacni vyhodnoceni vyskytu pro-LP mutaci

Frekvence mutaci zjiSténych v analyzovaném useku byly spocitany programem
GeneAlEx (verze 6.501 a 6.503) (Peakall and Smouse 2012). Pro pro-LP varianty byly
stejnym  softwarem zji§tovany y° testem odchylky od Hardy-Weinbergovy (H-W)
rovnovahy, heterozygozita, fixa¢ni index (FI). Tyto vypoCty byly provedeny pro tfinact
populaénich souboru (viz Tabulka 5, str. 54) a pro mutace —13910*T, —13915*G
a —14009*G a rovnéz pro pét souborti urcenych pro odhad doby expanze mutace

—13915*G (viz Tabulka 7, str. 58)

3.5.2 Inter-populacni srovnani

Pro populaéni soubory (Tabulka 5, str. 54) a pro SNP C/G-13907, C/T-13910,
T/G-13915, T/G-14009, G/C-14010 byla provedena analyza molekularniho rozptylu
(AMOVA, analysis of molecular variance), a pro genotypova data spocitana ®pr
statistika (PT, population), jiz byly testovany genetické rozdily mezi populacemi (Dpr je
analogie Fst — F statistiky). Pocet permutaci byl nastaven na 999 a pocet permutaci pro
parova srovnani byl rovnéz 999. Na zaklad¢ matice ®@pr vzdalenosti byla provedena
analyza hlavnich koordinat (PCoA, principal coordinates analysis). VSechny uvedené
inter-populacni analyzy byly rovnéz provedeny programem GeneAlEx (Peakall and
Smouse 2012).

3.5.3 Odhad doby expanze mutace -13195*G

214 vzorkl (homozygotl a heterozygotli pro —13915*G), u nichZ bylo analyzovéno Sest
SNP v 419 kb dlouhém useku v okoli T/G-13915 (viz Obrazek 15, str. 58) bylo spolu
S touto variantou zfazovano. Vzorky byly pro fazovani a dalsi analyzy rozdéleny do péti
soubortt vzniklych slouc¢enim soubori — viz Tabulka 7, str. 58. K fazovani byl pouzit
program PHASE 2.1 (Stephens and Scheet 2005; Stephens et al. 2001) a pro kazdy
Z péti soubort bylo provedeno pét béhi s pouzitim riznych nahodnych cCisel pro vstupni
hodnotu -S (rozmezi 111-7755). Frekvence, se kterou je mozné, aby se dany haplotyp
u jedince vyskytl -F byla nastavena na 0,5; pocet iteraci byl nastaven na 9999. Pro
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soubor africkych Arabt (ACH, ABG, ABA) vyslo ve tfetim béhu o jeden haplotyp
méng¢, byl tedy poveden Sesty béh, ktery byl shodny se ¢tyfmi prfedchozimi.

Odhad doby expanze mutace —13915*G v populaci byl proveden metodou
publikovanou v praci Austerlitz et al. 2003. Metoda odhaduje zaroven rychlost rustu
(growth rate) a dobu, kdy se mutace rozsitila v populaci. Kod se spousti v programu
Matematica 5.2 (Wolfram Research 2005). Vstupnimi daty je pocet chromozomu
s nefrekventovanéjsim haplotypem s —13915*G a celkovy pocet haplotypti s —13915*G,
mira rekombinace (recombination rate) mezi prvnim a poslednim markerem (Vviz
posledni fadek Tabulka 8, str. 59), soucasna frekvence alely —13915*G v populaci
a soucCasna celkova velkost populace (nominalni, tedy nikoli efektivni velikost) — ta byla
zprumérovana z dat uvedenych vroce 2015 vefejné dostupnymi zdroji jako je

Ethnologue (Lewis and Simons 2015) a Joshua projekt (www.joshuaproject.net).

Samotny odhad byl proveden za pomoci autora metody — Frédérica Austerlitze z Musée

de I’'Homme v Pafizi. Pro navod (Readme) viz ptilohu P2.
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3.6 Vysledky

3.6.1 Intra-populacni variabilitaita

Tabulka 11: Frekvence nalezenych mutaci ve zkoumaném 359 bp dlouhém uUseku intronu 13 genu MCM6

lokalita, populace

zkr. n -13907*G -13910*T -13915*G -14009*G -14010*C -13913*C -13965*G -14042*G -14107*A -14156*A
Jemen, al-Achkum, Jemenci YAC 43 (37)0,651  (1)0,012  (1)0,012
Jemen, Hudajda, Jemenci YTl 67 (1)0,0075 (53) 0,590 (1) 0,0075
Jemen, HadZdZa, Jemenci YHG 35 (30) 0,614
Jemen Sokotra, Jemenci* YSO 65 (5) 0,046 (50) 0,569
Jemen Hadramawt, Jemenci* YHA 40 (3) 0,038 (19) 0,250
Omdn Zufdr, Omdnci* DER 54 (45) 0,657
Egypt, el Hayz, Egyptané ELH 35 (1)0,014  (4) 0,057 (1)0,014
Suddn, Karima aZ Kerma, Arabové ARA 46 (1) 0,011 (8) 0,087 (11) 0,130
Suddn, Abu Talha, Arabové Rasajda | RaS 52 (48) 0,760
Suddn, Al-Ubayyid,
Arabové Baggara ABG 53 (2) 0,019 (20) 0,198 (2) 0,019 (1) 0,0094
Cad, zdpad od Ati,
Arabové Baggara ABA 51 (4) 0,039 (21) 0,255 (3) 0,029 (1) 0,0098
Cad, Mao - okoli, Arabové Abbala | AcH 27  (1)0,019  (1)0,019  (19)0,444  (2) 0,037
Nigérie, Ngala a okoli,
ASW 52 (9) 0,087 (6) 0,067 (1) 0,010 (1) 0,010 (2) 0,019

Arabové Suwa

V zavorce je pocet jedincd s danou mutaci (homozygotl i heterozygotd), pro-LP mutace jsou oznaceny tuc¢né, zkr. — zkratka
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U tfinacti zkoumanych populaci jizni Arabie a africkych Arabii bylo objeveno vSech pét
dnes znamych pro-LP variant plus vzacné n€kolik dalSich. VSechny ptipady C/G-13907,
G/C-14010 a wvzacné se vyskytlé varianty byly v heterozygotnim stavu.
Nejfrekventovangjsi alela —13915*G se vyskytuje ve vsech souborech. Dalsi dvé
nejcastéji se vyskytujici varianty jsou —14009*G (zjisténa u sedmi soubori) a —13910*T
(zjisténa u Sesti soubori); viz Tabulka 11

U Omanct ze Zufaru (DFR), Arabi Rasajda ze Sudanu (RAS) a Jemenct z
Hadzdzi (YHG) byla urcena pouze —13915*G, u zbylych soubort se vyskytuje nékolik
pro-LP variant. Nejvice, ctyfi pro-LP mutace —13907*G, -13910*T, —-13915*G
a—14009*G byly nalezeny u Arabti Baggara z Cadu (ACH). Nékteii jedinci jsou rovnéz
nositeli dvou pro-LP mutaci zaroven, kombinace heterozygoti —13915*G a —13910*T
se vyskytla celkem Sestkrat (tfi jedinci ABA, jeden ACH, jeden ASW a jeden YHA),
kombinace heterozygoti —13915*G a —14009*G byla urcena rovnéz Sestkrat jeden
ABA, jeden ABG, dva ACH, dva ARA), déle byl urcen jeden heterozygot pro varianty
-13915*G a -14010*C (YAC) a jeden heterozygot —13910*T a —14009*G (ABA).

3.6.2 Vyskyt mutace -13915*G

U souborti ze zapadniho Jemenu (YAC, YTI, YHG), Sokotry (YSO) a omanského
Zufaru (DFR) jsou frekvence —13915*G srovnatelné 56,9—65,7 %, nejméné v ramci
jizni Arabie je tato varianta zastoupena u Jemencl z Hadramawtu (25 %). U africkych
Arabu se frekvence pohybuji od 1,4 % u Egyptanu z el Hayz az po 76 % u Arabu
Rasajda; viz Tabulka 11 a Tabulka 12.

V ramci testovani intra-populacni variability byl pro nejfrekventované;si
varianty proveden y* test H-W rovnovahy, viz Tabulka 12, 13 a 14. Pro polymorfismus
T/G-13915 nebylo vychyleni u zadného z testovanych soubort signifikantni pfi
o =0,05.

Dal$im nastrojem testovani intra-populacni variability v populaci je fixacni

He—Ho
He '

index (FI) nebo také koeficient inbreedingu, jez je dan vztahem: FI = kde Heje
ocekdvana  heterozygozita (podil heterozygoti) pii  nahodném  parovani

He = 1- ) pi% (pi je frekvence i-té alely) a H, je pozorovana heterozygozita. Hodnoty FI

se pohybuji v rozmezi —1 az 1, pficemz hodnoty blizké nule pfedpokladaji ndhodné
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parovani, kladné hodnoty ukazuji na inbreeding a zaporné hodnoty na nadbytek
heterozygoti. Vyssi pozitivni hodnoty FI (> 0,15) pro mutaci —13915*G byly nalezeny
u péti souborti: F1 =0,167 u Jemencu z al-Hudajdy (YTI), FI =0,184 u Jemencu ze
Sokotry (YSO), FI = 0,219 u Omancu ze Zufaru (DFR), FI = 0,174 u Arabl Baggara ze
Studanu (ABA) a FI=0,234 u Arabi Suwa z Nigérie (ASW). Tyto vysledky tedy
ukazuji na relativné vyssi podil homozygotd. Pro Jemence z Hadramawtu (YHA) je
naopak Fl =-0,2, zde je tedy vychyleni smérem k vy$§imu poctu heterozygot, avsak
jak bylo zminéno vyse, k poruSeni H-W rovnovéhy nedoslo u zadného ze soubortd,
nebot’ p-hodnoty xz nejsou signifikantni. Divodem zvyseného poctu homozygoti miize
byt mirny inbreeding, zvySeni po¢tu heterozygoti pak muize byt naopak zpusobeno
negativnim asortativnim parovanim (jedinci si vybiraji partnery, jez se od nich

geneticky 1i8i) nebo diky selekci ve prospéch heterozygotu (Peakall and Smouse 2012).

