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ABSTRAKT

Archeogenetika se zabyva aplikaci molekularné-genetickych metod
na otazky evoluce &lovéka a Sifeni jednotlivych lidskych populaci. Diky
svym vlastnostem je ve stiedu zajmu pfevazné mitochondrialni DNA
(mtDNA). Pres dulezitou polohu Jemenu — spojnice mezi Afrikou, Blizkym
vychodem a Asii — nebyla diverzita mtDNA v této oblasti systematictéji
studovana. Tato diplomova prace prezentuje analyzu 150 novych
sekvenci HVS-I mtDNA ze tii oblasti Jemenu — Al-Achkimu, Tihamy
a Hadramatu. Diky regionalnimu postupu pfi sbéru dat jsme byli schopni
odhalit rozdily v diverzité mtDNA v rGznych oblastech Jemenu véetné
jejich vztaht k dalS§im populacim Afriky a Blizkého vychodu. Soubory
Al-Achkum a Tihama se v populaéné genetickém srovnani s okolnimi
populacemi blizi populacim Blizkého vychodu, zatimco populace
z Hadramautu spada blize populacim vychodni Afriky. Kromé vlastnich
zavérl nabizi diplomova prace postup pro budouci vyzkumy genetické
diverzity populaci jizni Arabie.
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1 UVOD

Archeogenetika se zabyva aplikaci molekularné-genetickych metod
pfi studiu lidské minulosti. Zahrnuje dvé cesty: 1) vyzkumy genetické
diverzity dnes$nich populaci a 2) analyzu tzv. aDNA piimo z ostatku
minulych jedinct (Cerny et al., 2003; Cerny et al., 1997). Zajem o DNA
prfitom vychazi z pfedstavy molekuly jako dokumentu minulosti. Britsky
genetik Brian Sykes pouziva metaforu matriky, kterou si kazdy nese
v buikdch a do které se jednou za ¢&as zapiSe novy zaznam
prostfednictvim mutaci (Sykes, 2004).

Studium genetickych rozdillh mezi jedinci v8ak piedchazi
samotnému objeveni struktury DNA. Ziejmy doklad byl podan v roce
1901, kdy Karl Landsteiner popsal rozdilné krevni skupiny (Landsteiner,
1901; Landsteiner, 1931) a nasledné jejich vyuziti pro forenzni praxi
Landsteiner & Richter, 1903). Prvni metodologické nastroje pro studium
genetické  diverzity populaci poskytla populacni  genetika,
jejiz konstituovani v prvni poloviné 20. stoleti je spjato predevSim se
jmeény Fisher, Haldane a Wright. V 50. a 60. letech za¢aly systematické
vyzkumy genetické diverzity lidskych populaci zacilené na polymorfismy
v fetézcich proteinl. K pfesunu od proteinli ke pfimému studiu gena doslo
v 80. letech (souhrnné napi. Avise, 2000; Renfrew, 1992).

Oproti studiu klasickych (chromosomalnich) markerl a hodnoceni
rozdill mezi populacemi na zakladé frekvence alel piinasi analyza
uniparentalné dédénych lokust nové moznosti — sledovat rekombinacemi
nepferusené linie, jejich vztahy znazornit fylogenetickym schématem
a zasadit do casového a geografického ramce. Diky specifickym
vlastnostem je mitochondrialni DNA (mtDNA) v poslednich desetiletich
cilem intenzivniho zajmu vramci vyzkum( lidské populaéni historie,
evoluce &i Sifeni sou€asnych lidi (souhrnné Forster, 2004; Pakendorf
& Stoneking, 2005; Richards & Macaulay, 2001). Pozdéji nasledoval také
zajmem o Y chromosom (souhrnné Hammer & Zegura, 2002; Underhill,
2004). V posledni dobé mizeme zaznamenat posun od vyzkumu jednoho



systému markerid ke kombinaci vice lokust s rozdilnym zpusobem
dédi¢nosti (Dupanloup et al., 2004; Jorde et al., 2000; Knight et al., 2004).

Prezentovana prace se zabyva genetickou diverzitou jemenskych
populaci na zakladé sekvenace prvniho hypervariabilnihno segmentu
(HVS-I) kontrolniho regionu mitochondriaini DNA. Zacilena je predevsim
na populaéné genetické srovnani s publikovanymi daty z okolnich
regiont. Uvodni &asti textu jsou vénovany piehledu viastnosti a studia
mtDNA, ktery zaroven otevird nékteré sporné otazky. Dale je piehled
zameéien na dosavadni vyzkumy mtDNA s ohledem na roli jizni Casti
Arabského poloostrova. Prehled archeologickych a historickych prament
z oblasti Arabského poloostrova zahrnuje nasledujici sekce. Uvodni
kapitola je zakon¢ena prezentaci cili prace.

1.1 Viastnosti mitochondrialni DNA

Mitochondrie jsou organely v cytoplazmé eukaryotickych bunék
zodpovédné (mimo jiné) za aerobni metabolismus — produkuji a ukladaji
energii v podobé ATP a teplo pro udrzovani télesné teploty. Z hlediska
struktury je dilezité zminit pfitomnost dvou membran — vné&j$i a vnitrni,
jejiz povrch je znasoben zvinénim a vybiha dovnitf v Utvary zvané kristy.
ATP slouzi jako pifenase¢ energie, kterou je burika schopna dale vyuzit.
Vznika na vnitini membrané jako produkt procesu oxidaéni fosforylace
(OXPHOS) s vyuzitim potravnich kalorii a kysliku (souhrnné napf.
Scheffler, 2000).

Vétsina genetického materialu jedince (vice nez 99%) je obsazena
v jadre bunék — jde o jadernou, nukiearni DNA (nDNA). Mitochondrie v8ak
obsahuji vlastni mitochondrialni DNA (mtDNA). Mitochondrialni proteiny
jsou pievazné kédované v jaderném geonomu a do mitochondrii jsou
dopravovany. Cast proteini je ale kédovana geny mitochondrialniho
genomu translatovanymi na mitochondrialnich ribosomech. Mitochondrie
jsou tak pod dualni genetickou kontrolou (Taanman, 1999).
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1.1.1 Organizace lidského mitochondrialniho genomu

Lidsky mitochondrialni genom je kruhova molekula o délce 16568
bp (MITOMAP: A Human Mitochondrial Genome Database.
http://www.mitomap.org, 2006) tvoiend dvéma fetézci, které se liSi
obsahem G a T bazi. RozliSuje se H (heavy) a L (light) fetézec. Cast
molekuly je tvoiena trojvlaknovou strukturou, kde je H-fetézec nahrazen
kratkym Uusekem komplementarnim k L-fetézci, ktery formuje kli¢ku, podle
niz je tato ¢ast nazyvana jako D-loop (displacement loop). D-loop tvofici
piiblizné 7% molekuly mtDNA je jedinym nekodujicim usekem. Obsahuje
zaCatek replikace H-fetézce véetné promotori pro transkripci
a piedstavuje tak kontrolni region. Kodujici oblast neobsahuje introny.
Sestava z 37 genu pro 13 polypeptida (uplatriujicich se v OXPHOS
systemu), 22 molekul tRNA (diky specifickému genetickemu kédu
mitochondrii jde o kompletni podet potiebny pro translaci vSech 13
proteini) a 2 molekuly rRNA (Anderson et al., 1981; Lightowlers et al.,
1997; Taanman, 1999). Vétsina genu je obsaZzena na H-fetézci, presto se
poradi bazi sekvenci konvenéné uvadi podle L-fetézce (Anderson et al.,
1981).

V priubéhu evoluce doslo k transportiim nékterych useklli mtDNA
do jaderného genomu, kde ztratily svou plvodni funkci (tzv. Numts)
(Ricchetti et al., 2004; Tourmen et al., 2002; Woischnik & Moraes, 2002;
Zhang & Hewitt, 1996).

1.1.2 Pocet kopii v bunce

Bunky obsahuji v jadife pouze dvé kopie nDNA (od matky a otce),
zatimco v cytoplasmé rizné mnozstvi mitochondrii (v zavislosti na typu
a energetickych narocich tkané&), které nesou vice kopii mitochondrialniho
genomu. Odhad celkového poétu molekul mtDNA &ini 10%-10* kopii
na buriku (Legros et al.,, 2004; Lightowlers et al., 1997). Diky tomu Ize
snaze ziskat mtDNA pro analyzu, zviasté pak pfi izolaci aDNA
z biologickych pozlstatk(i (napi. Stone & Stoneking, 1999).
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Stav, kdy jedinec nese v8echny molekuly mtDNA stejné, se nazyva
homoplasmie. Celkova homogenita mtDNA jedince je udrZovana
mechanismem zuzeného hrdla lahve (bottleneck) v pribéhu oogeneze.
Z celkového mnozstvi se na kone&ném poctu kopii mtDNA ve zralém
oocytu uplatiiuje nahodné& generovana &ast nékolika desitek molekul
(Brown et al., 2001). Je vSak bé&zné, ze je Clovék nositelem vice typl
mtDNA disledkem somatickych mutaci béhem Zivota &i pfenosu mutaci
vzniklych v zarode¢nych burikach. Tento stav se oznaduje jako
heteroplasmie. Tully et al. (2000) zaznameli frekvenci vyskytu
heteroplasmie pfiblizné 14% u souboru 253 nahodné vybranych jedinct.
Existuji tedy rizné urovné vyskytu molekul mtDNA — mitochondrie, burika,
tkan, jedinec a populace.

1.1.3 Dédicnost

Ve zralém oocytu je pfiblizné 100000 — 400000 mitochondrii, kazda
pravdépodobné s jednou kopii mtDNA (Cummins, 2001). V prabéhu
oogeneze jsou bunky aerobné metabolicky neaktivni, coz pfispiva
k ochrané proti vzniku novych mutaci. Spolu s efektem zuzeného hrdia
lahve jde o dalSi mechanismus, ktery pfispiva ke stavu homoplasmie
u budouciho jedince (souhrnné Cummins, 2001). Mens$i pocet
mitochondrii obsahuje také spermie (St John et al., 2000), odhady poctu
kopii mtDNA se v8ak velmi rizni (od primérné 1,4 kopie az po pocet
1000-1200) (srovnej Diez-Sanchez et al., 2003; May-Panloup et al.,
2003). Mitochondrie jsou soustiedény do stfedniho segmentu biciku
a poskytuji energii pro jeho pohyb (jsou tedy energeticky aktivni) (Alberts
et al., 1994). Béhem fertilizace pfinasi spermie do oocytu nejen
genetickou informaci jaderného genomu, ale také mitochondrie s mtDNA.
Tyto otcovské mitochondrie jsou v$ak kratce po oplodnéni teréem
destruktivnich mechanismii - jsou oznadeny ubiquitinaci a nasledné
eliminovany (Sutovsky et al., 2000; Thompson et al., 2003).
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Striktné matefska dédicnost mtDNA byla povazovana za pravidlo
(Giles et al., 1980) a jde o jedno z vychodisek pro studium mtDNA. V roce
2002 byl v8ak publikovan pfipad pacienta, jehoz mtDNA ve svalech byla
pfevazné otcovského plivodu (Schwartz & Vissing, 2002). Mitochondrie
od otce tedy mohou uniknout destruktivnim mechanismtim, coz narusuje
pfedstavu o striktiné mateiské dédi¢nosti mtDNA. Zbyva v8ak zodpovédét
otazku, jak €asto k takovym pfipadim dochazi a jaky je eventuaini dopad
na fylogenetické a populaéné genetické analyzy. Zda se, Zze prezentovany
pfipad predstavuje vzacny jev. DalSi vyzkumy zatim nedokliadaji pfiklady
otcovského plivodu (napf. Filosto et al., 2003; Giles et al., 1980; Howell
et al.,, 2003; Taylor et al., 2003) a mtDNA je stale nahlizena jako lokus
s maternalnim typem dédi¢nosti (Schwartz & Vissing, 2003).