3.6.3 Vyskyt mutace -13910*T

Nejvyssi zastoupeni alely —13910*T bylo zjisténo u Arabt Suwa z Nigérie (ASW)
8,7 %, nejnizsi u Arabt Baggara ze Sudanu (ABG) a Abbala z Cadu (ACH) — 1,9 %
u obou souborti. U sedmi souborit pak —13910*T nebyla identifikovana viibec, jednalo
se o Ctyfi populace z jizni Arabie (YAC, YTL YHG, DFR) a tfi z Afriky (ELH, ARA
a RAS).

U souboru ze Sokotry (YSO) bylo prokazano vychyleni z H-W rovnovahy na
a=0,05 (p-hodnota=0,015), u vSech ostatnich souboru s vyskytem -13910*T
vychyleni z H-W rovnovahy vyslo jako nesignifikantni. Pokud je vSak pocet ptipadi
Vv jednotlivych kategoriich (CC, CT a TT) mensi nez pét, coz je u C/T-13910 ve vétsiné
ptipadt u genotypti CT a TT, je tieba vysledky interpretovat s opatrnosti (Peakall and
Smouse 2012).

Co se ty¢e FI, ten opét je kladné vychylen u Jemenci ze Sokotry (YSO)
FI =0,301.
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Tabulka 12: Intra-populacni variabilita pro —13915*G

populace n -13915*G T TG GG X2 p-hodnota H, H, FI

YAC 43 0,651 6 18 19 0,265 0,606 0,419 0,454 0,079

YTI 67 0,590 14 27 26 1,876 0,171 0,403 0,484 0,167
YHG 35 0,614 5 17 13 0,022 0,883 0,486 0,474 -0,025
YSO 65 0,569 15 26 24 2,209 0,137 0,400 0,490 0,184
YHA 40 0,250 21 18 1 1,600 0,206 0,450 0,375 -0,200
DFR 54 0,657 9 19 26 2,587 0,108 0,352 0,450 0,219
ELH 35 0,014 34 1 0,007 0,932 0,029 0,028 -0,014
ARA 46 0,087 38 8 0,417 0,518 0,174 0,159 -0,095
RAS 52 0,760 4 17 31 0,571 0,450 0,327 0,365 0,105
ABG 53 0,198 33 19 1 0,872 0,350 0,358 0,318 -0,128
ABA 51 0,255 30 16 5 1,546 0,214 0,314 0,380 0,174
ACH 27 0,444 8 14 5 0,068 0,795 0,519 0,494 -0,050
ASW 52 0,067 46 5 1 2,851 0,091 0,096 0,126 0,234

-13915*G — frekvence alely —13915*G, x° — chi kvadrat test Hardy-Weinbergovy rovnovahy, p-hodnota — p-hodnota ¥ testu, H, pozorovana
heterozygozita, H. — predpokladana heterozygozita, Fl — fixacni index, pro vysvétleni zkratek populaci viz Tabulka 11.
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Tabulka 13: Intra-populacni variabilita pro —13910*T

populace n -13910*T cc CcT T X2 p-hodnota H, H. FI
YAC 43
YTI 67
YHG 35
Yso 65 0,046 60 4 1 5,892 0,015* 0,062 0,088 0,301
YHA 40 0,038 37 3 0,061 0,805 0,075 0,072 -0,039
DFR 54
ELH 35
ARA 46
RAS 52
ABG 53 0,019 51 2 0,020 0,889 0,038 0,037 -0,019
ABA 51 0,039 47 4 0,085 0,771 0,078 0,075 -0,041
ACH 27 0,019 26 1 0,010 0,922 0,037 0,036 -0,019
ASW 52 0,087 43 9 0,467 0,495 0,173 0,158 -0,095

—13910*T — frekvence alely —13910*T x* — chi kvadrat test Hardy-Weinbergovy rovnovéhy, p-hodnota — p-hodnota x> testu(* signifikantni p¥i 0,05),
H, pozorovana heterozygozita, H. — predpokladana heterozygozita, Fl — fixacni index, pro vysvétleni zkratek populaci viz Tabulka 11.
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Tabulka 14: Intra-populacni variabilita pro —14009*G

populace n -14009*G T TG GG X2 p-hodnota H, H, FI

YAC 43 0,012 42 1 0,006 0,939 0,023 0,023 -0,012
YTI 67

YHG 35

YSo 65

YHA 40

DFR 54

ELH 35 0,057 31 4 0,129 0,720 0,114 0,108 -0,061

ARA 46 0,130 35 10 1 0,080 0,777 0,217 0,227 0,042
RAS 52

ABG 53 0,019 51 2 0,020 0,889 0,038 0,037 -0,019

ABA 51 0,029 48 3 0,047 0,829 0,059 0,057 -0,030

ACH 27 0,037 25 2 0,040 0,842 0,074 0,071 -0,038

ASW 52 0,010 51 1 0,005 0,944 0,019 0,019 -0,010

—-14009*G — frekvence alely —14009*G, x° — chi kvadrat test Hardy-Weinbergovy rovnovéhy, p-hodnota — p-hodnota ¥° testu, H, pozorovana
heterozygozita, H. — predpokladana heterozygozita, Fl — fixacni index, pro vysvétleni zkratek populaci viz Tabulka 11.
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3.6.4 Vyskyt mutace -14009*G

Mutace —14009*G byla nejvice zastoupena u sudanskych Arabii (ARA) — 13 %,
nejméné pak u Jemenci al-Achkum (YAC) — 1,2 %. Urena nebyla vibec u Sesti
soubort, péti z jizni Arabie (YTI, YHG, YSO, YHA, DFR) a jednoho z Afriky (RAS).
U vSech sedmi souborti s vyskytem —14009*G nebylo prokazano vychyleni z H-W
rovnovahy na hladiné a = 0,05. Hodnoty FI se pohybovaly od —0,061 do 0,042. Avsak
vyskyt genotypti TG a GG byly ve vétsin¢ piipadi mensi nez pét. Viz Tabulka 14.

3.6.5 AMOVA

Tabulka 15 shrnuje vysledky analyzy molekularniho rozptylu (AMOVA).

Tabulka 15: Analyza molekularniho rozptylu pro jednotlivé varianty a jejich kombinace

zkoumané pozice VW MV @
(%) (%)

C/G-13907, C/T-13910, T/G-13915, T/G-14009, G/C-14010 64 36 0,359
C/T-13910, T/G-13915, T/G-14009 64 36 0,361

C/T-13910 95 5 0,053

T/G-13915 60 40 0,397

T/G-14009 89 11 0,106

VV — vnitro-populaéni variabilita, MV — mezi-populaéni variabilita, @, statistika

Vysledky vnitro- a mezi-populacni variability zjisténé AMOVA pro vSechny
pro-LP varianty se neli§i od vysledki pro kombinaci pozic C/T-13910, T/G-13915
a T/G-14009. V obou piipadech 64 % odpovida variabilité uvnitf populaci a 36 %
variabilit¢ mezi populacemi. Podivame-li se na T/G-13915 zvlast, je vnitro-populacni
variabilita 60 % a mezi-populacni 40 %. Hlavni pii¢inou variability mezi populacemi je
tedy T/G-13915. ®pr statistika tika, ze pokud je ®pr = 0, plati Ho — mezi populacemi
nejsou genetické rozdily, ®pt >0 plati H;y — mezi populacemi jsou genetické rozdily.
V naSem piipadé je ®pr u vSech populaci nenulové, nejvyssi 0,397 je pak pro
T/G-13915, tedy tento polymorfismus je pfi¢inou nejvétsi mezi-populacéni variability

zde hodnocenych soubort.
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3.6.6 PCoA

Analyza hlavnich koordinat je metodou, jez umoziuje zndzornit genetické vzdalenosti
mezi populacemi pro data, jez maji vice proménnych (v nasem pitipad¢ né¢kolik mutaci).
Kazda osa (koordinata) v analyze PCoA vysvétluje proporcionalné méné variability nez
ta predchozi. Vysledky jsou interpretovany nejcastéji na zékladé prvnich dvou az tii os,
které vysvétli vétsinu variability v ramci testovanych dat (Peakall and Smouse 2012).
Na zakladé ®pr vzdélenosti vypocitanych pomoci AMOVA byla provedena
PCoA pro vSech pét polymorfismi souvisejicich s LP, pro grafické znazornéni viz

Obrazek 16 (osa 1 a 2) a Obrazek 17 (0sa 1 a 3).

0,20 N
ACH ® YHA
0,10 * 1 ABA
®"""¢ ABG
~ YHG _ "0
S 0,00 | .o : : |
o YAC
ASW
DFR
..
ARA
-0,10 ® RAS +
@FELH
-0,20 1
-0,30 -0,20 0,10 0,00 0,10 0,20 0,30
Osal

Obrazek 16: PCoA pro C/G-13907, C/T —13910, T/G —-13915, T/G —14009, G/C —14010. Osa 1
a 2, kolecka — soubory africkych Arab, ¢tverecky — soubory jizni Arabie, pro vysvétleni zkratek
viz Tabulka 11.
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Obrazek 17: PCoA pro C/G-13907, C/T-13910, T/G-13915, T/G-14009, G/C-14010. Osa 1 a 3,
kolecka — soubory africkych Arabu, ¢tverecky — soubory jizni Ardbie, pro vysvétleni zkratek viz

Tabulka 11.

Na obou grafech je patrné rozdé€leni populaci do dvou skupin, podle frekvence

—13915*G, v levé casti grafu jsou soubory s frekvenci vyskytu —13915*G pftiblizné

>40% a vpravé casti je to <40 %. Pro srovnani byl vytvofen graf PCoA pro

C/G—-13915 samostatné (osa 1 a 2), viz Obrazek 18. Zde Ize v levé ¢asti pozorovat shluk

populaci s frekvenci —13915*G vyssi nez 57 %. Jedna se o soubory z jizni Arabie mimo

Jemenct z Hadramawtu (YHA) a Araby Rasajda (RAS).
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Obrazek 18: PCoA pro T/G -13915. Osa 1 a 2, kolecka — soubory africkych Arabd, ¢tverecky —
soubory jizni Arabie, pro vysvétleni zkratek viz Tabulka 11.

Pro srovnani jsou zobrazeny jesté grafy PCoA pro C/T-13910 (Obrazek 19)
—o0salaosa2a T/G-14009 (Obrazek 20) —0sa 1 a 2. V levé ¢asti obou grafu je shluk
soubort, u nichz nebyla zkoumana pro-LP mutace urcena, v pravé ¢asti obrazku je pak
soubor se znatelné vysSSim vyskytem pro-LP mutace oproti ostatnim, v pfipadé
~13910*T jsou to Arabové Suwa z Cadu (ASW) a v piipadé —14009*G pak sudansti
Arabové (ARA). Pro upfesnéni viz Tabulka 16, kde je uvedeno, jaké procento
variability vysvétluji prvni téi osy PCoA. Graf pro C/T-13910, T/G-13915
a T/G-14009 dohromady neni uveden, nebot’ se vyrazné¢ neodlisuje od grafu pro vsech

pét variant (Obrazek 16).
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Obrazek 19: PCoA pro C/T-13910. Osa 1 a 2, kolec¢ka — soubory africkych Arabu, ¢tverecky —
soubory jizni Arabie. Pro vysvétleni zkratek viz Tabulka 11.
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Obrazek 20: PCoA pro T/G-14009. Osa 1 a 2, kole¢ka — soubory africkych Arabu, ¢tverecky —
soubory jizni Arabie, pro vysvétleni zkratek viz Tabulka 11.
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Tabulka 16: Variabilita vysvétlena prvnimi 3 osami PCoA.

variabilita
vysvétlend prvnimi
3 osami (%)
zkoumané pozice Osa Osa  Osa
1 2 3
C/G-13907, C/T-13910, T/G-13915, T/G-14009, G/C-14010 | 78,83 14,63 3,51
C/T-13910, T/G-13915, T/G—14009 78,83 14,59 3,51
C/T-13910 94,32 4,77 0,91
T/G-13915 78,25 17,20 3,57
T/G-14009 85,88 12,39 1,36

3.6.7 Odhad doby expanze mutace -13915*G

Pro soubory, jez byly pouzity pro datovani expanze —13915*G, byly rovnéz provedeny
testy intra-populacni variability, viz Tabulka 17. Vychyleni z H-W rovnovahy nevyslo
signifikantni u Zadného z testovanych souborti pti a = 0,05, véetn¢ slou¢enych souborti.
Vyssi pozitivni hodnoty dosahl FI opét u souboru Omanct ze Zufaru (0,252).
Porovname-li frekvenci —13915*G mezi jednotlivymi soubory, nejnizsi 27,1 % je

u africkych Arabi Baggara a Abbala (ACH, ABG, ABA), nejvyssi pak u Arabti Rasajda

(RAS) 76,5 %.
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Tabulka 17: Intra-populacni variabilita pro —13915*G u soubor( pro odhad expanze —13915*G

soubor zkratky n -13915*G T TG G X2 p-hodnota H, H. FI
africti Arabové Baggara a
Abbala ACH, ABG, ABA 129 0,271 70 48 11 0,449 0,503 0,372 0,395 0,059
Arabové Rasajda RAS 51 0,765 4 16 31 0,838 0,360 0,314 0,360 0,128
Arabové Rasajda, Jemenci RAS, YYﬁi’ Y, 131 0,687 16 50 65 1,657 0,198 0,382 0,430 0,112
Jemenci YAC, YTI, YHA 80 0,638 12 34 34 0,518 0,472 0,425 0,462 0,080
Zufarsti Omadnci DFR 47 0,691 7 15 25 2,984 0,084 0,319 0,427 0,252

-13915*G — frekvence alely —13915*G, x° — chi kvadrat test Hardy-Weinbergovy rovnovéhy, p-hodnota — p-hodnota ¥° testu, H, pozorovana
heterozygozita, H. — predpokladana heterozygozita, Fl — fixacni index
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Pro 214 vzorkt, u nichz se vyskytla mutace —13915*G (heterozygoti a homozygot —

viz Tabulka 17 — Sesty a sedmy sloupec), bylo uréeno celkem 22 haplotyptu
sestavajicich ze 7 SNP (T/G-13915 plus 6 okolnich SNP). Pro ptehled haplotypl viz

Tabulka 18.

Tabulka 18: Haplotypy sedmi polymorfisma a jejich zastoupeni v jednotlivych souborech.

soubor/pocet haplotypii
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U vSech populaci byl nejéastéjsi haplotyp ¢. 1 (TAGCTCG). Nejvétsi pocet
variant haplotypti (17) byl uréen u Arabu Baggara a Abbala (ACH, ABG, ABA),

Pro odhad doby expanze mutace v populaci byla pouzita metoda spojujici odhad
veku alely a rychlosti riisu podle Austerlitz et al. 2003. Pouzivaji se jen haplotypy
s odvozenou mutaci, v tomto piipadée tedy s —13915*G. Pro datovani se pouziva Cetnost
majoritniho haplotypu a pocet vSech haplotypt s mutaci —13915*G (viz Tabulka 19) a
dale soucasna frekvence alely v populaci a velikost souc¢asné populace (Austerlitz et al.
2003), viz Tabulka 20. Dale je nutno znat miru rekombinace (recombination rate) mezi
prvnim a poslednim markerem, v naSem piipad¢ (mezi rs12619365 a rs2011946) je to
0,129807 cM.

Tabulka 19: Cetnost majoritniho haplotypu s —13915*G a viech haplotyp(i s —13915*G

soubor/Eetnost haplotypii

(7]
G < S
C] o
IS haplotyp < I g
) 0] 0 — o
= >
g 2 = £ -~ &
< - = (-
T - >
S =
< > <
<
TAGCTCG 66 77 96 173 64
6 TAGCTCT 3 1 5 6 1
11 TAGTCCG 1
21 CGGCTCG 1 1
Celkem haplotypl 70 78 102 180 65

Kromé¢ veku alely je vysledkem metody Austerlitz et al. 2003 i rychlost riistu —
vysledek je tedy interpretovan jako odhad véku expanze mutace v populaci. Rychlost
rustu, jez byla urCovana alelu —13915*G, ukazuje zvySeni poctu jejich kopii od doby,
kde se poprvé objevila v populaci, reflektuje rovnéz selekéni tlak, ktery na ni pusobil

(Austerlitz et al. 2003; Heyer et al. 2011).
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Pro vysledky viz Tabulka 20. NejstarSi odhad doby expanze mutace —13915*G
1510 let (v intervalu 1 356-1 799 let) byl uréen pro populaci Jemencu (YAC, YTI,
YHG). Naopak nemladsi 250 let (v intervalu 219-312 let) u Arabl Rasajda (RAS),
u nichz byla ale zaroven urCena i nejvySsi rychlost ristu 3,435 (v intervalu 2,922—
4,714), nejnizsi rychlost ristu byla zjiStena u Arabii Baggara a Abbala (ACH, ABG,
ABA) 1,248 (v intervalu 1,212-1,322). Slouceni Arabi Rasajda s Jemenci dalo vyssi
rychlost rustu —13915*G nez pro Jemence samotné. Pro africké Araby Baggara
a Abbala byl pak uren jen o o néco mladsi veék —13915*G nez u Jemenct, avSak
rychlost rstu je nizs$i nez u Jemenct. Vysledky zufarskych Omanct ukazuji nedavnou
expanzi —13915*G pied 276 lety (v intervalu 241-345 let) a rychlost rustu 3,020

(v intervalu 2,605-4,031) jen o néco nizsi nez u Arabu Rasajda.
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Tabulka 20: Odhad doby expanze mutace —13915*G

ODEM KI ODEM
soubor N, r Kir g Kig (roky) (roky)
africti Arabové 1530500 1,248 1,212-1,322 57,9 51,0-71,3 1449 1274-1782
Baggara a Abbala
Arabové Rasajda 98000 3,435 2,922-4,714 10,0 8,8-12,5 250 219-312
Arabové Rasajda, 6098000 1,453 1,397-1,570 41,6 37,6-49,3 1041 939-1233
Jemenci
Jemenci 6000000 1,285 1,250-1,356 60,4 54,3-72,0 1510 1356-1799
zuférti Omdnci 100000 3,020 2,605-4,031 11,1 9,7-13,8 276 241-345

No — celkova velikost populace, r — rlst alely (growth rate), KI — konfidenéni interval, g — generace, ODEM — odhad doby expanze mutace
—13915*G (1 generace = 25 let)
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3.7 Diskuze

3.7.1 Diverzita pro-LP mutaci v Arabii a u africkych Arabi

Pro-LP mutace —13915*G se nejCastéji vyskytuje u populaci Arabského poloostrova
a africkych Arabu (Al-Abri et al. 2012b; Enattah et al. 2008; Hassan et al. 2016; Imtiaz et
al. 2007; Ingram et al. 2007; Ingram et al. 2009b; Ranciaro et al. 2014). Ve studiich
Enattah et al. 2008 a Imtiaz et al. 2007 byla vyslovena teorie, Ze puvod této mutace je
pravé na Arabském poloostrové. Tuto piedstavu podporuje uz ten fakt, ze v Africe
nachazime nejvyssi frekvence —13915*G u populaci s arabskym ptivodem, u ne-arabskych
populaci se vyskytuje v mnohem mensi mife. Tato fakta by tedy rovnéz mohla svéd¢it pro
arabsky pivod —13915*G a probehly genovy tok, diky némuz se rozsitila i do nékolika
sousednich populaci (Ranciaro et al. 2014).