1.1.4 Rekombinace

S materndlni dédi¢nosti souvisi dalS§i dullezity predpoklad -
— v mitochondrialnim genomu nedochazi k rekombinacim (Birky, 1995).
Nasledkem toho odrazi cela molekula mtDNA jednotnou historii (na rozdil
od rekombinantnich useki nDNA, které jsou sloZeny z haplotypovych
blokii s rGznou historii — Paabo, 2003). Nékterymi autory byla vs$ak
navrzena moznost, ze MtDNA muize prochazet rekombinacemi. Tyto
zavéry puvodné vychazely zneprimych dokladd zaloZzenych (1)
na zjiSténi, ze rizné linie mtDNA vykazuji mutace na stejnych mistech
(Eyre-Walker et al., 1999) a (2) na sledovani vazebné nerovnovahy
(linkeage disequilibrium, LD) (Awadalla et al., 1999).

Ve fylogenetickych schématech se objevuji homoplasie — stejné
mutace u oddélenych linii. Jedno zmoznych vysvétleni rozsifeni
shodnych mutaci je dUsledek rekombinace mezi mtDNA liniemi
(Eyre-Walker et al., 1999). V ramci molekuly mtDNA vs$ak existuji mista,
ve kterych dochazi €astéji k mutacim — mutaéni hot-spots. Homoplasie
byly jinymi autory pfipsany pravé vzniku paralelnich mutaci v téchto
mistech (Howell & Smejkal, 2000; Stoneking, 2000).
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Geny, které se pienaseji do dalSi generace spolec¢né, jsou
ve vazbé; Uplné vazané geny jsou nerekombinovatelné. U rekombinantni
DNA zavisi pravdépodobnost prenosu dvou genu spole¢né na jejich
vzdalenosti — se zvétSujici se vzdalenosti mezi geny klesa vazebna
rovnovaha. Podle Awadalla et al. (1999) vykazuje mtDNA - stejné jako
rekombinantni DNA — negativni zavislost mezi vazebnou nerovnovahou
a vzdalenosti mezi useky.

interpretace  nepfimych dokladii rekombinace mtDNA je
predmétem diskuze a nékteré statistické metody a fylogeneticka
vychodiska uvadénych studii se stala ter€em kritiky (srovnej Awadalla
et al., 2000; Hagelberg, 2003; Jorde & Bamshad, 2000; Kivisild & Villems,
2000; Kumar et al., 2000; Macaulay et al., 1999b; Parsons & lrwin, 2000).
Dal$i studie neprokazaly dikazy o rekombinaci mtDNA (Eison et al.,
2001; Ingman et al., 2000; Piganeau & Eyre-Walker, 2004).

Spliuji mitochondrie a mtDNA predpoklady pro rekombinaci?
Zjednodusené ieCeno, aby mohlo dochazet k rekombinaci mtDNA, musi
(1) existovat schopnost rekombinace a (2) moznost mtDNA molekul si
vymeénovat c&asti. Bylo prokazano, ze sav¢éi mitochondrie vykazuji
potfebny aparat — obsahuji aktivhi rekombinazu, ktera se ziejmé podili
na opravnych mechanismech (Thyagarajan et al.,, 1996). Pro spinéni
druhé podminky je nezbytny kontakt dvou molekul z rozdilnych zdrojh. Je
znamo, Ze mitochondrie jsou schopny se spojovat, vytvaret retikulace
a také se rozdélit (Scheffler, 2000). Zda se také, Zze maze dochazet k fuzi
a vymeéné obsahu mitochondrii (Legros et al., 2002; Legros et al., 2004,
Ono et al., 2001). Autori studie Enriquez et al. (2000) v8ak dochazeji
k zavéru, Ze jde spiSe o vyjimecné piipady (Enriquez et al., 2000).

DalSim predpokladem vlivu rekombinaci je interakce mtDNA
molekul rozdilného plvodu. Dullezité zjisténi pfineslo sledovani dosud
jediného znamého pfipadu jedince s otcovskymi mitochondriemi (viz vyse,
Schwartz & Vissing, 2002). Ukazalo se, Zze molekuly mtDNA od matky
a otce jsou schopny si vymenovat useky — jde tedy o pfimé potvrzeni



14

schopnosti rekombinace (Kraytsberg et al.,, 2004; Ladoukakis
& Eyre-Walker, 2004). Pokud ovSem povazujeme paternaini ptivod
mtDNA za vzacny jev, stejné tak vzacna je i role rekombinaci mtDNA.
Opét tedy zlstava oteviena otazka, nakolik frekventovany by mohl byt
vyskyt rekombinace lidské mtDNA v populaci a zda a jak by doslo
k ovlivnéni zaveérl populaénich a fylogenetickych studii (Ladoukakis
& Eyre-Walker, 2004).

1.1.5 Mutacni rychlost

Puvodni pfedpoklad konzervativnosti molekuly mtDNA diky jeji
organizaci (Avise, 2000) byl jednoznaéné vyvracen vroce 1979,
kdy Brown, Georgie a Wilson prokazali jeji rychlou evoluci — pfiblizné
10krat rychlejSi nez v pfipadé jaderné DNA (Brown et al., 1979). Tento jev
byl nasledné pfipsan vysoké mutaéni rychlosti, pro coz existuji rtizna,
navzajem se nevyludujici vysvétleni — omezeni opravnych mechanismd,
vliv volnych radikal(i (vedlejSich produktii metabolickych pochodu),
nepfitomnost vazby mtDNA na histony. Ukazalo se také, Ze mutacéni
rychlost vykazuje pozi¢ni heterogenitu - nejvice mutaci vznika ve dvou
hypervariabilnich segmentech kontrolniho regionu (HVS-I a HVS-II)
a v ramci molekuly mtDNA existuji rychle mutujici mista, tzv. mutaéni hot
spots (Meyer & von Haeseler, 2003; Meyer et al., 1999).

Tato zjiSténi maji duasledky pro vyzkumy genetické diverzity
na populaéni urovni. Mitochondrialni DNA dokaZze za kratSi Casovy
interval nashromazdit vétSi mnozstvi zmén, které mohou vést
k diverzifikaci populaci. Vyznam hraji také v moznosti datovani relativné
nedavneho oddéleni mitochondridlnich linii, vychazejici s pfedpokladu,
ze dokazeme mutaéni rychlost odhadnout (srovnej Heyer et al., 2001; Ho
et al., 2005; Howell et al., 2003; Tamura & Nei, 1993).
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1.1.6 Selekc¢ni neutralita

Povazujeme-li mtDNA za selekéné neutralni lokus, ktery nepodléha
prirodnimu vybéru na zakladé okolnich podminek, pak sou€asna struktura
genetické diverzity lidskych populaci bude vysledkem genetického driftu
a migraci (pokud nechame stranou mozny vliv rekombinaci a otcovské
dédic¢nosti). Odhaleni této struktury Ize poté zpétné pouzit jako indikator
evoluce Clovéka a disperze jednotlivych lidskych populaci. Prestoze
schopnost mutaci mtDNA vyvolat uréitda onemocnéni a ovlivnit tak fenotyp
jedince je znama (napf. Wallace, 1994), povétSinou se nepiedpoklada
systematické ovlivnéni mtDNA genofondu populace v disledku piirodniho
vybéru.

Ukazuje se ale komplexita vztahi mtDNA, fenotypu a prostiedi,
kterd zahrnuje somatické i zarodeéné mutace a jak kodujici,
tak nekédujici iUseky mtDNA. Nékteré mutace schopné ovlivnit fenotyp
jedince (napfiiklad vzhledem k véku doziti) se zdaji byt ve vazbé k ur€itym
haploskupinam, coz usti ve funkéni odliSnosti mezi haploskupinami
(Coskun et al., 2003). Nékteré vzory vrozdéleni genetické diverzity
mtDNA, vysledky fylogenetickych analyz & pomér synonymnich
a nesynonymnich mutaci byly pfipsany vlivu selekce (Elson et al., 2004;
Mishmar et al., 2003; Torroni et al., 2001). Diskutovana je napiiklad
moznost adaptace na klimatické podminky. Procesy produkce ATP
atepla stoji v mitochondriich proti sobé — nizSi efektivita tvorby ATP
znamena vysSi tepelny vytézek a naopak. Varianty z protilehlych péla této
rovnovahy mohou poskytovat nositeli odliSné predispozice pro adaptaci
v rozdilnych teplotnich pasmech (Coskun et al., 2003; Mishmar et al.,
2003). Jiné studie vSak tyto zavéry nepotvrdily (Elson et al., 2001; Kivisild
et al., 2006) a nékteii védci nabizeji jina vysvétleni (Kivisild et al., 2006).

Vzhledem ke kli€ové roli mitochondrii v energetice bufky by
moznost pusobeni selekce na mtDNA nebyla zcela prekvapiva. Dopad
na zavéry soucasnych vyzkumu diverzity mtDNA lidskych populaci 1ze
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téZzko odhadovat, nebot by opét zalezelo na mife intenzity pusobeni
pfipadného pfirodniho vybéru.

1.2 Studium mtDNA

Historie vyzkumi mtDNA je ve znameni snahy o zvySeni rozliSovaci
schopnosti metod (Richards & Macaulay, 2001). Prvotni vyzkumy byly
zalozené na $tépeni mtDNA nékolika restrikénimi endonukleazami
(Brown, 1980; Cann et al.,, 1987). Objeveni polymerazové retézové
reakce (PCR) (Mullis & Faloona, 1987) a metod pro sekvenci umoznilo
provadét restrikéni analyzu PCR produktl a sekvenovani &asti kontrolniho
regionu. Pozornost byla obracena pfevazné na studium sekvenci HVS-,
presto vS8ak az systematické pouziti RFLP dat z kédujiciho regionu
dopinéné o sekvence HVS-I vedlo kodhalovani struktury vztaht
mezi liniemi a rekonstrukci jejich historie (Macaulay et al., 1999a; Torroni
et al., 1996).

Soucasné vyzkumy vrcholi v sekvenovani celého mtDNA genomu
(Herrnstadt et al., 2002; Ingman & Gyliensten, 2003; Ingman et al., 2000;
Kong et al., 2003; Maca-Meyer et al., 2001; Macaulay et al., 2005; Tanaka
et al., 2004). Vedle postupného sekvenovani celé molekuly mtDNA Ize
v8ak nahlizet mutace v ramci celého mitochondrialnihno genomu jinymi
metodami: napf. odhalenim (a naslednou sekvenaci) polymorfnich mist
pomoci specialni gelové elektroforézy (CSGE) (Finnila et al., 2000; Finnila
et al., 2001) nebo multiplex SNP analyzou (Brandstétter et al., 2003).
Otazkou zustava, zda sekvenovani kontrolniho regionu doplnéné
restrikéni analyzou kédujiciho regionu poskytuje dostate¢nou miru
rozliSeni, nebo je skuteéné potieba tento postup nahradit nakladnou
analyzou celého mtDNA genomu (srovnej Pakendorf & Stoneking, 2005;
Torroni et al., 2006).
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1.2.1 Pristupy ke studiu evoluc¢ni a populaéni historie

Molekularné genetické vyzkumy souéasnych populaci Ize rozdélit
do dvou hlavnich pristupti (Forster et al., 2001; Pakendorf & Stoneking,
2005), které mizeme oznadcit jako 1) fylogeneticky a 2) populaéni pfistup.
PrestoZe rada studii vyuziva ¢aste¢né oba pfistupy (Kivisild et al., 2004;
Quintana-Murci et al., 2004; Richards et al., 2002; Rosa et al., 2004;
Salas et al., 2002), je dulezité zminit, Ze jde oddélené sméry, které maiji
vlastni vychodiska a metodologii.

1.2.1.1 Fylogeneticky pfistup

Zakladni bod uréujici fylogeneticky pfistup (souhrnné Forster, 2004)
je jednotka vyzkumu. Tu pfedstavuje jedinec, pifesnéji fe€eno jednotliva
sekvence mtDNA. Konkrétni uspoiadani genetickych markeri na jednom
chromosomu jedince se oznaduje jako haplotyp. V pfipadé
mitochondrialni DNA jde o kombinaci mutaci v konkrétni sekvenci mtDNA.
Soubor haplotypli odvozenych od jednoho spole¢ného predka, které sdili
nékteré mutace (nékdy také geografické rozdéleni), tvofi haploskupinu
(Torroni et al., 1996). V ideainim pfipadé tak haploskupiny piedstavuiji
monofyletickou skupinu. Jejich rozpoznani a pojmenovani v3ak vedlio
v nékterych pripadech ke slougeni linii, které jednoho spoleéného
nesdileji a parametry monofyletické skupiny nespliuji (Pakendorf
& Stoneking, 2005). Tyto problémy klasifikace vyplivaji vétsinou z nizkého
stupné molekularniho rozliSeni studovanych mtDNA genomd, ale také
z dosud ne zcela poznané miry pozi¢ni heterogenity v mutaéni rychlosti.

Za piedpokladu mateiské dédi¢nosti a nerekombinovatelnosti
MtDNA jsou vSechny sougasné haplotypy koneénymi body nepierusenych
linii. VSechny tyto linie se navic nékde v minulosti sbihaji do jednoho
spoleéného vychoziho haplotypu. Na zakladé rozdill mezi odvozenymi
haplotypy, které byly akumulovany béhem vyvoje linii a vedly k jejich
diverzifikaci, lze sestavit fylogenetické schéma. Jeho podoba je
vysledkem matematickych metod zaloZzenych na principu maximalni
parsimonie, distanénich matic nebo pravdépodobnostnim pfistupu.
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Zvy$ena mutacni rychlost a vyskyt evoluéné nestabilnich mist (hot spots)
muze vést ke zpétnym mutacim a konvergenci. Diky tomu nelze s jistotou
rozliSit pGvodni (ancestraini) a odvozené haplotypy, takze pro jeden
soubor dat existuje zpravidia vice moznych fylogenetickych stromQ.
Cast&ji se dnes proto vyuZivaji fylogenetické sité zachovavajici sporné
body, které se projevi vznikem retikulaci (Bandelt et al., 1999; Bandelt
et al., 1995).

Na zakladé odhadd mutaéni rychlosti mtDNA Ize datovat
oddélovani haplotypl a vznik haploskupin (Forster, 2004). Jejich
geografickou distribuci se zabyva fylogeografie (Avise, 2000),
ktera do problematiky prispiva prostorovou dimenzi. Dullezitym bodem
analyz je rekonstrukce a Casové a geografické vymezeni zakladajicich,
ancestralnich haplotypu (tzv. founder analysis) (Forster, 2004; Richards
et al., 2000).

Tento pfistup umoziuje aplikovat fylogenetickou metodologii
i na vnitrodruhové urovni, kde kazdy haplotyp predstavuje operaéni
taxonomickou jednotku (OTU). Neni tieba pfedem definovat populaci
jakozto jednotku vyzkumu, €imz odpada €asto problematicka typologizace
jednotlivych populaénich celkl sestavovanych d&asto pouze podie
etnologickych (jazyk/kultura) kritérii (Avise, 2000).

Vyhodou fylogenetického pfistupu je moznost datovani,
ktera umozniuje fylogenetické schéma haploskupin zasadit do ¢asového
perspektivy. Problém v8ak muze byt na strané interpretace vysledkil.
Vztah mezi fylogenezi haploskupin a minulosti lidskych populaci nebyva
primocary. Fylogenetické schéma odrazi pouze historii haplotypu. Kazda
populace obsahuje vice haploskupin a oddéleni haploskupin neznamena
oddéleni populaci (Barbujani et al., 1998; Carvalho-Silva et al., 2006;
Cordaux & Stoneking, 2003; Pakendorf & Stoneking, 2005). Vznik
haploskupiny (i vice haploskupin) je ale ¢asto vazan na populaéni
expanzi, jejiz existence je jinymi metodami nepostizitelna. Neni
bez zajimavosti, Ze molekularni datovani vétsiny dnes znamych
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haploskupin spada do obdobi, kdy zpo&atku po€etné omezené populace
lovecko-sbéraéskych komunit demograficky narustaly (napf. Forster,
2004).

1.2.1.2 Populaéni pristup

Jednotkou vyzkumu je populace. V populaéni genetice ji teoreticky
muizeme vymezit jako reprodukéni jednotku. OvSem pii sbéru dat je tieba
postupovat na zakladé geografického vymezeni (ev. etnické prislusnosti
¢i jinych kritérii).

Zjistované charakteristiky spadaji na intrapopulaéni
a interpopulaéni uarover. Intrapopulaéni Uroveni je dana popisnymi
statistkami souboru vypovidajici o variabilité uvniti zvolené (ovzorkované)
populace. Na interpopulaéni Urovni jde o rozdéleni genetické diverzity
a populaéni srovnani. Analyza molekularniho rozptylu (AMOVA) je
obdobou analyzy rozptylu (ANOVA), ktera rozdéluje celkovou variabilitu
na variabilitu uvnitf skupin a variabilitu mezi skupinami. Vstupnimi daty
mohou byt frekvence haploskupin zjisténé u zkoumanych populaci,
nebo sekvenéni rozdily v souboru vyjadiené primérnym pocétem parovych
rozdili. NejpouzivanéjS§im indikatorem pro genetické vzdalenosti
mezi populacemi je koeficient inbreedingu Fsr plvodné navrZzeny
pro diploidni data jako mira odchylky pozorované od ofekavané frekvence
heterozygoti vramci metapopulace a subpopulaci. Vzdalenosti mezi
populacemi lze vizualizovat vicerozmérnymi statistickymi metodami, jako
je analyza hlavnich komponent (Richards et al., 2002) nebo vicerozmérné
Skalovani (Cerny et al., 2004).

Vyhodou populaéniho pfiistupu je moznost odvozovani vztah(
mezi realnymi lidskymi populacemi a nikoli pouze haplotypy. Problémem
pfi snaze rekonstrukce minulych populaénich udalosti je ale absence
Casového ramce. Stejné rozdéleni genetické diverzity muze byt
vysledkem nékolika procesi odehravajicich se v riznych obdobich
(Barbujani & Bertorelle, 2001). Samotné vicerozmérné metody jsou
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exploraéni — umozniuji odhalit strukturu v datech nikoli testovani hypotéz
(Richards et al., 2002).

1.3 Piehled vyzkumu mitochondrialni DNA

Pocate¢ni vyzkumy fylogeneze lidské mitochondrialni DNA byly
interpretovany jako doklady plvodu anatomicky moderniho c¢lovéka
v Africe (Cann et al.,, 1987) v souladu s modelem druhového nahrazeni
(souhrnné o modelech evoluce anatomicky moderniho &lovéka viz
Stringer, 2002). Pies kritickou odezvu (Templeton, 1993; Templeton,
1994) dosly recentni studie k podobnym vysledkim. Subsaharska Afrika
obsahuje nejdiverzifikovanéjSi a nejstarSi haploskupiny, od kterych se
haplotypy nachazené v celém ostatnim svété oddélili pozdé&ji (Ingman et
al., 2000; Quintana-Murci et al., 1999). Podle nékterych autorl v3ak
na zakladé sou€asnych dat zahrnujicich rovnéz jadernou DNA nelze
jednoznaéné zamitnout platnost dalSich modeld pivodu modernich lidi
(napi. Eswaran et al., 2005; Garrigan et al., 2005; Plagnol & Wall, 2006;
Templeton, 2002). Presto Ize usuzovat na vyznamnou roli Afriky v evoluci
a Sifeni anatomicky moderniho ¢lovéka (Eswaran et al., 2005; Ray et al.,
2005; Relethford & Jorde, 1999) a badatelé se snazi nalézt stopy
pravékych migraci ve struktufe genetické diverzity recentnich populaci
(souhrnné Forster, 2004; Forster & Matsumura, 2005; Torroni et al.,
2006).

Nejstarsi popula¢ni expanze a nasledné migrace probihajici v rdmci
Afriky jsou spojené s haploskupinami LO — L2 (Watson et al., 1997), které
jsou specifické pro dnesni populace subsaharské Afriky. Priblizné
pfed 80000 lety doslo k diverzifikaci haploskupiny L3, jejiz dva derivaty —
haploskupiny M a N — byly migracemi vyneseny do Eurasie (Maca-Meyer
et al., 2001; Quintana-Murci et al., 1999; Watson et al., 1997) a pokryvaiji
dnes veSkerou mtDNA diverzitu populaci mimo Afriku. Haploskupiny
odvozené od haploskupiny M jsou pievazné u populaci jizni a vychodni
Asie, Australie a Ameriky, derivaty N haploskupiny nachazime v zapadni
Asii a Evropé (souhrnné Forster, 2004; Torroni et al., 2006).
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Prvotni migrace lidskych populaci z Afriky mohly probihat dvéma
cestami: 1) severni pfes Sinaj a 2) jizni pfes uZinu Bab el-Mandab
(Forster & Matsumura, 2005; Lahr & Foley, 1998; Stringer, 2000).
Zatimco severni cesta vedouci po sousi se zda byt pfirozené&jsi, spornym
bodem je osidleni bliz§i Evropy o nékolik tisicileti pozdéji, nez vzdalené;si
jihozapadni Asie a Australie (ale srovnej s Cordaux & Stoneking, 2003).
Souc¢asny pohled tudiz uvazuje o pomérné rychlé prvotni migraci skrze
jizni cestu — pfes Bab el-Mandab a pobiezni trasou pies jih Arabskeho
poloostrova a Indii az do Australie (Maca-Meyer et al., 2001; Macaulay
et al., 2005; Metspalu et al., 2004).

Za tohoto scénare hraje oblast Jemenu dulezitou roli jako prvni bod
mimo Afriku na jizni migracni trase. Problémovym bodem vyzkum( DNA
dnesnich populaci pfi zacileni na davné udalosti je vS8ak moznost
smazani jejich odrazu recentngjS§imi vlivy. Proto jsou vyzkumy
genetickych stop prvotnich migraci pifevazné zameéreny na populace
uritym zpusobem izolované — napi. obyvatele Andamanskych ostrovl
nebo &leny kmene Orang Asli z Malajsie (Forster & Matsumura, 2005;

Macaulay et al., 2005; Thangaraj et al., 2005).

Vedle otazky evoluce a Sifeni anatomicky moderniho Clovéka se
vyzkumy diverzity mtDNA zamé&fuji v uz§im méfitku na jednotlivé regiony
¢i populace. Z pohledu diverzity mitochondrialni DNA je v$ak oblast
Jemenu terra intacta. Jedinou studii, ktera se této oblasti systematicteji
vénuje je Kivisild et al. (2004). Autofi se zabyvaji genovym tokem
pifes uzinu Bab el-Mandab na zakladé sekvenci mtDNA z Etiopie
a Jemenu, ktery je zastoupen vzorky z Kuvajtu od proband, ktefi podle
vlastniho tvrzeni z Jemenu pochazeji. Studie podava podrobnou
fylogeografickou analyzu zjiSténych haplotypt. Ov8em vlivem nejistého
puvodu vzorkll nelze tato data jednoznaéné pouzit pro stanoveni miry
a struktury diverzity u populaci Jemenu.
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1.4 Archeologicky a historicky kontext

Uzina Bab el-Mandab je Siroka piiblizné 26km. Piesto,
Zze v Casovém useku od evoluce moderniho Clovéka dochazelo vlivem
klimatickych zmén ke kolisani hladiny mofi, ukazuje se, ze nikdy pokles
hladiny nevedl k tvorbé pevninského mostu mezi Afrikou a Arabskym
poloostrovem (Fernandes et al., 2006). Pfipadné migrace podél jizni trasy
tak musely zahrnovat plavbu pies Bab el-Mandab (Petraglia & Alsharekh,
2003), nebo postupovat podél pobiezi (Stringer, 2000).