Pro tuto dizertaci byla pouzita DNA od celkem 620 jedinct z tfinacti populacnich
souborl (Sesti soubortl z jizni Ardbie a sedmi souborl africkych Arabi) a byl analyzovan
359 bp dlouhy tsek v intronu 13 genu MCMS6, ve kterém se nachazi vSechny dnes znamé
pro-LP mutace (Coelho et al. 2009). U vSech zkoumanych soubort byla identifikovana
alela —13915*G ve frekvenci 1,4-76 % u souboru africkych Arabid a 25-65,7 % u soubort
Z jizni Arabie.

Obrazek 21 ukazuje srovnani zde zjisténych a diive publikovanych vysledkt pro
populace z Arabského poloostrova a soubory africkych Arabu. Z grafu je patrné, Ze zde
zjisténé frekvence se pfili§ neodliSuji od diive publikovanych dat. Vyjimkou jsou Arabové
Rasajda, ktefi maji ze vSech zobrazenych (i ze vSech doposud analyzovanych) populaci
nejvyssi zastoupeni —13915*G — ve frekvenci 76 %. Timto se tedy vice nez populacim
africkym podobaji populacim Saudské Arabie, Jemenu a Omanu, kde je frekvence této
alely u vétSiny analyzovanych soubori vyssi nez 50 %. Pokud vezmeme v potaz historii
Rasajdi, neni tento vysledek az tak piekvapivy, nebot” se jedna o recentni migranty, kteti
prisli do Afriky az po roce 1860; jejich pfedkové pochazi ziejmé z oblasti Hidzdz v dne$ni

Satdské Arabii (Young 1996).
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Obrazek 21: Frekvence mutace —13915

*G u populaci Arabského poloostrova a u africkych Arabd.

Osa x — frekvence —13915*G, osa y — lokalita, nazev populace. Data byla vybrana z publikovanych
studii, detaily v priloze P3. * oznacuje soubory z této studie, tmavé Sedé jsou znazornény soubory
z Arabského poloostrova, svétle Sedé soubory z africkych Arabd.
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Kolegyné Jana Novackova se ve své disertacni praci z roku 2016 zabyvala mimo jiné také
analyzou Y-chromozomalni DNA u Arabt Rasajda. Na zakladé¢ SNP polymorfismu zjistila
nizkou genetickou diverzitu a rovnéz pro STR polymorfismy jen velmi maly pocet
haplotypti (Novackova 2016). Tyto vysledky a vysledky uvedené v této dizertaci tedy
mohou poukazovat na to, ze populace prosla efektem zakladatele (founder effect). Z Arabie
do Afriky mohla pfijit jen mald skupina, mozna i vzajemné si ptibuznych osob (blizké
kmeny), ktera se za svou kratkou historii na africkém kontinenté nestihla diverzifikovat
tak, jako ostatni arabské populace, jejichz predkové ptisli do Afriky diive.

Vysokd frekvence —13915*G u Rasajdd muze byt disledkem vySe uvedenych
skute¢nosti, ale jisté souvisi také s tim, ze Rasajdové se stale zivi pastevectvim a velbloudi
mléko patii mezi hlavni slozky jejich jidelni¢ku (Cerny osobni sdéleni na zakladé dotazti
béhem vyzkumu v Sadanu). Celkov€ u zkoumanych soubori africkych Arabl lze
pozorovat, ze vyskyt —13915*G je nejvyssi u Arabti Abbala z Cadu (ACH) a Ragajda
(RAS) ze Sudanu, jez fadime mezi pastevce velbloudi, viz Obrazek 22. Tento fakt mtize
rovnéz podporovat teorii, ze se —13915*G objevila na Arabském poloostrové v souvislosti
s domestikaci velblouda (Enattah et al. 2008). U Arabi Baggara (ABA, ABG) a Suwa
(ASW) mohlo dojit ke snizeni frekvence —13915*G diky genovému toku ze strany
pavodnich africkych obyvatel (Cerny et al. 2007), diky nimz také pravdépodobné rovnéz
ptesli z chovu velbloudi k chovu hovéziho dobytka (Owens 1994).
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Obrazek 22: Vyskyt pro-LP mutaci a subsistence u 13 zkoumanych soubor jizni Arabie a africkych
Arab(l. Osa x zkratka souboru a subsistence, osa y frekvence pro-LP mutaci.

ASW — Arabové Suwa, Nigérie; ACH — Arabové Abbala, Cad; ABA — Arabové Baggara, Cad; ABG —
Arabové Baggara, Sudan; RAS — Arabové Ras$ajda, Sudan; ARA — Arabové, Sudan; ELH — Egyptané el
Hayz, Egypt; DFR — Omanci Zufar, Oman; YHA — Jemenci Hardamawt, Jemen; YSO — Jemenci
Sokotra, Jemen; YHG — Jemenci HadZdZa, Jemen; YTI — Jemenci Hudajda, Jemen; YAC — Jemenci al-
Achkum, Jemen
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Co se ty¢e dat mtDNA, Obrazek 23 piedstavuje graf vyskytu zapado-eurasijskych
mtDNA haploskupin a podil osob s —13915*G v daném souboru. Mlizeme zde vidét, ze
nejnizsi podil zapado-eurasijskych mtDNA haploskupin a tedy nejvyssi podil africkych
mtDNA haploskupin je pravé Baggart (ABG, ABA) a Suwt (ASW) (Prichodové et al.
2017).

100-
75-
<
%) 13915*G b
- *G bearers
GCJ 50- western-Eurasian
> mtDNA haplotype
O
o
L /\
0,
ABG ABA ASW ACH ARS ELH YHA YHG YTI YAC RAS YSO
Population

Obrazek 23: Podil osob s —13915*G a zdpado-eurasijskych haplotyp( u soubort africkych Arabl
a soubor( z Jemenu (Priehodova et al. 2017).

ASW — Arabové Suwa, Nigérie; ACH — Arabové Abbala, Cad; ABA — Arabové Baggara, Cad; ABG —
Arabové Baggara, Sudan; RAS — Arabové Rasajda, Sudan; ARS — Arabové, Sudan; ELH — Egyptané el
Hayz, Egypt; DFR — Omanci Zufar, Oman; YHA — Jemenci Hardamawt, Jemen; YSO — Jemenci
Sokotra, Jemen; YHG — Jemenci HadZdZa, Jemen, YTI — Jemenci Hudajda, Jemen; YAC — Jemenci al-
Achkum, Jemen;
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U jemenskych a jedné omanské populace byla uréena —13915*G ve 25-65,7 %
a Vv ojedin€lych piipadech identifikovany 1 dal§i mutace. Spolu s vysokou frekvenci
—13915*G se tedy da usuzovat, ze polovina az dvé tfetiny téchto lidi ma LP. DneS$ni
Jemenci jsou klasifikovani jako populace usedlych zemédé€lct, vysoké frekvence LP
mohou tedy vypovidat o dilezitosti mlééného hospodarstvi v minulosti, tak jak to ostatné
navrhuje kulturné-historicka hypotéza (Holden and Mace 2002; McCracken 1971;
Simoons 1970).

Dobytek byl nejspiSe do jizni Arabie zaveden z Pfedniho vychodu nebo Afriky jiz
pred 8 000 lety, k nezavislé domestikaci zde patrné nedoslo (McCorriston and Martin
2009). Zvitata se pravdépodobné vyuzivala nejdiive k mlééné produkci a az v dobé, kdy
zde lidé zadali péstovat rostliny i k tahu a orbé (Cerny 2016). Tradi¢né byl skot chovan
Vv horskych oblastech Zufaru, kde je dostatek pastvin, zdejsi horalé (dZabali) chovali hovézi
dobytek, ale i kozy a velbloudy ptevazné pro produkci mléka. V sussich oblastech Arabie
byl pak chovan jednohrby velbloud — dromedar. Pivodné byl rovnéz vyuzivan pro mléko
a vlnu a teprve pozdé¢ji jako soumar. Pro srovndni, v analyzovaném souboru ze Zufaru byla
zjisténa frekvence —13915*G témér 66 %, tedy nejvySsi z pouzitych jihoarabskych
soubort.

Pastevectvi patii spolu s péstovanim datlovniku a rybafenim k hlavnim zptsobtim
obzivy i na jemenském ostrové Sokotra. I zde nalézame vysokou frekvenci —13915*G
— 57 %. Na zaklad€ archeologickych dokladl neni ziejmé, kdy a kym doslo k prvnimu
osidleni tohoto ostrova, ale vysledky analyz mtDNA ukazuji, Ze ke kolonizaci ostrova
mohlo dojit zhruba pted 6 000 lety a pted 3 000 lety zde pravdépodobné doslo k populaéni
expanzi (Fernandes et al. 2015; Cerny et al. 2009). Frekvence —13915*G (57 %) je
podobna tém, co nalézdme na Arabském poloostrové, zda se tedy, Ze sem tato mutace byla
pfinesena kolonisty z Arabie, aniz by doslo k efektu zakladatele jako v ptipadé Rasajdu.