NejstarSi nalezy, které dokladaji pfitomnost lidi na vychodnim
pobiezi Afriky a pravdépodobné i adaptaci na vyuzivani moiskych zdroja,
pochazi z Eritreji z doby pfiblizné pifed 125 tis. lety (Walter et al., 2000).
Poptavka po nalezech osidleni Arabského poloostrova z doby Sifeni
anatomicky moderniho ¢lovéka (Stringer, 2000) zatim nebyla uspokojivé
napinéna. Z tohoto obdobi nebyly nalezeny Zzadné kosterni nalezy at uz
v disledku nedostate¢ného zajmu badatelll (Petraglia & Alsharekh,
2003), nebo mohou byt vlivem moiské transgrese zcela smazany.
Vyzkumy kamenné industrie Arabského poloostrova vykazuiji urcity pocet
nalez( z obdobi stiedniho paleolitu, jsou v§ak nahlizeny jako prozatimni
(souhrnné Petraglia & Alsharekh, 2003). Hlavnimi problémovymi okruhy
jsou nedostate¢né detailni studie technologie vyroby nastroja, typologie
a datovani (Petraglia & Alsharekh, 2003; Rose, 2004). To brani
v pochopeni prostorovych a ¢asovych charakteristik a vztahli k okolnim
regioniim. Stfedné-paleolitické nalezy z Arabského poloostrova vykazuiji
jistou podobnost ke kamennym nastrojim v severni Africe a Levanté,
ale nejde o jasny ekvivalent a na zakladé sou€asnych dat nelze
jednoznaéné vyvozovat vztahy mezi populacemi (Petraglia & Alsharekh,
2003). Zda se, Ze nalezy na Arabském ostrové mohou vypovidat o vice
migracnich udalostech zahrnujicich obé& cesty (severni i jizni); ale neni
vylou€en ani viastni technologicky vyvojviivem adaptace na aktualni
podminky (souhrnné napi. Petraglia & Alsharekh, 2003). Dulezité nalezy
pro doklad migrace pifes Bab el-Mandab mohou do budoucna nabizet
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lokality nejen v blizkosti Uziny samotné, ale i podél pobfezi Rudého
a Arabského moie (souhrnné napi. Petraglia & Alsharekh, 2003); nové
také nalezy z Omanu, které navic vykazuji technologickou podobnost
k vychodni Africe, ale zUstavaji zatim nedatované (Rose, 2004).

Oblast jihu Arabského poloostrova hrala v recentnéjSich obdobich
roli jako misto kontakti mezi riznymi oblastmi. Mlizeme ji zafadit do dvou
obchodnich okruhtl. Prvni zahrnuje povodi Nilu a Rudé mofe a spojuje
mimo jiné Egypt, vychodni Afriku a jizni ¢ast Arabského poloostrova.
Druhy (afro-arabsky okruh) spojuje vychodni Afriku s Indii (Fattovich,
2002).

Do obdobi 7. az 4. tisicileti pi. nl. je kladen za¢atek obchodnich
cest s obsidianem spojujicich vychodni Sudan a pobiezi Eritreji pies
Rudé mofe s oblasti Tihamy v Jemenu. V poloviné druhého tisicileti pf. nl.
vznikl tzv. tihamsky kulturni komplex zahrnujici pobiezi Rudého moie
na africké i arabské strané, ktery je charakterizovan vyskytem podobné
keramiky. Arabové zjihu Arabského poloostrova pak oviladli obchodni
cesty pres Rudé moie pifedevS§im po vzniku Sabského kralovstvi kolem
roku 800 pi. nl., které ovladalo nejen zapadni pobiezi dnesSniho Jemenu,
ale také oblasti Etiopie a Eritreji. Naproti tomu etiopska Aksumska fise
hrala dominantni Glohu v 1. tisicileti nl. a v jeho poloviné oviadala dnes$ni
Jemen (souhrnné napi. Fattovich, 2002). Zde byla vystifidana perskou
nadviadou, ktera konéi pfichodem Islamu v 6. stoleti.

Prestoze vySe nastinéné souvislosti byvaji uzity jako pozadi
pro studie zabyvajici se genovym tokem mezi Afrikou a Arabskym
poloostrovem (Kivisild et al., 2004; Richards et al., 2003), je dulezité
upozornit, ze navrzené kulturni vztahy neznamenaji nutné také lidské
migrace (Fattovich, osobni sdéleni).
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1.5 Cile prace

Jemen hraje vyznamnou ulohu pro migrace €lovéka jakozto dulezity
bod na cesté pres UzZinu Bab el-Mandab spojujici vychodni Afriku s jihem
Arabského poloostrova. Pravé tudy mohla probihat disperze anatomicky
moderniho Clovéka z Afriky do Eurasie, ale také pozdé&jSi kontakty
mezi populacemi. Migrace a vztahy mezi populacemi jsou stale &astgji
nahlizeny prostiednictvim molekularné genetickych dat. Pfesto geneticka
diverzita populaci voblasti Jemenu nebyla dosud systematicky
studovana. Jedinymi piiklady jsou studie zacilené na otazku genového
toku mezi africkymi populacemi a populacemi zjizni ¢asti Arabského
poloostrova (Kivisild et al., 2004; Richards et al., 2003).

Cilem této diplomové prace je prezentovat nové sekvence HVS-I|
mtDNA ze tfi oblasti Jemenu, na jejich zakladé popsat genetickou
diverzitu soubortl a porovnat je s populacemi, jejichz mtDNA jiz byla
studovana jinymi autory. Ve stfedu zajmu jsou predevsSim dva okruhy.
Prvni se tykd vztahl mezi populacemi na obou biezich uziny Bab
el-Mandab. Jaky vyznam hrala uzina jakozto jedna z migragnich cest
mezi Afrikou a Asii? Jaké populace a regiony tyto migrace zahrnuji? A jak
a zda se promitaji do genetické diverzity sou¢asnych obyvatel? Druhy bod
se zameéfuje na vztah populaci podél pobiezni cesty od Etiopie
az po Indicky kontinent.

2 MATERIAL A METODY

2.1 Soubory

Biologické vzorky (bukalni stéry) byly ziskany bé&hem terénniho
pusobeni Viktora Cerného v oblasti Jemenu v listopadu a prosinci 2005.
Pfi vybéru probandl byly vylou¢eni maternainé pfibuzni jedinci a samotné
vzorkovani probihalo na geografickém zaklad&é (viz Cerny et al., 2004).
Vysledkem jsou tfi soubory ze tfech lokalit: 1) JAC — 43 jedinci z oblasti
jiznich svahl centralniho masivu z vesnice Al-Achkim asi 40km
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jihovychodné od mésta Taiz, 2) JTI — druhy vzorek 67 jedinch byl ziskan
v nékolika rGznych vesnicich pfibfezni roviny zvané Tihama pobliz
Rudého moife a na zapadnich svazich centralniho masivu v blizkosti
mésta Hudejda, 3) JHA - 40 jedinci zWadi Hadramaut na vychodé
Jemenu (obr. 1). V8echny tii soubory byly vyhodnocovany samostatné.

SAUDSKA ARABIE

®

HadfamalJt

Hodeyda JEMEN Arabské more

ETIOPIE

SOMALSKO

Obrazek 1. Priblizna poloha vzorkovanych soubort v Jemenu: 1 — JAC (Al-Achkumy), 2 — JTI
(Tihama), 3 — JHA (Hadramaut).

Kromé& nami ziskanych sekvenci byla pro populaéni srovnani
pouzita data z publikovanych studii. Kritéria vybéru dat byla: 1) sekvence
zahrnujici usek 16030 — 10370, 2) dostupné informace o geografickém
puvodu vzorkl a 3) pocet nejméné 20 jedincl. Vybér sekvenci a tvorba
souborll vychazela zgeografické prislusnosti vzorki. U nékterych
populaci bylo zachovano etnonymum pro vymezeni zemépisné polohy.
Z oblasti Arabského poloostrova byl vybran soubor 29 BeduinU
pochazejicich z centralni a zapadni &asti Saudské Arabie ziskanych
ve mésté Dzidda (DiRienzo & Wilson, 1991). Dale byly pouzity C&tyfi
populace z Etiopie a Eritreji, které vuci Jemenu lezi na protilehlém biehu
uziny Bab el-Mandab. Jde o 53 Tigrajcti, 120 Amhar(, 33 Oroma a 21
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Guragl analyzovanych ve studii Kivisild et al. (2004). Z Keni z vychodni
Afriky pochazi dale 37 Turkan(, 27 Somalcd a 25 Kikuyu (Watson et al.,
1997). Povodi Nilu predstavuje 78 Nubijcti a 65 niloti (konglomerat vice
etnik hovofici jazyky z nilotské vétve nilosaharské rodiny, sestaveny
na zakladé geografické polohy) (Krings et al., 1999). Severovychodni
Afrika zahrnuje 59 obyvatel dolniho Egypta a 35 horniho Egypta (Krings et
al., 1999), 35 sekvenci z oazy el-Hajez (Zaloudkova & Cerny, 2006) a 47
resp. 50 jedincu z vesnic Kesra a Zriba z Tuniska (Cherni et al., 2005).
Pfedni Vychod zahrnuje celkem 430 vzorkil zlranu pochazejicich
zcentralni oblasti (36 sekvenci), severovychodu (30 sekvenci),
severozapadu (226 sekvenci) a jihozapadu zemé (138 sekvenci)
(Metspalu et al., 2004). Indicky subkontinent predstavuje 100 sekvenci
z Karaci v Pakistanu (Quintana-Murci et al., 2004) a vzorky z Indie
zahrnujici razna etnika studované rGznymi autory. Tyto vzorky byly
slouteny do souborli podie regioni: Andhrapradés — 243 vzorkl
(Bamshad et al., 1998); Asam — 45 jedinct (Cordaux et al., 2003);
Gudzarat — 53 jedinci (Metspalu et al., 2004); Himacalpradé$ - 37
sekvenci (Metspalu et al., 2004); Karnataka — 89 (Mountain et al., 1995)
a 106 jedinch (Cordaux et al., 2003); Kérala — 100 vzork(i (Metspalu et al.,
2004); Maharastra — 113 sekvenci (Metspalu et al., 2004); Nagaland — 43
vzorkll (Cordaux et al., 2003); Parfidzab — 65 (Kivisild et al., 1999), 40
(Cordaux et al., 2003) a 109 jedinci (Metspalu et al., 2004); Radzasthan
— 35 jedinct (Metspalu et al., 2004); Sri Lanka — 132 vzorka (Metspalu
et al.,, 2004); Tamilnadu — 49 (Roychoudhury et al., 2001) a 99 jedincl
(Cordaux et al., 2003); Tripura — 20 vzork(i (Roychoudhury et al., 2001);
Uttarprade$ — 103 (Kivisild et al., 1999) a 56 jedinch (Metspalu et al.,
2004); Zapadni Bengalsko — 161 (Metspalu et al., 2004) a 34 vzorku
(Roychoudhury et al., 2001).

Kompletni seznam souborli poskytuje tabulka 1, pro pfibliznou
geografickou polohu viz obrazek 2.



Tabulka 1. Seznam 38 souborl pouzitych pro genetické srovnani populaci
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Region/ Jazykova
Soubor  Stat Populace® rodina n Reference
1 JAC Jemen Al-Achkim afroasijska 43 tato studie
2 JT Jemen Tihama afroasijska 67 tato studie
3 JHA Jemen Hadramaut afroasijska 40 tato studie
4 Bd Saudska Beduini afroasijska 29 DiRienzo & Wilson (1991)
Arabie
5 Tig Etiopie/ Tigrajci afroasijska 53 Kivisild et al. (2004)
Eritrea
6 Amh Etiopie Amharové afroasijska 120 Kivisild et al. (2004)
7 Oro Etiopie Oromové afroasijska 33 Kivisild et al. (2004)
8 Gur Etiopie Guragové afroasijska 21 Kivisild et al. (2004)
9 Tur Kefa Turkanové nilosaharska 37 Watson et al. (1997)
10 Som Kena Somalci afroasijska 27 Watson et al. (1997)
11 Kik Kefha Kikujové nigerokonzska 25 Watson et al. (1997)
12 EgD Egypt dolnf Egypt afroasijska 59 Krings et al. (1999)
13 EgH Egypt horni Egypt afroasijska 35 Krings et al. (1999)
14 EH  Egypt el-Hajez afroasijska 35 Zaloudkova & Cerny (2006)
15 Kes Tunisko Kesra afroasijska 47 Chemni et al. (2005)
16 Zri Tunisko Zriba afroasijska 50 Cherni et al. (2005)
17 Nub Sudan/ Nubijci nilosaharska 78 Krings et al. (1999)
Egypt
18 Nil S%gn niloté nilosaharska 65 Krings et al. (1999)
19 IS iran stfed indoevropskd 36 Metspalu et al. (2004)
20 ISV Iran severovychod indoevropska 30 Metspalu et al. (2004)
21 I1SZ  iran severozapad indoevropska 226 Metspalu et al. (2004)
22 Yz fran jihozapad indoevropska 138 Metspalu et al. (2004)
23 Kar Pakistan Karaci indoevropskd 100 Quintana-Murci et al. (2004)
24 And Indie Andhrapradés dravidska 243 Bamshad et al. (1998)
25 Asm Indie Asam sinotibetska 45 Cordaux et al. (2003)
26 Gud Indie Gudzarat indoevropska 53 Metspalu et al. (2004)
27 Him Indie Himacalpradé$  sinotibetska 37 Metspalu et al. (2004)
28 Kar Indie Karnataka dravidska 195 Mountain et al. (1995);
Cordaux et al. (2003)
29 Ker Indie Kérala dravidska 100 Metspalu et al. (2004)
30 Mah Indie Maharastra indoevropska 113 Metspalu et al. (2004)
31 Nag Indie Nagaland sinotibetska 43 Cordaux et al. (2003)
32 Pan Indie Pardzab indoevropska 214 Kivisild et al. (1999);
Cordaux et al. (2003);
Metspalu et al. (2004)
33 Rad Indie Radzasthan indoevropska 35 Metspalu et al. (2004)
34 SrL Indie Sri Lanka indoevropska/ 132 Metspalu et al. (2004)
dravidska
35 Tam Indie Tamilnadu dravidska 148 Cordaux et al. (2003);
Roychoudhury et al. (2001)
36 Tri Indie Tripura sinotibetska 20 Roychoudhury et al. (2001)
37 Utr Indie Uttarpradés indoevropskd 159 Kivisild et al. (1999);
Metspalu et al. (2004)
38 ZBe Indie Zapadni indoevropska/ 195 Metspalu et al. (2004);
Bengalsko austroasijska Roychoudhury et al. (2001)

# Udava region, nazev statu, mésta nebo vesnice kde probihalo vzorkovani; u nékterych
populaci byl zachovan etnonym pro uréeni pfiblizné polohy souboru
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Obrazek 2. Pibli2na poloha véech 38 soubort (Cisla odpovidaji tabulce 1).

2.2 Laboratorni postupy

Laboratorni zpracovani vzorki zahrnuje publikované metody (Cerny
et al., 2006; Cerny et al., 2004). Stérky byly uchovany v 800pl lyzaéniho
roztoku (50mM Tris pH8.0, 50mM EDTA pH8.0, 50mM sacharézy, 100mM
NaCl, 1%SDS), pfi¢emz extrakce byla provedena z 200yl prostiednictvim
kitu QIAquick PCR Purification (QIAGEN). Principem izolace je
denaturovani proteinovych struktur chaotropni soli a nasledné vyuziti
kolonek se silikatovou membranou, ktera vaze DNA, zatimco ostatni
nedistoty kolonkou prochazi. Adsorpce DNA membranou a opétovné
uvolnéni je fizeno koncentraci soli a hodnotou pH a zajistovano PB
respektive EB pufry. Kompletni protokol potupu extrakce DNA poskytuje
pfiloha 1.

Metodou PCR byl amplifikovan usek dlouhy 440bp v rozmezi pozic
16971 a 16410 podle CRS (Anderson et al., 1981). Sekvence pouZitych
primera jsou: F-15971 (5-TTA ACT CCA CCA TTA GCA CC-3)
a R-16410 (5'-GAG GAT GGT GGT CAA GGG AC-3’). Celkovy objem
nareakci ¢inil 25ul (3ul vzorku a 22ul mastermixu). PCR probihala
v teplotnich cyklech 1x (94°C — 5 minut), 35x (94°C — 50 sekund; 51°C —
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— 30 sekund; 72°C — 45 sekund) a 1x (72°C — 5 minut). Pii kazdé PCR
reakci byly provedeny negativni kontroly.

PCR produkty byly piecistény pomoci kolonek QlAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN) (viz pfiloha 2). Pro kvantifikovani PCR produktu
a hodnoceni negativni kontroly byly 2ul produktu pouzity do gelové
elektroforézy. Hmotnost DNA byla odeétena podle hmotnostniho markeru
MassRuler™ DNA Ladder, Low Range (Fermentas) na 1% agarézovém
gelu. VySe uvedené zpracovani vzorkl bylo provedeno v archeogenetické
laboratofi Archeologického tstavu AVCR a kromé& mne se na ném podileli
dr. Cerny a Mgr. Zaloudkova.

Sekvenovani probéhlo komeréni cestou v Centru servisnich
laboratoii biologické sekce UK vPraze (PiF UK - Dbiologie,
http://www.natur.cuni.cz/~sedinova/). Pro sekvenaéni reakci byl pouzit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
a forward primer F-15971 pro amplifikaci L-fetézce. Reakce probihala
na ABlI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Sekvence s délkovou heteroplasmii  (vliv  homopolymerického
cytozinového useku mezi pozicemi 16184 a 16193) byly sekvenovany
i reversnim primerem R-16410. Délkové heteroplasmie nebyly do dalSich
analyz zahrnuty.

2.3 Analyza dat

Vizualni prospekce chromatogrami byla provedena v programu
Chromas Lite 2.0 (Technelysium Pty Ltd 1998-2004). Pomoci softwaru
BioEdit Sequence Alignment Editor, verze 7.0.4.1 (Hall, 1999) probéhlo
zarovnani sekvenci podle referen¢ni sekvence CRS (Anderson et al.,
1981). Do dalSich analyz byl pouzit usek diouhy 341bp mezi pozicemi
16030 a 16370 (podle Cerny et al., 2004). Sekvence byly nasledné
exportovany do textového editoru TextPad 4.6.2 (Hélios Software
Solutions 1992-2004).
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2.3.1 Klasifikace haplotypu

Piifazeni sekvenci do haploskupin probéhlo na zakladé HVS-|
mutaci podle publikovanych motivi  (http://www.stats.gla.ac.uk/
~vincent/founder2000/motif.html; Kivisild et al., 2004, Salas et al., 2002).
Nazvy haploskupin byly aktualizovany podile recentnich uprav:
haploskupina LOa piedstavuje dfivéjs§i Lia (Salas et al., 2004);
haploskupiny RO a ROa jsou dfivéjsi preHV respektive (preHV)1 (Torroni
et al., 2006).

2.3.2 Statistické metody

Pro populaéné genetické vyhodnoceni dat byl pouzit software
Arlequin, verze 2.00 (Schneider et al., 2000). Popisna statistika
na intrapopulaéni urovni zahrnuje standardni miry diverzity. Po€itana byla
genova diverzita Hs, tedy pravdépodobnost nahodného vybrani dvou
rozdiinych haplotypi ze souboru (podle Nei, 1987). Dale nukleotidova
diverzita m udavajici pravdépodobnost, Zze dva nahodné vybrané
homologni nukleotidy jsou odliSné (Nei, 1987; Tajima, 1983). Vypocet
prumérného poctu parovych rozdili D; a rozptylu V(D;) vychazi z Tajima,
(1983) a Tajima (1993). Demograficka expanze populace se promita
do rozloZeni poétu parovych rozdilli (tzv. mismatch rozlozeni). Odchylky
od normalniho rozlozeni parovych rozdili byly testovany pomoci
Harpendingova r indexu (raggedness index), ktery vykazuje niz8i hodnoty
pro expandujici populace (Harpending, 1994). Jako testy neutrality byly
pocitany statistiky D (Tajima, 1989) a Fs (Fu, 1997). Tyto zarovefi indikuji
populaéni expanzi a byly pouzity pro testovani nulové hypotéezy
demograficky konstantniho vyvoje populace (za predpokliadu selekéni
neutrality a rovnovahy mezi vznikem mutaci a genetickym driftem).

Genetické vzdalenosti mezi nami studovanymi populacemi Jemenu
a publikovanymi daty byly hodnoceny koeficientem Fsr. Metoda vypoétu
vychazi z parovych rozdild (Weir & Cockerham, 1984). Nulova hypotéza
predpokladajici zadné rozdily mezi populacemi byla testovana na zakladé
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1000 permutaci. Vysledna matice vzdalenosti Fsr piedstavujici
mnohorozmérma data byla vizualizovana ve dvojrozmérném prostoru
metodou vicerozmérného $kalovani v programu STATISTICA, verze 5.5
(StatSoft, Inc. 2000).

Analyza molekularniho rozptylu (AMOVA) (Excoffier et al., 1992)
byla aplikovana pro analyzu genetické struktury populaci a rozlozZeni
diverzity podle geografickych, lingvistickych a dalSich kritérii. Shlukovani
populaci do skupin vychazelo prvotné z otazky vztahli mezi populacemi
sousedicimi pfes Uzinu Bab el-Mandab a podél jihozapadniho pobfezi
Asie. V dalSich krocich pak podle vysledkli genetickych vzdalenosti
mezi populacemi (viz dale).