— pouze 25 % a z dalsich variant pak jen 3,8 % —13910*T. Na prvni pohled je to vysledek
pomérné piekvapivy, nebot’ pravé ve vychodni ¢asti jizni Arabie ma pastevectvi a chov
skotu dlouhou tradici — kulty spjaté s pastevectvim jsou zde dolozeny jiz pted 6 000 lety
(McCorriston and Martin 2009). Na stran¢ druhé je ale tfeba poznamenat, ze soucasné
prostiedi Hadramawtu neni pro chov dobytka vhodné, poustni klima je vhodnéjsi spise pro

chov velbloudii (Cerny 2016). Vysvétleni dnesni frekvence LP mize byt v opakovaném

87



vysidlovani oblasti a zpétnych migracich, jez tato oblast prodélala béhem poslednich 500
let. Napt. v Etiopii, Somalsku, Indii ¢i Singapuru vznikaly tzv. hadrami diaspory, z nichz
se po Case nektefi jejich obyvatelé vraceli zpét do Hadramawtu i1 se zenami, které
pochazely z téchto oblasti (Manger 2010). To by ostatné vysvétlovalo i vyssi ¢etnost sub-
saharskych mtDNA haploskupin v nasem souboru — viz Obrazek 23, u souboru YHA je
tedy nejvyssi podil sub-saharskych mtDNA haploskupin hned po Arabech Baggara (ABG,
ABA), Abbala (ACH) a Suwa (ASW) (Prichodova et al. 2017; Cerny 2016).

Pro znézornéni vyskytu pro-LP mutaci a geografické poloha zkoumanych souborti
viz Obrazek 24. Vysoké frekvence —13915*G u soubort jizni Arabie (kromé Jemenct
z Hadramawtu — YHA) odpovidaji diive publikovanych datiim, (Obrazek 21). U souboru
Jemencu z al-Achkum (YAC) a al-Hudajdy (YTI) se pak vyskytuji pro LP-mutace jinak
typické pro vychodni Afriku: —13907*G, —-14010*C a 14009*G (Jones et al. 2013;
Ranciaro et al. 2014), coz mtize poukazovat na kontakty mezi obéma biehy Rudého mote,
ptipadné na v minulosti probihajici obchod africkymi otroky (Cerny 2016).

Ptestoze se podle mtDNA prokdzala spojitost Hadramawtu s vychodni Afrikou
(Ridl et al. 2009; Cerny et al. 2008), paradoxn& v tomto souboru nebyly zadné pro-LP
mutace typické pro vychodni Afriku objeveny, pouze —13910*T (viz Obrazek 24).
—13910*T se kromé& Evropy vyskytuje i v Indii a mohla se sem tedy dostat diky hadrami
diaspote. Rovnéz v posledni studii mtDNA jemenskych populaci byly objeveny haplotypy,
jez by mohly byt pivodem z Indie (Cerny et al. 2016).
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Obrazek 24: Mapa vyskytu pro-LP mutaci u tfindacti populaci analyzovanych v této studii.
DFR — Omanci Zufar, YSO — Jemenci Sokotra, YHA — Jemenci Hadramawt, YAC — Jemenci al-Achkum, YHG — Jemenci HadZdzZa, YTI — Jemenci Hudajda,

RAS — Arabové Rasajda, ELH — Egyptané el Hayz, ARA — Arabové Stdan, ABG — Arabové Baggara Stidan, ABA — Arabové Baggara Cad, ACH — Arabové
Abbala, ASW — Arabové Suwa.
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Diverzita pro-LP mutaci u soubort africkych Arabd je vys$$i nez u soubort
zjizni Arébie. Divodem je pravdépodobné genovy tok mezi africkymi Araby
a puvodnimi africkymi populacemi. Celkové nejvyssi frekvence —13910*T mezi
zkoumanymi soubory byla uréena u nigerijskych Arabti Suwa (ASW) — 8,7 %, V niz§im
zastoupeni pak i u Arabt Baggara (ABG, ABA) a Abbala (ACH). —13910*T je nejvice
zastoupena v Evropé€, byla vSak objevena i u Fulbu z Mali a Kamerunu (Lokki et al.
2011; Mulcare et al. 2004; Ranciaro et al. 2014). Nase dosud nepublikované vysledky
ttinacti fulbskych souborti (n=592) ze zapadniho sahelu ukazuji na vyskyt této mutace
vrozsahu 17,6-59,6 % (Obrazek 10, str. 29). Pfi¢inou vyskytu —13910*T u Arabu
Suwa, Baggara a Abbala miZe byt pravé genovy tok ze strany Fulbi. Kamerunsti
Fulbové sdili totiz stejné haplotypové pozadi —13910*T s kamerunskymi Araby
Baggara (Ranciaro et al. 2014).

Mutace —13907*G byla na zékladé vysledki piedchozich studii objevena
pfevazné u populaci vychodni Afriky, jako jsou sudansti Bedzové, kensti Masajove,
nebo etiopsti Oromové ¢i Afarové (Jones et al. 2015; Ranciaro et al. 2014; Tishkoff et
al. 2007). V nasich souborech ji nachazime jen ojedinéle, u sidanskych Arabi (ARA)
a Arabt Baggara z Cadu (ABA). Piekvapivé nebyla nalezena u Arabi Suwa (ASW),
ackoli se ptedpoklada, Ze pii pocateéni migraci smétovali z Egypta jizn€ podél Nilu —
tedy ptes oblast, kde je dnes nejvyssi vyskyt —13907*G.

Zajimava je mutace —14009*G. Ackoli byla zjisténa jiz ve studii Ingram et al.
2009b to, Ze je rovnéz pri¢inou LP bylo zjisténo az pozdé&ji ve studii Jones et al. 2013.
Ve studii Jones et al. 2015 vsak jeji zjisténé frekvence nebyly nijak vysoké, nejvyssi
vyskyt byl detekovan u stdanskych populaci Beni Amer 11,7 % a Dzalin (Jaali) 7 %.
V nasich souborech byla tato mutace identifikovdna ve vSech zkoumanych africkych
souborech krom¢ Arabl RaSajda (RAS). Nejvyssi zastoupeni (rovnéZ i nejvyssi mezi
publikovanymi daty) ma u sudanskych Arabi (ARA) — 13 %, nejniz§i pak u Arabu
Suwa (ASW) 1 %. Z vysledkil je rovnéZ patrné, Ze s vyjimkou Arabti Abbala (ACH), se
smérem z vychodu Afriky na zapad jeji frekvence sniZzuje. K publikovani mame
pfipraveny vysledky ze stdanské populace Bedza, kde byla —14009*G urcena ve
frekvenci 42 %, je tedy mozné, Ze nejdiive se tato mutace rozsifila u kusitskych

populaci vychodni Afriky, avSak pro ovéteni bude tieba dalSich vyzkuma.

90



3.7.2 Odhad doby expanze mutace -13915*G

Pomoci metody poskytujici spojeny odhad stati a expanze alely (Austerlitz et al. 2003)
byla urcena doba, kdy zacala expandovat —13915*G. Do analyzy bylo zahrnuto 307
vzorkl v ramci péti populac¢nich soubort — zapadni Jemenci (Hadzdza, al-Hudajda a al-
Achkum) zufar$ti Omanci, Arabové Bagarra a Abbbala a Arabové RasSajda. Rovnéz
byla testovana varianta, kdy byl slou¢en soubor Arabti Rasajda se souborem zapadnich
Jemencl. Analyza byla provedena na zaklad¢ Sesti SNP v okoli —13915*G, které byly
urc¢ovany jen u jedinct nesoucich —13915*G (n=214).

Nejstarsi odhad (1 356-1 799 let pied soucasnosti) vysel pro soubor z Jemenu
a jen o néco mladsi (1 274-1 782 let pted soucasnosti) pro Araby Baggara a Abbala.
Tato data by mohla teoreticky odpovidat obdobi, kdy doslo k rozpadu karavannich
kralovstvi v jizni Arabii (7. stoleti n. 1.) a naslednym migracim arabskych beduinti do
Afriky, které byly rovnéz spojeny s Sifenim islamu. Piedpoklada se, ze pii téchto
migracich postupovali arabsti pastevci velbloudd ptes Sinaj, kde se proud rozdélil
dvéma sméry — piedkové dnesnich Arabi Suwa pokradovali jizné podél Nilu a pak
k Cadskému jezeru, zatimco predkové Arabti Baggara a Abbala migrovali pies dne$ni
Libyi a Niger k Cadskému jezeru a dale do Sudanu (Cunnison 1966; Levy and Holl
2002; Zeltner 2002).

Autofi studie Enattah et al. 2008 pfisli s hypotézou, ze —13915*G se objevila
v souvislosti s domestikaci velblouda v Arabii pied 6 000 lety (Enattah et al. 2008).
Velbloudi byli ale nejprve chovani pro maso a mléko a teprve pozdéji pro piepravu
predméti urcenych k obchodovani, pfedevSim aromatickych pryskyfic (kadidlo a
myrha) ale i celé fady dalSich artikld, jeZz byly exportovany z jihoarabskych ptistavi
béhem obdobi karavannich kralovstvi (Cerny 2016). V dobég, kdy se velbloudi zacali
pouzivat k transportu poustnimi oblastmi Ardbie, a zejména dale beéhem migraci
V jeho pocatcich. Je tedy mozné, Ze odhad expanze mutace —13915*G ukazuje praveé na
obdobi, kdy se beduini se stali vice zavisli na produkci velbloudiho mléka.

Nemladsi odhad pro expanzi —13915*G byl ur¢en pro soubor Arabi Rasajda
(219-312 let pied soucasnosti). Tato data se v podstaté nerozchazi historickymi fakty,

Rasajdové se totiz do Afriky dostali mnohem pozd¢ji nez Arabové Baggara a Abbala, az
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po roce 1860. Obrazek 25 znazornuje navrzené migracni trasy a vysledky odhada, kdy
doslo k expanzi —13915*G.