3 VYSLEDKY

V ramci prezentované prace jsme ziskali 150 novych sekvenci
prvniho hypervariabilniho segmentu mtDNA ze tfech oblasti Jemenu.
Celkem 15 jedinch vykazuje délkovou heteroplasmii  diky
homoplymerickému cytosinovému useku mezi pozicemi 16184 a 16193.
Dva jedinci jsou nositeli bodové heteroplasmie (JAC36 na pozici 16145
a JT199 na 16355). Zaznamenana byla jedna inzerce (16170iC u jedince
JHA121). Tato mutace nebyla pouzita v dalSich analyzach. Seznam
mutaci v rozsahu 341bp dlouhého useku HVS-I je prezentovan v tabulce
2 spolu s pfedbéznym zafazenim sekvenci do haploskupin. Mutace HVS-|
neposkytuji dostate¢né rozliSeni pro 100% klasifikaci haplotypt. Napfikiad
autofi Santos et al. (2004) dokladaiji pfiblizné 50% uspésnost klasifikace
sekvenci podle HVS-I motivu. Procento haplotypl, které by bylo mozné
s jistotou piifadit do haploskupin, nebylo vtéto praci stanoveno.
Pfedbézné navrzena klasifikace vychazi zmaximalni shody mezi
pozorovanymi a publikovanymi motivy. Laboratorni zpracovani vzorka ve
smyslu  haploskupinové  klasifikace (Stépeni RFLP) nadale
v archeogenetické laboratofi Archeologického ustavu AVCR probiha.
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Tabulka 2. Seznam mutaci v 341bp diouhém useku HVS-l, pfedbé&zné zafazeni do
haploskupin a vyskyt délkové heteroplasmie

Vzorek HVS-I motiv Haploskupina Htp®
JAC1 mO069 126 145 261 J1b 0
JAC2  m223265T L3e3 0
JAC3 m 066 129 182C 183C 189 234 L1c3 1
JAC4 m 069 126 145 222 261 362 J1b 0
JAC5 m 126 355 362 ROa 0
JAC6 m 183C 189 223 278 L? 1
JAC7 m 069 086 126 193 309 J1c 0
JAC8 m 126 163 186 189 294 T1 0
JAC9 m093 126 189 294 296 ? 1
JAC10 m 126 362 RO 0
JAC11 m 176 224 311 L6 nebo K 0
JAC12 m 126 294 296 T 0
JAC13 m 179 223 256G 284 311 L3h 0
JAC14 m 176 224 311 L6 nebo K 0
JAC15 m 093 129 182C 183C 189 223 240 249 331 M1ia1 1
JAC16 m 126 355 362 ROa 0
JAC17 m 126 355 362 ROa 0
JAC18 m 126 163 186 189 294 T1 0
JAC19 m 093 126 355 362 ROa 0
JAC20 m 066 129 183C 189 234 358G L1c 1
JAC21 m 126 355 362 ROa 0
JAC22 m 069 126 145 261 J1b 0
JAC23 m 189 193 189 193 278 294 309 L2a1 1
JAC24 m 069 126 193 300 309 J1c 0
JAC25 m 184223 311 L nebo M 0
JAC26 m 069 126 J 0
JAC27 m 069 126 193 300 Jic 0
JAC28 m 126 355 362 ROa 0
JAC29 m 176 224 311 L6 nebo K 0
JAC30 m 114A 126 294 T 0
JAC31 m 126 355 362 ROa 0
JAC32 m 126 355 362 ROa 0
JAC33 m 176 224 311 L6 nebo K 0
JAC34 m 126 355 362 ROa 0
JAC35 m 071 129 145 187 189 213 223 234 265C 278 286G 294 L1c2 0
JAC36 :r3n1 (1)6376(1)45 278 362 HV1 0

Pokratovani na dal$i strané
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Tabulka 2. Pokracovani.

Vzorek HVS-I motiv Haploskupina Htp®
JAC37 m 114A 126 294 T 0
JAC38 m 129 183C 189 223 249 311 359 M1a 1
JAC39 m 112G 126 355 362 ROa 0
JAC40 m 069 126 145 261 J1b 0
JAC41 m 114A 129 145 213 223 278 294 311 L 0
JAC42 m 223 265T L3e3 0
JAC43 m 114A 129 145 213 223 278 311 L2b 0
JTi44 m 069 126 193 300 Jic 0
JTI45  m 223 265T L3e3 0
JTI46 m 071 R2 0
JT147 m 172 223 269 301 362 L4g 0
JTi48 m 223 265T L3e3 0
JTI49  m 069 126 145 261 J1b 0
JTI50 m 093 224 311 K 0
JT151 m 069 126 145 261 J1b 0
JTI52 m 148 172 187 188G 189 223 230 311 320 L0a2 0
JTI153  m 223 234 249 278 294 295 L2a 0
JTI54 m 126 288 292 294 296 311 T2 0
JT155 m 071 R2 0
JTI56 m 224 311 K 0
JTI57 m 126 288 292 294 296 311 T3 0
JT158 m 093 224 311 K 0
JTI59 m 172 223 269 301 362 L4g 0
JTI60 m 126 362 RO 0
JT161 m 067 086 183 294 327A ? 0
JTI62 m 129 189 192 223 278 294 309 L2a1b2 0
JTI63  m 093 124 223 278 362 L3b 0
JTiI64 m 182C 183C 189 223 278 290 294 309 L2a1b 1
JTI6S m 209 316 ? 0
JTI66  m 093 124 223 278 362 L3b 0
JTI67 m 189 207 309 318C L2a1b 1
JTI68 m 086 239 ? 0
JTI69 m 153 ? 0
JTI7Z0  m 126 362 RO 0
JTI171 m 086 239 ? 0
JTI72 m 153 ? 0
JTI73  m 069 126 193 309 J1c 0

Pokracovani na dal&i strané



Tabulka 2. Pokra¢ovani.

Vzorek HVS-I motiv Haploskupina Htp®
JTI74  m 069 126 193 310 J 0
JTI76  m 069 126 193 309 Jic 0
JTI76 m 354 ? 0
JTI77  m 069 126 193 309 J1c 0
JTI78  m 069 126 193 309 J1c 0
JTI79  mO069 126 J 0
JTI80O m 069 126 193 309 J1c 0
JTI81 m 069 126 J 0
JTI82 m 172223 311 362 L? 0
JTI83  m 148 192 223 274 311 L? 0
JTI84  m 069 126 145 222 261 311 J1b 0
JTI85 m 209 223 292 311 327 L3f1 0
JTI86 m 354 ? 0
JTI87 m 126 286 ? 0
JTI88 m 126 362 RO 0
JTI89 m 179 183C 189 223 294 L1c3 nebo 1
L2a1
JTIS0 m 209 223 224 ? 0
JTI91  m 069 126 145 261 J1b 0
JTI92  m 069 126 145 261 J1b 0
JTI93  m 069 126 136 145 221 222 261 J1b 0
JTI94  m 069 126 145 261 J1b 0
JTI95  m 126 355 362 ROa 0
JTI96  m 223 292 L3e3 0
JTI97  m 069 126 193 287 300 309 J1c 0
JTI98  m 148 192 223 274 311 L? 0
JTI99 m 148 172 187 188G 189 223 230 311 320 355 LOa 0
JTI100 m 069 126 J 0
JHA101 m 182C 183C 189 223 278 290 294 309 L2a1b 1
JHA102 m 189 223 278 X 1
JHA103 m 069 126 231 319 J 0
JHA104 m 124 223 319 L3d1 0
JHA105 m 069 126 193 300 309 J1c 0
JHA106 m 172 187 189 223 265 278 294 309 L2a1b2 0
JHA107 m 126 223 290 ? 0
JHA108 m 129 148 168 172 187 188G 189 223 230 278 293 311 320 LOa1 0
JHA109 m 093 209 223 292 311 L3f1 0
JHA110 m 069 126 231 319 J 0

Pokra¢ovani na dal$f strané
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Tabulka 2. PokraCovani.

Vzorek HVS-I motiv Haploskupina Htp®
JHA111 m 256 270 293 L nebo U 0
JHA112 m 067 274 HV1 0
JHA113 m 126 207 362 RO 0
JHA114 m 147G 172 223 248 355 N1a 0
JHA115 m 129 148 168 172 187 188G 189 223 230 278 293 309 311 LOa1 0
JHA116 ?1;2(1)24 223 319 L3d1 0
JHA117 m 265C ? 0
JHA118 m 124 223 300 319 L3d1 0
JHA119 m 172 183C 189 223 320 L3e2b 1
JHA120 m 148 172 187 188G 189 223 230 311 320 L0a2 0
JHA121 m 170iC 183C 189 223 274 311 319 320 L3e2b 1
JHA122 m 148 172 187 188G 189 223 230 311 320 LOa2 0
JHA123 m 148 172 187 188G 189 223 230 311 320 LOa2 0
JHA124 m 129 172 173 188A 189 223 256 278 293 294 311 360 368 L1c1 0
JHA125 m 185 209 223 327 L3e1a 0
JHA126 m 148 172 187 188G 189 209 223 230 311 320 LOa 0
JHA127 m 148 172 187 188G 189 223 230 311 320 LOa2 0
JHA128 m 124 223 278 362 L3b 0
JHA129 m 092 ? 0
JHA130 m 183C 189 249 265 ? 1
JHA131 m 209 223 292 311 L3f1 0
JHA132 m 148 172 187 188G 189 223 230 311 320 LOa2 0
JHA133 m 092 ? 0
JHA134 m 126 153 233C 257 294 325 T5 0
JHA135 m 223 260 270 287 311 L nebo M 0
JHA136 m 185 209 223 327 L3e1a 0
JHA137 m 148 172 187 188G 189 223 230 311 320 L0Oa2 0
JHA138 m 129 172 173 188A 189 223 256 278 293 294 311 360 368 L1c1 0
JHA139 m 185 209 223 327 L3ela 0
JHA140 m 126 146 189 292 294 296 T2 1
JTI141 m 129 148 172 174 187 188G 189 223 230 304 311 320 LOa 0
JTI142 m 086 290 317 343 355 368 ? 0
JTI143 m 134 356 ? 0
JTi1144 m 168 ? 0
JTI145 m 093 124 223 278 362 L3b 0
JTI146 m 069 129 145 261 J1b 0
JT1147 m 148 172 187 188G 189 223 230 311 320 LOa2 0

Pokra¢ovani na dal$i strané
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Tabulka 2. Pokratovani.

Vzorek HVS-I motiv Haploskupina Htp®
JT1148 m 069 126 145 261 J1b 0
JTI149 m 172 223 268 301T 362 L4g 0
JTI150 m 209 223 292 311 L3f1 0

# vyskyt délkové heteroplasmie (homopolymericky cytozinovy fetézec mezi 16184 - 16193)

3.1 Intrapopulaéni uroven

Soubor JAC z jizniho Jemenu (Al-Achkim) obsahuje celkem 43
sekvenci, ztoho 27 rozdilnych haplotypl definovanych na zakladé 44
polymorfnich mist. Z celkového poétu 45 substituci pfipada 37 na tranzice
a 8 na tranzverze. Celkem 67 sekvenci tvoii soubor JTI ze zapadniho
Jemnu (Tihama). Rozdilnych haplotypl je 39, polymorfnich mist 63.
Pomér tranzici viéi transverzim je 59/6, celkem 65 sledovanych
substituci. Treti soubor JHA ziskany ve vychodnim Jemenu (Hadramaut)
je tvofen 40 sekvencemi, které spadaji do 29 haplotypt a obsahuji 53
polymorfnich mist. 53 zjisténych substituci je rozdéleno mezi tranzice
a transverze v pomeéru 49/6.

Zakladni statistiky hodnotici miru diverzity mtDNA ve v3ech 38
populacich shrnuje tabulka 3. Genova diverzita populaci z Jemenu je
nejniz8§i u populace Al-Achkim (Hs; = 0,955), ostatni dva soubory
zTihamy a Hadramautu dosahuji srovnatelnych hodnot (0,974 resp.
0,972). NejnizSi genova diverzita je u populaci z Tuniska, ktera byla
popisovana jiz diive (Cherni et al., 2005). Nizkou genovou diverzitu
vykazuji Indické soubory Nagaland a Karnataka a populace z oazy
el-Hajez (od 0,940 do 0,953), kterym se pfiblizuje svou hodnotou
populace Al-Achkum. Populace z Tihamy a Hadramautu se v porovnani
s ostatnimi soubory umistuji uprostied. Nejvy$si hodnoty vykazuji nékterée
populace jak Afriky, tak Indie i iranu. Populace vychodoafrickych Guragt
ma nejvyssi genou diverzitu (1,000).
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Hodnoty nukleotidové diverzity vramci Jemenu nejvice odliSuji
Hadramaut (ir = 0,026), zatimco ostatni dvé populace maji hodnotu nizsi
(0,020). V porovnani se véemi populacemi dosahuje Hadramaut druhé
nejvyssi nukleotidové diverzity a spada mezi populace vychodni Afriky.
Turkanové vykazuji nejvy$Si hodnotu (0,03), ostatni vychodoafrické
populace se pohybuji vrozmezi od 0,024 do 0,026 vyjma Somaicu
(0,021). Mira nukleotidové diverzity souborli Al-Achkim a Tihama
odpovida populacim Egypta, vesnici Kesra a Beduinim. V celkovem
pohledu se projevuje pokles nukleotidové diverzity smérem od vychodni
Afriky pres severovychodni Afriku a Arabsky poloostrov k Indii a iranu (viz
graf 1). Vyjimku pFedstavuje vesnice Zriba s nejnizsi hodnotou (0,012).
Naproti tomu vy$si miru nukleotidové diverzity vykazuje vychodoindicky
soubor Tripura (0,021).

Primeérny pocet parovych rozdili kopiruje rozdéleni nukleotidové
diverzity. Nejvyssi pocet ma Turkana (10,20), Hadramaut vykazuje druhou
nejvysSi hodnotu (8,98). Al-Achkium a Tihama s obdobnym poétem (6,97
a 6,89) se nachazeji mezi africkymi a asijskymi populacemi.

RozloZeni podtu parovych rozdili jemenskych populaci (graf 2)
nevykazuje statisticky signifikantni odchylky od piedpokladaného
normalniho rozloZzeni (Harpendinglv r index). Ze v8ech populaci maji
hodnotu r statisticky vyznamné vy38i pouze Oromové. V porovnani tfi
populaci z Jemenu dosahuje Tihama statisticky vyznamné zapornou
hodnotu indexu D, svéd€ici o populaéni expanzi. Na druhou stranu Fg
test, ktery je pro indikovani vyvoje velikosti populace citlivéjSi (Pereira et
al., 2001), je vyznamny pro vSechny populace. Z celkového souboru
populaci maji statisticky nevyznamnou hodnotu F pouze &tyfi — el-Hajez,
Kesra, Zriba a Nagaland.
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Graf 1. Srovnani hodnot nukleotidové diverzity HVS-1 mtDNA 38 populaci.
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Graf 2. Rozlozeni po¢tu parovych rozdili HVS-I mtDNA u 3 jemenskych populaci.

3.2 Populaéni srovnani (Fsy)

Hodnoty Fsr a statistické vyznamnosti té&chto testl jsou uvedeny
v tabuice 4. Vysledky ukazuji, Ze vSechny soubory z Jemenu se od sebe
statisticky odliduji na 5% hladiné vyznamnosti. Pouze na 1% hladiné
vyznamnosti je nesignifikantni rozdil mezi populacemi z Tihamy
a Al-Achkiumu. Obé tyto populace se také vyznamné neodliSuji
od Beduin ze Saudské Arabie. Al-Achkim dale vykazuje afinitu
k populaci horniho Egypta, pouze pfi snizeni hladiny vyznamnosti na 1%
je mozné to samé fici o populaci z Tihamy. Tihama se dale statisticky
nelidi na 5% hladin& vyznamnosti od severovychodniho iranu a na 1%
hladiné vyznamnosti od centralniho iranu. Hadramaut se naproti tomu
neodliSuje od etiopské populace Oromo a od Kikuji z Keni. Na 1%
hladiné vyznamnosti mizeme sledovat afinitu Hadramautu k dal$im
vychodoafrickym populacim Oromi a Somalci a také ke vzorki
z egyptské oazy el-Hajez.
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Z vysledkd dalSich soubori je tfeba zminit populaci Beduind,
ktera se statisticky neodliSuje od horniho ani dolniho Egypta a také
od severovychodniho Iranu. Dale pak miZeme sledovat pfibuznost
populaci severovychodni Afriky (s vyjimkou rozdilu mezi Tigrajci a Kikuji),
od kterych se odliSuje pouze populace Turkant (kromé vztahu s populaci
Kikuja). Zajimavym vysledkem je také odliSnost souborG zindického
subkontinentu od v3ech ostatnich populaci, vyjma shody statu Gudzarat
s centralnim [ranem na 1% hladiné vyznamnosti. Matice Fsr vzdalenosti
tak nenaznacuje zadné vztahy mezi populacemi podél jizni migraéni cesty
v Useku od Arabského poloostrova k indickému subkontinentu.

Graf vicerozmérného 8kalovani podle matice Fsr vzdalenosti
mezi vSemi 38 populacemi (graf 3) ukazuje na odliSné vazby soubord
Al-Achkium a Tihama na strané jedné a populace Hadramatu na strané
druhé. Soubory ze zapadniho Jemenu tvofi shluk spolu s Beduiny
a populacemi Egypta a iranu. Naproti tomu je tfeba upozornit na afinitu
Hadramautu k vychodoafrickym populacim, mezi néz zde patfi i Nubijci
a niloté. Populace z Indického poloostrova tvoii samostatnou oddélenou
skupinu.

3.3 Rozdéleni genetické diverzity (AMOVA)

Analyza molekularniho rozptylu poskytuje informace o genetické
struktuie (tabulka 5). Nejprve byly vSechny populace posuzovany
dohromady jako jedna skupina. V takovém pfipadé dosahoval podil
variability mezi populacemi uvnitf skupiny 5,81% a uvniti populaci
94,19%. Populace byly nasledné shlukovany podie rtznych kritérii.
V prvnim kroku jsme se zameéiili na otazku vztahQ populaci podél jizni
migraéni cesty zvychodni Afriky pifes uzinu Bab el-Mandab a jih
Arabského poloostrova az po indicky subkontinent. Populace byly
rozdéleny do dvou skupin. Prvni zahrnuje populace severovychodni
Afriky, Beduiny ze Saudské Arabie a soubory zlranu. Druha skupina
populace vychodni Afriky spolu s povodim Nilu, nami analyzované
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Graf 3. Vysledny graf vicerozmérného $kalovani na zakladé hodnot Fsr mezi 38 populacemi

soubory z Jemenu a indicky subkontinent. Vysledky analyzy (tabulka 5,
krok 1) udavaji malé rozdily mezi utvoifenymi skupinami (podil variability
2,82%), uvniti kterych existuji velké rozdily mezi populacemi (podil
variability 4,70%). Ke zvySeni podilu variability mezi skupinami (3,32%)
doSlo, pokud byly populace Al-Achkium a Tihama spolu s Beduiny
pfesunuty jak napovidaji vysledky populaéniho srovnani. Ve tietim kroku
byly populace slouéeny na lingvistickém zakladé podle jazykovych rodin.
Z této analyzy byly vypustény soubory jedincii ze Sri Lanky a Zapadniho
Bengalska, nebot naleZeji k vice nez jedné jazykové rodiné. Pouze
Casteény nartst podilu variability mezi skupinami (3,67%) byl
zaznamenan v porovnani s pifedchozi konfiguraci. NejvysSich rozdila
mezi skupinami bylo dosazeno pfi shlukovani populaci na zakladé
vysledkl Fsr, kdy byly utvoreny tfi skupiny podle naznaéené struktury
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ve vysledném grafu vicerozmérného Skalovani (graf 3). Prvni sluCuje
populace vychodni Afriky, povodi Nilu a populaci z Hadramautu. Druha
skupina obsahuje severovychodni Afriku, fran a z Arabského poloostrova
populace Beduinl, Al-Akchim a Tihamu. Populace z Indie tvofi tieti
skupinu. Za této konfigurace je podil variability mezi skupinami 5,63%,
uvnitf skupin 2,35 a uvnitf populaci 92,02% (tabulka 5, krok 4).

Tabulka 5. Vysledky analyzy molekularniho rozptylu (AMOVA), podrobnosti viz text.

Variabilita Variabilita mezi Variabilita

mezi populacemi uvnitf
skupinami uvnitf skupin populaci
VSechny populace 5,81 94,19
Krok 1
(severni vs. jizni cesta) 2,82 470 92,48
Krok 2
(severni cesta + JAC a JTl vs. jizni cesta + JHA) 592 4.48 92,29
Krok 3
(podle jazykovych rodin) 3.67 3.16 93,16
Krok 4
(JHA + vychodni Afrika + povodi Nilu vs. JAC 5,63 2,35 92,02

a JTI + severovychodni Afrika + Iran vs. Indie)

3.4 Haplotypy sdilené mezi populacemi

Pro ziskani dalSich informaci o vztazich populaci Jemenu
s ostatnimi soubory byly zjiStény haplotypy, které se shoduji u populaci,
jez se statisticky neodliSuji na 5% hladiné vyznamnosti. Po€et shodnych
haplotypli a jejich odhadovana haploskupinova pfislusnost je uveden
v tabulce 6. Soubory ze zapadniho Jemenu sdileji s populacemi Blizkého
vychodu, od kterych se signifikantné neliSi, haplotypy spadajici
do euroasijskych haploskupin (derivatll makrohaploskupiny N) J1b, J1c,
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T1 a haploskupiny RO a ROa, dfive popisované jako preHV a (preHV)1
(viz napf. Richards et al., 2000).

Hadramaut sdili s populaci Oromo dva haplotypy skupiny J3d1.
Kikujové a Hadramautu maji spole¢né haplotypy klasifikované jako
subsaharské haploskupiny LOa1 a LOaZ2.

Tabulka 6. Haploskupinova pfislu$nost a poc¢et sdilenych haplotypl mezi vybranymi
populacemi

Al-Akchum - Beduini J1b J1c RO ROa T
3 1 1 1 1
Al-Akcham - horni Egypt ROa
8
Tihama - Beduini J1b ROa
7 3
Tihama — severovychodni lran J1b
7
Hadramaut - Oromové J3d1
3
Hadramaut - Kikujové LOa2 LOa1
6 1
4 DISKUZE

Vysledky populaéné-genetického srovnani 38 populaci ukazuji
v celkovém pohledu na vztah mezi geografickou vzdalenosti a genetickou
afinitou v souladu s globalnim klinalnim rozdélenim genetické diverzity
lidskych populaci sledovaném na urovni jaderné DNA (Serre & Paabo,
2004). Odpovida tomu na jedné strané vicerozmérné Skalovani
na zakladé matice Fsr vzdalenosti, které ukazuje, Ze populace spadaji
do vysledného grafu podle zemépisné polohy od vychodni Afriky
pres severovychodni Afriku a Arabsky poloostrov po Blizky vychod
a Indicky subkontinent (graf 3). Na strané druhé také pokles nukleotidove
diverzity a po¢tu parovych rozdil(i kopiruje vySe popsany prubéh. Vysoka
nukleotidova diverzita vychodni Afriky a negativni zavislost diverzity
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ostatnich populaci na vzdalenosti od vychodni Afriky byla popsana jednak
na urovni mtDNA (Cerny et al., 2004; Ingman et al., 2000), tak také
prostfednictvim analyz asek( jaderné DNA (Prugnolle et al., 2005;
Tishkoff & Kidd, 2004).

Genova diverzita naproti tomu vykazuje nepravideiné uspofadani
napfi¢ sledovanymi oblastmi. Tento vysledek neni pirekvapivy vzhledem
k tomu, Ze genova diverzita odrazi celkovou homogenitu &i heterogenitu
souboru. Na jeji hodnoty tak maiji vliv populaéné demografické udalosti
jako redukce nebo expanze populace, ale vyznamné také zplsob sbéru
a tvorby souborti dat. Napfiklad soubory z Indie dosahujici v fadé pfipadu
vysoké genové diverzity (viz tabulka 3) jsou utvofeny na zakladé
spolkovych statha. Jelikoz presnéjSi zemépisné informace nejsou
dostupné, je mozné, Ze takto velké regiony zahrnuji vice geneticky
diverzifikovanych podoblasti. Jejich slouéenim tak narista celkova
diverzita souboru.