DFR
YHG L
ACH Ry il e 276 |. pr. s.
e Aod e 2501 pfs. %€ )
1449 1. pf.s. * 110

Obrazek 25: Odhad doby expanze —13915*G u populaci jizni Arabie a u africkych Arabu
Sipkami je vyznacena moznd cesta, jiz se predkové Arabl Abbala a Baggara a Rasajda dostévali
z Arabie do Afriky, Cisly vysledky odhadu, I. pf. s. — let pred soucasnosti kdy se rozsitila
—13915*G u Arabll Abbala a Baggara (ACH, ABA, ABG), u Arab( Rasajda (RAS), v zapadnim
Jemenu (YHG, YTI, YAC) a omanském Zufaru (DFR).

Pti slouceni souboru zapadnich Jemencl a Arabii Rasajda ndm vysSlo obdobi
o néco mladsi 939-1 233 let pied soucasnosti. Vzhledem k historickym souvislostem,
vysledkim Y chromozomalni DNA (Novackova 2016) a variabilit¢ pro-LP mutaci je
tieba predpokladat spise nazavisly vyvoj Rasajdud, proto vysledek po slouceni s Jemenci
neni pravdépodobné tplné relevantni.

Odhad staii posledniho spole¢ného ptedka —13915*G u souboru ze Saudské
Arabie podle Enattah et al. 2008 je 4 095 + 2 045 let pied soucasnosti. Metoda spojujici
odhad veéku alely a rychlosti ristu (Austerlitz et al. 2003), které je pouzita v této
disertacni praci, odhaduje dobu, kdy se mutace poprvé objevila v populaci, at’ uz de
novo, nebo prostfednictvim genového toku a zaroven expandovala. Takové vysledky
nejsou v rozporu s vysledky studie Enattah et al. 2008, kde bylo odhadovano stafi
posledniho spoleéného predka (MRCA), nebot’ mohou odrazet spiSe demografické

souvislosti.
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Ve studii Bayoumi et al. 2016 bylo analyzovano 39 SNP ve 3 Mb dlouhém
useku v okoli —13915*G vcetné€ intronu 13 genu MCM6 u soubort z Jemenu a Omanu
(pro srovnani s analyzou prezentovanou v této disertacni praci, v Bayoumi et al. 2016
bylo v Gseku dlouhém 435 kb v okoli mutaci —13910*T a —13915*G analyzovano 14
polymofismu). Podle ziskanych haplotypii byla uréena oblast vazebné nerovnovahy
a rovnéz odhadnuto stafi, kdy doslo k selek¢nimu vymeteni. Mutace —13915*G byla ve
vy$8ich frekvencich nalezena jen u soubort z Jemenu (57 %) a ze Zufaru (71 %).
V okoli mutace byla prokdzana dlouhé oblast homozygozity a doba, kdy pravdépodobné
doslo k selekénimu vymeteni, byla odhadnuta na 4 300-5 000 let pfed soucasnosti
u jemenské populace a 2 000-2 400 u populace ze Zufaru. Autofi studie se domnivaji,
ze mutace —13915*G by mohla pochazet z jizni Ardbie, nebot jejich odhady doby, kdy
zacala piisobit pozitivni selekce na tuto alelu v Jemenu je starsi nez odhad na zakladé¢
populace saudskych Arabi (Bayoumi et al. 2016; Enattah et al. 2008).

Hypotéza o Sifeni LP zjiZzni Arabie byla vyslovena jiz v praci Al-Abri et al.
2012b. Autoti ji podpofili faktem, ze nejvyssi frekvence —13915*G mezi jihoarabskymi
populacemi nasli v Zufaru (Al-Abri et al. 2012b). Arabie je ostatné také mistem, odkud
do Afriky smétfovalo jiz v minulosti ped neolitem vice migraci. Doklada to napf.
mtDNA haploskupina R0a, dnes nejéastéjsi mtDNA haploskupina v Arabii (Al-Abri et
al. 2012a; Cerny et al. 2011) Klady mtDNA haploskupiny HV1 — HV1a3 a HV1bl
mohou pak ukazovat na ptfesuny pres Rudé moie v obou smérech pravdépodobné v
souvislosti s probihajicim exportem obsidianu z vychodni Afriky do jizni Arabie pied
8 000 lety (Musilova et al. 2011; Cerny 2016).

Nase vysledky pro populaci ze Zufaru ukazuji rovnéz na nejvyssi frekvenci
—13915*G z populaci jizni Arabie (65,7 %), avSak odhad expanze je niz$i. Je mozné, ze
nas vysledek je zkreslen tim, Ze se jedna o populaci malou ~100 tisic osob (podle Al-
Abri et al. 2012b pak 250 tisic osob) a ¢aste¢né izolovanou od zbytku Omanu.
Genetickd diverzita tak mohla byt snizena diky plisobeni driftu, nicméné je rovnéz
mozné, ze v obdobi pied 250-350 lety, mohlo dojit k n&jaké udalosti, jez snizila
efektivni velikost zufarské populace a zesilila selekci ve prospéch LP, respektive
—13915*CG.

Metoda Austerlitz et al. 2003 spojuje odhad veéku expanze mutace v populaci a

odhad rychlosti rustu (Austerlitz et al. 2003). Tato metoda byla rovnéz pro pouzita pro
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mutaci —13910*T u populaci stfedni Asie v praci Heyer et al. 2011. Zde byla u souboru
kazaSskych pastevct zjisténa frekvence —13910*T 17 % a rychlost ristu 1,03; u usedlé
populace Tadzikti a Uzbekt to bylo 10 % a rychlost rustu 1,02 (Heyer et al. 2011). Co
se tyCe souborti analyzovanych v této disertacni praci, nevyssi rychlost rastu byla
zméfené vyssi rustové rychlosti a vyssi frekvence pro-LP mutace —13915*G mohou
poukazovat na selekci pro LP a dulezitost konzumace cerstvého mléka u populaci jizni
Arabie, Arabii Baggara, Abbala a Rasajda. Vysledky ze stfedni Asie, kde jsou
odhadované rychlosti niz§i, mohou reflektovat zvyk konzumace kysanych mlécnych
vyrobkll s nizkym obsahem laktézy — selekéni tlak na rozsifeni pro-LP mutaci tedy
mohl ptisobit méné.

Pozitivni selekce pro —13915*G mohla zalit nezavisle v jednotlivych populacich
nebo probihat v jedné z lokélnich populaci, odkud se pak LP jedinci rozsitili do dalSich
populaci, kde selekce zacala tim padem pozdé¢ji. Stafi mutace by tak v piijmovych
populacich bylo nutné nizsi, uz jen z toho divodu, Ze sem byla pfenesena jen Cast
okolni genetické variability z populace, kde mutace vznikla jako prvni.

Jednim z faktord, ktery mohl ovlivnit vysledky uvedené v této praci, je pocet
pouzitych SNP. S vét§im poctem SNP na delSim Gseku, nez je 419 kb by odhady byly
patrné presnéjsi. Nicméné DNA, jez byla k dispozici, nebyla v odpovidajici kvalité pro
rozsahlejsi analyzu. Napf. vzorky z Jemenu jsou jiz jedenéct let staré¢ bukalni stéry
a vzorky Arabli Abbala dokonce tfinéct let. Pies jejich peclivé uchovani, DNA ¢asem
domnivat, ze informace ziskand jejich analyzou odraZzi redlnou diverzitu vySe
uvedenych polymorfismt a populaci, byt jisté s rozliSenim niz§im, nez maji k dispozici
jiné vyzkumné tymy.

DalSim tématem k diskuzi je velikost souCasné populace, jeZ se pouZziva pfi
vypoc¢tu odhadu stafi alely a rychlosti rlstu (Austerlitz et al. 2003). Nami uvadéné
populacni velikosti (pozor metoda nepracuje s efektivnimi, ale nominélnimi velikostmi)
jsou zprumérované hodnoty, které byly v roce 2015 uvedeny vetejné dostupnymi zdroji
jako je internetova platforma Ethnologue (Lewis and Simons 2015) nebo Joshua projekt

(www.joshuaproject.net). Neni ale pochyb o tom, ze i v dnesni dob¢ je velmi slozité

odhadnout skutecnou velikost koCovnych populaci, proto uvedend data mohou byt
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neptfesnd. Na druhé strané ale, jak jiz bylo ukazano ve studii LP u populaci stfedni Asie,
tento parametr ma na vysledek vypoctu spise minoritni vliv (Heyer et al. 2011).

Pro ovéfeni vysledkd tykajicich se relativné mladé expanze —13915*G by bylo
uzitecné ziskat aDNA z pravékych, staroveékych a stfedovékych populaci Arabie
a Afriky. Na piikladu evropské populace je totiz docela dobie patné, Ze mutace
—13910*T se nesifila jiz v eneolitu, jak by se dalo pfedpokladat na zaklad¢
Bayesovskych kalkulaci nebo archeologickych ptedpokladu (Itan et al. 2009), ale jak
skute¢né ukazuji aDNA data, vyssich frekvenci dosahla teprve az ve stiedoveéku (Burger
et al. 2007; Kruttli et al. 2014; Plantinga et al. 2012; Witas et al. 2015). Takovéto
srovnani pro mutaci —13915*G nemusi byt pfili§ vzdalenou budoucnosti (Almathen et
al. 2016).

Lze tedy konstatovat, ze vysledky odhadu expanze mutace —13915*G pro soubor
ze zapadniho Jemenu a pro soubory africkych Arabu v této dizertaci jsou v souladu
s dosavadnimi poznatky o pocatcich a Sifeni LP v Arabii. Alela —13915*G vznikla
podle vSech dostupnych dat v Arabii, ale v samotném misté vzniku a dale do Afriky se
zacala Sifit az v ramci pozdé¢jSich, historicky dolozitelnych migraci. Zjisténa doba
expanze —13915*G pred zhruba 1 500 lety v zdpadnim Jemenu a pied 300 lety v Zufaru,
nemusi byt v pfimém rozporu s diive publikovanymi daty (Bayoumi et al. 2016; Enattah
et al. 2008). Pouzita metoda v této dizertaci spojujici odhad véku alely s rychlosti jejiho
rastu (Austerlitz et al. 2003) muze naopak 1épe reflektovat probéhlé demografické
udalosti a vhodné dokreslit celkovy obraz historie arabskych populaci na izemi Arabie
a Afriky. Pfedpoklad, ze —13915*G ma svij pivod praveé v jizni Arabii (Bayoumi et al.
2016), nelze na zakladé zde ziskanych dat potvrdit ani vyvratit. Nicméné vysledky by
mohly byt vsouladu shypotézou (Enattah et al. 2008), ze -13915*G
souvisi S domestikaci velblouda. Vyssi podil této varianty nachazime pravé u populaci
africkych Arabt, ktefi se dosud zabyvaji chovem velbloudli nez u téch, jez piesli na

chov hovéziho dobytka.
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4 Zavér

Na LP lze pohlizet zmnoha riznych whll, lze studovat fyziologii produkce LPH
v tenkém stifevé nebo regulaci produkce LPH na trovni DNA a RNA. Daji se rovnéz
studovat vlivy prostfedi ¢i kultury, které se podilely na rozsiteni LP. Studiem LP jako
ptikladu pozitivni selekce probéhlé v lidském genomu béhem nékolika desitek ¢i stovek
generaci, se mizeme dozvédet néco o mechanismech tohoto procesu v lidské populaci.
Na zaklad¢ haplotypovych studii se pak da odhadnout, jak se v minulosti $itily pro-LP
mutace Vv ramci jednotlivych populaci.

V této disertacni praci byla studovana LP u africkych Arabt v jizni Arabii. Jizni
Arabie je mistem kam sice neolitické znalosti pronikly z Pfedniho vychodu, nicméné
nasledny vyvoj neolitu byl zfejmé do zna¢né miry nezavisly. Stejné tak jako tomu bylo
v subsaharské Africe, kde vyuziti domestikovanych zvifat pfedchazi domestikaci
rostlin. Chov hovéziho dobytka, ovci a koz a pozdéji velbloudd byl velmi vyznamnou
soucasti subsistence zdejSich obyvatel jak v Arabii tak Africe. Ardbie jako takova je
rovnéz mistem, kde byly v pfedchozich studiich zjistény vysoké frekvence osob s LP
a majoritné se vyskytujici pro-LP mutaci je —13915*G. Bylo zjisté€no, Ze ta se vyskytuje
1 n¢kterych populaci v Africe, nejvice pak téch s arabskym plivodem. Arédbie tak byla
pravdépodobné mistem, kde tato mutace vznikla a do Afriky se mohla §ifit s migracemi
arabskych beduint probihajicimi od 7. stoleti v souvislosti s rozpadem jihoarabskych
karavannich kralovstvi a §ifenim islamu.

Vysledky uvedené v této disertaéni praci se nerozchdzi s teorii arabského
puvodu —13915*G, nebot ta byla zastoupena jako jedind pro-LP mutace u vSech
zkoumanych soubort. U vétSiny soubort africkych Arabt byly nalezeny nizsi frekvence
—13915*G neZ u souborl zjizni Ardbie, naproti tomu u soubort africkych Arabt
nachazime vétsi podil dalSich pro-LP variant svédc¢icich o probéhlém genovém toku.
doposud analyzovanych africkych i arabskych populaci nejvyssi frekvenci —13915*G
— 76 %. Naopak soubor Jemenct z oblasti Hadramawt ma ze vSech soubort jizni Arabie
nejnizsi frekvenci —13915*G — 25 % a podoba se tim spiSe africkym Arabim, u kterych
je (s vyjimkou vyse uvedenych Rasajdt) vyskyt —13915*G nizsi nez 50 %; u vSech
ostatnich jihoarabskych soubort je to vice nez 50 %. Jak bylo zjisténo v ptedchozich

studiich, 1 skladbou mtDNA haploskupin se hadramawtsky soubor podoba spiSe
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subsaharskym nez okolnim arabskym populacim. Vysvétlenim muze byt imigrace
africkych Zen z tzv. hadrami diapor, zakladanych v Africe (i jinde) muzi z Hadramawtu,
jez je nezévisle popsana v fad¢ antropologickych a sociologickych studii. Potvrzeni
takovéto hypotézy by vSak vyzadovalo osobnich dat, ktera pro populacné genetické
vyzkumy nejsou k dispozici.

Zjisténa data hovoii rovnéz ve prospéch teorie, ze vnik a Siteni —13915*G
souvisi s domestikaci velblouda a jeho vyuZzivanim pro mlé¢né hospodafstvi v Ardbii.
Nevyssi alelické frekvence —13915*G u africkych Arabl nalézdme u tradicnich
pastevctl velbloudi — Arabti Abbala z Cadu (44,4 %) a Rasajda ze Sudanu (76 %),
zatimco u Arabi Baggara, ktefi po své migraci do Afriky pravdépodobné piesli k chovu
hovéziho dobytka, jsou frekvence —13915*G nizsi (19,8 % u Baggari ze Sudanu a
25,5 % u Baggarti z Cadu).

Vysledky rovnéz ukazuji, Ze mutace —13915*G se dostala do Afriky v ramci
historicky doloZenych migraci z Ardbie. Stafi jeji expanze u jemenskych populaci je
zhruba 1 500 let pfed soucasnosti a 0 néco malo mladsi je expanze —13915*G africkych
Arabi Abbala a Baggara — zhruba 1 450 let pfed soucasnosti. Tato data ziejmé souvisi s
rozpadem karavannich kréalovstvi ptiblizné v 6. stoleti, kdy ¢ast beduint piepravujicich
kadidlo a myrhu z jizni Arébie pfiSla o svou piivodni obzivu a produkce a konzumace
vyrazn€j$i migrace z Arabie do Afriky, s nimiz sem pravdépodobné ptisli také predkové
dneSnich Arabi Abbala a Baggara. Expanze mutace —13915*G u stdanskych Arabi
Rasajda byla spoctena jen na 250 let pied soucasnosti, coz se rovne€Z vyrazné nerozchazi
s historickymi fakty, nebot jejich piedkové pfisli z Ardbie do Afriky dle vSech
dostupnych dokladll az po roce 1860 naseho letopoctu. Zjisténé vysledky tak ukazuji,
jak lze diky genetické podstaté LP sledovat kromé subsistence 1 prob¢hlé migraéni trasy
a genovy tok.

Stale vSak ziistava fada nezodpovézenych otazek. Nelze napt. zcela jednoznacné
odpovédét na to, jaka byla vlastné pticina Siteni LP v jednotlivych lidskych populacich
a zda jsou tyto pficiny rizné, Ci je jen jedna, nebo zda se jedna o komplex nckolika
impulzil, jeZ mohly pfijit zaroven ¢i postupné. Pii hledani odpovédi se védci snazi
zjistit, kdy se vlastné LP zacala §ifit v téch ¢i onéch populacich a zamétuji se na analyzu

haplotypu obklopujiciho usek s pro-LP mutacemi. Nové svétlo do problému pomalu
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vnasi také analyza aDNA. Vysledky aDNA v z evropskych nalezist’ ukazuji, ze LP se ve
vetsi frekvenci objevuje mnohem pozdéji, nez bylo odhadovano na zakladé analyz DNA
soucasnych populaci a demografickych modelti. Lidskd DNA z aridnich oblasti jako je
Arabie, Sahara a sahel zatim nebyla Gspésné€ izolovana, nicméné jak je patrno na studii
domestikace velblouda, kde autofi izolovali DNA ze 7 000 let starych ostatka
dromedara z Arabie a Pfedniho vychodu (Almathen et al. 2016), je jen otazkou ¢asu

jaké dalsi informace o $ifeni LP v téchto oblastech z aDNA ziskame.
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Seznam pouzitych zkratek

A adenosin

aDNA archaicka DNA

AMOVA analysis of molecular variance, analyza molekularniho rozptylu
ASD average square distance method

BHT breath hydrogen test

bp bazovy par

C cytosin

CaBP calcium binding protein

Cdx-2 caudal-type homeobox transcription factor 2
CREs cis-regulatory elements, cis-regulac¢ni elementy
EHH extended haplotype homozygozity

Fox forkhead box

Fst F statistika

G guanin

GATA gata-binding protein

HNF hepatocyte nuclear factor

HRM high resolution melting, vysokorozliSovaci analyza kiivek tani
HVS-1 hypervariabilni segment 1 mitochondrialni DNA
H-W Hardy-Weinbergova

kb kilo baze

LBK Linearbankeramik, kultura s linearni keramikou
LC480 LightCycler 480

LC96 LightCycler 96

LCT gen pro LPH

LP laktazova persistence

LPH laktaza-phlorizin hydrolaza

LTT lactose tolerance test

MCM6 minichromosome maintenance gene 6

MIS marine isotope stage

MRNA messenger RNA, mediatorova RNA

mtDNA mitochondrialni DNA
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n. 1. naseho letopoctu

Oct-1 octamer-binding transcription factor 1

ODEM odhad doby expanze mutace

PCoA principal coordinates analysis analyza hlavnich koordinat
PCR polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

rs reference SNP ID, referenc¢ni ¢islo polymorfismu

SNP single nucleotide polymophism, jednobodovy polymorfismus
str. strana

T tymin
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Prilohy

P1 Protokol odbéru bukalniho stéru a izolace DNA z bukalnich stérti

pres kolonky QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)

Odbér bukalniho stéru

Na 1 vzorek: 1 sterilni 1,5ml zkumavka; kartacek urCeny pro bukalni stéry
s oddélitelnou hlavici; 1 ml lyza¢niho roztoku (1,71 g sacharézy, 0,58 g NaCl; 1 g SDS
— lauryl sulfat; 10 ml 0,5M TRIS pH 8; 10 ml 0,5M EDTA — doplnit vodou do 100 ml)
1. Odbér se provadi 30 min, nejlépe 60 min po jidle a piti (povolend je pouze voda,
nezadouci jsou kofeinové napoje a kouieni)
2. Odbér DNA — minimalné 30 s stirat kartdckem pro bukalni stéry sliznice vnitini
strany tvaii (ne jazyka), vyvarovat se krvaceni. Oddélenou hlavici kartacku

ponofit do 1 ml lyza¢niho roztoku v 1,5ml zkumavce — uchovavat pii —20 °C.

Izolace DNA

Na 1 vzorek: 2 sterilni zkumavky 1,5 ml; 1 kolonka s membranou, jez je soucasti
QIAquick PCR Purification Kitu (Qiagen); PB, PE a EB pufry, jeZ jsou soucasti
QIAquick PCR Purification Kitu (Qiagen).

1. RozmraZenou zkumavku s hlavici kartacku vortexovat 1 min

2. Odsat 200 ml a pienést do sterilni 1,5ml zkumavky

3. Pfidat 1 000 ml extrakéniho pufru PB a zvortexovat

4. Inkubovat ve vzduSném inkubdtoru pii 60 °C 1 hod s michdnim (200 otacek)
a stocit (1 min/12 000 g).

5. Supernatant ptrenést ve dvou davkach do kolonky (po 600 pl), a stocit (1,5
min/12 000 g), po stoceni vyndat opatrné membranu a kolonku vylit do vylevky,
membranu vratit.

6. Pridat 200 pl extrakéniho pufru PB a stocit (1,5 min/12 000 g), po stoceni
vyndat opatrné membranu a kolonku vylit do vylevky, membranu vratit.

7. Ptidat 700 pl proplachovaciho pufru PE a stocit (1,5 min/12 000 g), po stoc¢eni

vyndat opatrné membranu a kolonku vylit do vylevky, membranu vratit.
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8. Stocit (3 min/12 000 g), po stoCeni vyndat opatrné membranu a kolonku vylit do
vylevky, membranu piendat do nové sterilni 1,5ml zkumavky nechat oteviené
V boxu 15 min aby se vSechny zbytky etanolu odpafily.

9. Do stfedu membrany opatrné nalit 40 pul EB pufru zahtatého na 37 °C, nechat
inkubovat pti pokojové teploté 5 minut a stocit (1,5 min/12 000 g)1

10. Vyhodit membranu a zkumavku s vyizolovanou DNA uchovavat pii —20 °C.

! U problematickych vzorkii je mozné pro zvyseni vytéZku tento krok zopakovat, aviak znovu
proplachnout stocenym EB pufrem s DNA ve zkumavce.
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P2 Readme

Frederic Austerlitz

Laboratoire d'Eco-anthropologie et Ethnobiologie
UMR 7206 CNRS/MNHN/Universite Paris 7
Equipe "Genetique des Populations Humaines™
Museum National d'Histoire Naturelle

CP 139, 57 rue Cuvier

F-75231 Paris Cedex 05,

France. Email: austerlitz@mnhn.fr

The two Mathematica notebooks provided here perform the joint estimation of the
growth rate (r) and the age of the mutation (g) from allelic association using either the
standard Luria-Delbriick method or the multipoint Luria-Delbriick estimation
(Austerlitz et al., 2003). It is always advised to start first with the standard method. The
notebooks work properly with Mathematica 5.2. | cannot certify that they will work
with other versions of the Mathematica program. For any help, please email me at the
above address.

1)

2)

Standard Luria-Delbriick method

Notebook: joint_estim_standard.nb

This method takes as an input the estimated size of the current population NO,
the carrier frequency (p), the recombination rate (0), the number of carriers of
the major haplotype (I) and the total number of haplotypes (n) (see Table 1 in
Austerlitz et al., 2003). Just submit the first cell and then enter the values that
correspond to your case in the function estim, and submit this cell.

Note that if your recombination rate is expressed in cM, you have to divide it by
100.

The provided example corresponds to PLOSL (Pekkarinen et al., 1998), with the
following parameters: NO = 5,000,000, p = 0.002, 6 = 0.00217, n = 18,1 = 24
(see Table 1 in Austerlitz et al., 2003).

The obtained results are r = 1.03 (95% CI 1.02, 1.05), g = 198.8 generations
(95% CI 152.0, 275.4).

Note that you may have to modify the starting values in the FindMinimum
function so that it works properly in your case.

Note also that the program should display some warnings corresponding mostly
to variables with close names, but this does not prevent the estimation from
running.

Multipoint Luria-Delbriick method Notebook: jont_estim_multipoint.nb

Important: Note that for this method, if you have two markers (or more)
that are completely linked to each other (no recombinant between them),
you need to remove the data concerning the markers that are the closest
from your mutation.

Here you need first to submit the first cell.

Then you need to enter the following parameters (the provided example is again
for PLOSL, Pekkarinen et al, 1998).
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npop = population size (NO)

fport = carrier frequency (p)

flmax = number of markers on the left side of the disease locus.

frmax = number of markers on the right side of the disease locus.

01[i], 1 <1 < Olmax = the recombination rate between marker #i on the left side
and the mutation locus.

01[i], 1 <i < Ormax = the recombination rate between marker #i on the right side
and the mutation locus.

Note that if your recombination rates are expressed in cM, you have to divide
them by 100. In the provided example, these values were computed from the
values given at the bottom of page 309 in Pekkarinen et al (1998). Note that here
you must enter the recombination rate between each marker and the mutation
locus, and not the recombination rates between adjacent markers.

Then you need to enter the numbers n[i][j] of haplotypes that have i markers on
the left side and j markers on the right side in common with the most frequent
haplotype. In the exemple, these numbers are deduced from Table 4 in
Pekkarinen et al (1998).

Then you should modify the starting values in the FindMinimum function
below, putting values close to the estimates obtained with the standard method.
After entering this, you can run all cells.

The obtained results for the example are r = 1.03 (95% CI 1.02, 1.05), g = 203.4
generations (95% CI 158.2, 277.3).

References
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P3 Populace pro obrazek 21

Lokalita Populace Subsistence n -13915*G | Citace

Kamerun Arabové Baggara pastevci 31 0,032 Ranciaro et al 2014
Kamerun Arabové Suwa pastevci 16 0,063 Ingram et al. 2007
Nigérie Arabové Suwa smiseni zemédélci | 52 0,067 soucasna studie
Cad Arabové Abbala pastevci 51 0,255 soucasna studie
Cad Arabové Baggara pastevci 27 0,444 soucasna studie
Sadan Arabové Shwaiga usedli zemédélci 38 0,236 Hassan et al. 2016
Sadan Arabové Gaalien usedli zemédélci 40 0,225 Hassan et al. 2016
Sudan Arabové Shokrya pastevci 40 0,450 Hassan et al. 2016
Sadan Arabové DZalin usedli zemédélci 88 0,142 Ingram et al. 2007
Sudan Arabové Rasajda pastevci 52 0,760 soucasna studie
Sudan Arabové Baggara pastevci 53 0,198 soucasna studie
Sadan Arabové usedli zemédélci 46 0,087 soucasna studie
Egypt el Hayz Egyptané usedli zemédélci 35 | 0,014 soucasna studie
Izrael Arabové usedli zemédélci 81 0,049 Ingram et al. 2007
Izrael beduini pastevci 19 0,132 Ingram et al. 2007
Jordansko beduini pastevci 23 0,391 Ingram et al. 2007
Syrie, irak, Libanon, Arabové neuvedeno 40 0,054 Enattah et al. 2008
Palestina

Saudska Arabie Arabové neuvedeno 248 | 0,57 Enattah et al. 2008
Saudska Ardbie beduini pastevci 46 0,498 Ingram et al. 2007
Saudska Arabe — stied Arabové neuvedeno 90 0,600 Imtiaz et al. 2007
Saudska Arabe — vychod Arabové neuvedeno 82 0,616 Imtiaz et al. 2007
Saudska Ardbe — sever Arabové neuvedeno 82 0,520 Imtiaz et al. 2007
Saudska Arabe — jih Arabové neuvedeno 92 0,580 Imtiaz et al. 2007
Saudska Arabe — zapad Arabové neuvedeno 86 0,650 Imtiaz et al. 2007
Jemen Sand Jemenci neuvedeno 239 | 0,548 Al-Abri et al. 2012
Jemen Al-Achkum Jemenci usedli zemédélci 43 0,651 soucasna studie
Jemen Hudajda Jemenci usedli zemédélci 67 0,590 soucasna studie
Jemen HadzdzZa Jemenci usedli zemédélci 35 0,614 soucasna studie
Jemen Sokotra Jemenci usedli zemédélci 65 0,569 soucasna studie
Jemen Hadramawt Jemenci usedli zemédélci 40 0,250 soucasna studie
Oman Zufar Omanci usedli zemédélci 54 0,657 soucasna studie
Oman Zufar Omanci neuvedeno 210 | 0,724 Al-Abri et al. 2012
Oman — sever Arabové neuvedeno 342 | 0,136 Al-Abri et al. 2012

—13915*G — frekvence —13915*G, n — velikost souboru, citace — viz PouZita literatura
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