Detailni prospekce nasich vysledkt podtrhuje vyznam
geografického pfistupu pfi sbéru dat pro tuto studii. Pfedchozi prace
(Kivisild et al., 2004) nabizi podrobnou analyzu haploskupin u populaci
Etiopie a Jemenu a sleduje genovy tok mezi Afrikou a Arabskym
poloostrovem a vlivy z euroasijskych populaci. Diverzitu mtDNA Jemenu
prezentuji autofi jako konglomerat subsaharskych a euroasijskych
haploskupin zastoupenych v podobné mife. Vzorky byly ale ziskany
od probandl v Kuvajtu a jejich presny zemépisny pavod na uzemi
Jemenu nelze vymezit (Kivisild et al., 2004). Nase data ukazuji, ze rlizné
oblasti Jemenu odrazi vztahy s vychodni Afrikou a Blizkym vychodem
rozdilné. Pfes geografickou a kulturni blizkost zapadniho pobiezi Jemenu
a vychodni Afriky dokladanou archeologicky pfinejmensim od vzniku tzv.
tihamského kulturniho komplexu v poloviné 2. tisicileti pf. nl. (Fattovich,
2002) nevykazuji vzorky z Al-Achkiumu a Tihamy predpokladanou afinitu
k vychodoafrickym populacim. Naproti tomu spadaji blize populacim
Blizkého vychodu — Egyptu, Saudské Arabii a [ranu. Hadramaut, ktery leZi
pfiblizné 800km vychodné&ji, je naopak na zakladé mtDNA piibuzny se
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soubory z vychodni Afriky (viz graf 3). Tomu odpovidaji rovhéz vysledky
analyzy molekularniho rozptylu (tabulka 5, krok 4), které rozdilnou
genetickou diverzitu populaci ze zapadu a vychodu Jemenu potvrzuji.

Populaéni pristup neumozriuje zasadit sledované vztahy do ¢asové
perspektivy. Presto relativni odhad doby populaéni expanze, jejiz signaly
vykazuji bezmala vSechny studované populace, poskytuje primeérny pocet
parovych rozdilli. Del$i ¢asovy usek od populaéniho narlstu poskytuje
prostor pro nashromazdéni vétSiho podtu rozdili mezi sekvencemi.
Hadaramaut vykazuje vétsi pramérny pocet parovych rozdilll nez ostatni
dvé populace ze zapadniho Jemenu a podoba se tak populacim vychodni
Afriky (viz tabulka 3). Stejné tak je tomu i v pfipadé nukleotidové diverzity.
Domnivame se proto, Ze afinita Hadramautu a vychodni Afriky ma ¢asové
hlub8i kofeny a muize reflektovat i pravéké migrace pfes Uzinu Bab
el-Mandab na Arabsky poloostrov. Naproti tomu pozice populaci Tihamy
a Al-Achkumu v populaénim srovnani se jevi jako nasledek recentnich
vztah( téchto oblasti s Blizkym vychodem. Tézko ov§em rozhodnout, zda
jde o nasledek celkové genetické piibuznosti populaci Blizkého vychodu
navrzené na zakladé vyzkum( Y chromosomu (Shepard & Herrera, 2006),
nebo zde roli hraly oddélené vlivy. Na jedné strané napfiiklad nevyznamny
rozdil mezi soubory sekvenci z Al-Achkimu a horniho Egypta mohou
odrazet egyptské kontakty podél Rudého moie (Fattovich, 2002) nebo
pozdéjSi genovy tok z Jemenu spojeny s expanzemi arabskych kmend,
ktery naznaduji vyzkumy Y chromosomu (Nebel et al., 2002). Na strané
druhé odliSny zaklad mize mit geneticka podobnost vzork(i z Tihamy
a severovychodniho iranu. Pro zpfesnéni rozdéleni genetické diverzity
napfi¢ Blizkym vychodem by bylo potieba implementovat dal$i data
z Arabského poloostrova a severné od néj. Napiiklad oblasti Iraku,
Jordanska, Izraele &i Syrie piedstavuji v nasich analyzach slepa mista (viz
obrazek 2). BohuzZel v soulasné dobé& neprosel zadny z dostupnych
souborl dat kritériemi stanovenymi vtéto studii (viz sekce 2.1).
Predevsim problémovym bodem se ukazuje byt délka sekvenci a zplisob
sbéru dat, ktery neumoZfiuje ziskat informace o geografickém plivod
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vzorkll (viz napf. Behar et al., 2006; Macaulay et al., 1999a; Richards
et al., 2000).

Doplnit nase vysledky o €asovou pfedstavu by dale umoznila
fylogeograficka analyza sekvenci, kterd se zaméfuje na rekonstrukci
ancestralnich haplotypl, odhad jejich geografického plivodu a datovani.
Pfi feSeni otazky, zda diverzita mitochondrialni DNA na uzemi Jemenu
obsahuje znamky prvotnich migraci anatomicky moderniho clovéka
z vychodni Afriky pfes Bab el-Mandab, bychom se nejprve méli zamérit
na vychodni oblasti Jemenu. Hadramaut a jeho afinita k vychodoafrickym
populacim odpovida modelu disperze podél jizni cesty, zatimco recentni
vlivy odhadované u zapadnich populaci mohou starSi populaéni udalosti
piekryvat.

Pravéké migrace z vychodni Afriky jsou spojovany predevSim se
Sifenim haploskupiny M (Forster & Matsumura, 2005; Macaulay et al.,
2005; Quintana-Murci et al., 1999). Piedbézna klasifikace HVS-I
haplotyplu v8ak ukazuje, ze tato haploskupina je mezi nasimi sekvencemi
z Hadramautu zastoupena minimainé nebo mizZe chybét Upiné (viz
tabulka 2). Podle predbéznych vysledki RFLP analyzy kédujiciho useku
se zda, Ze sou€asna klasifikace bude v budoucnu korigovana jen
u piiblizné 10% sekvenci (Cerny, osobni sdéleni). Neni v3ak jasné,
zda ke vzniku  haploskupiny M doslo jesté na uzemi Afriky,
nebo az v jihozapadni & jizni Asii. Zatim nejvy$Si diverzita a také
odhadované datovani M haploskupiny bylo zaznamenano na GUzemi Indie
(Krings et al., 1999; Metspalu et al., 2004; Quintana-Murci et al., 1999),
avsak vysokou diverzitu a vyskyt vykazuje rovnéz v Etiopii (Kivisild et al.,
2004; Quintana-Murci et al., 1999). Pravé Arabsky poloostrov véetné
prilehlych oblasti Afriky (Eritrea, DZibuti) by tak teoreticky mohl byt mistem
zniku haploskupiny M, coz by umoznilo jednak ¢asné rozsifeni do Etiopie
prostiednictvim zpétnych migraci, a také expanzi dale do Indie. Sou€asné
vysledky vyskytu haploskupin v nami studovanych oblastech vSak zatim
nenaznaduji, ze by mistem diverzifikace haploskupiny M byla oblast
Jemenu.
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Existuje moznost, Ze veskeré populaéni afinity, o kterych vypovidaiji
vysledky populaéniho srovnani, mohou odrazet recentni udalosti.
Pfedchozi studie odvozuje znacnou ¢ast diverzity mitochondrialni DNA
populace Jemenu od vlivl béhem poslednich nékolika tisica let (Kivisild et
al., 2004). Pro ziskani dalsi predstavy o podstaté nami sledovanych Fsr
vzdalenosti jsme se zaméiili na haplotypy sdilené mezi soubory z Jemenu
a populacemi, jez se od nich statisticky neodlisuji. V pfipadé sekvenci
z Tihamy a Al-Achkiimu a jejich protéjSki u populaci Blizkého vychodu
jde o euroasijské haploskupiny (viz tabulka 6) bézné u populaci Evropy,
Blizkého vychodu a severni Afriky (Krings et al., 1999; Richards et al.,
2000). Vyskytuiji se také ve vychodni Africe v Etiopii, kde jsou povazovany
za nasledek relativné ¢asnych zpétnych migraci z Blizkého vychodu
(Kivisild et al., 2004; Richards, 2003).

Soubor z Hadramautu sdili s geneticky blizkymi populacemi
z vychodni Afriky haploskupinu J v pfipadé OromU a subsaharské
haploskupiny LOa1 a hlavné L0Oa2 se souborem Kikuju (viz tabulka 6).
Pavod haploskupin LOa1 a LOa2 je odvozovan ve vychodni Africe, kde se
doba oddéleni LOa1 odhaduje piiblizné na 33350 let. Oddéleni LOa2 se
datuje piiblizné na 8300 a prfedpoklada se rozsifeni do centralni Afriky
v poslednich 10000 let (Salas et al., 2002).

Na zakladé téchto informaci se zda, Zze naSe vysledky popula¢niho
srovnani odrazeji recentnéj$i udalosti a to jak v pfipadé vzorkl
ze zapadniho Jemenu, tak i zoblasti Hadramautu. Subsaharské LOa
haploskupiny byly pfedchozimi studiemi pfisouzeny prevazné vlivu
arabského obchodu otroky a jejich historie u populaci Jemenu se uvazuje
v dasové perspektivé poslednich 2500 let. Jako zdrojova oblast je
zmiflovana jihovychodni Afrika diky shodé LOa haplotypd z Jemenu
a Mozambiku (Kivisild et al., 2004; Richards, 2003).

Autofi Richards et al. (2003) navic zaznamenavaji vyrazny rozdil
ve vyskytu subsaharskych haploskupin mezi arabskymi populacemi
a ostatnimi etniky na Pfednim Vychodé&. Nejvyssi frekvenci dokumentu;ji
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u Arabl z oblasti Hadramautu. Tyto vysledky interpretuji jako odliSny
demograficky a popula¢né-geneticky dopad obchodu otroky na riizna
etnika. Arabské populace méli byt hlavnim cilovym mistem pro otroky
ze subsaharské Afriky. Podle srovnani s diverzitou Y chromosomu $lo
hlavné o zeny (Richards et al., 2003). Nase vysledky dokladaji rozdilnou
afinitu vzorkll z Jemenu a vychodni Afriky v zavislosti na geografickem
pavodu. Vyvstava tak otazka, zda rozdilné frekvence haploskupin
pfinejmensim na GUzemi Jemenu neodraZeji spiSe geografické zavislosti,
nez rozdéleni podle etnickych skupin. Na zakladé sou¢asnych dat je vSak
jeji zodpovézeni nejisté. Kromé vzorki z Hadramautu byl v pifedchozi
studii analyzovan soubor jemenskych Zidi (Richards et al., 2003).
Nékteré vzorky byly ziskany od jedinc mimo Jemen, napfi. v lzraeli
(Thomas et al., 2002) a geograficky ptvod sekvenci na uzemi Jemenu
nelze uréit.

Problémem zacileni na sdilené haplotypy je redukce vztahQ
mezi populacemi pouze na nékolik sekvenci, které se mezi populacemi
shoduji. Presto Ize pfedpokladat, Zze pravé shodné haplotypy se nejvice
podileji na proximité nékterych populaci ve vysledcich Fsr vzdalenosti.
Presné&jsi klasifikace haplotypl dopinéna o RFLP analyzu kédujicich
oblasti mtDNA a fylogeografickd analyza je v8ak nezbytna
pro systematické zdokumentovani vyskytu haploskupin a jejich historie
na Uzemi Jemenu.

5 ZAVER

Celkem 150 novych sekvenci HVS-I mtDNA zdosud malo
zdokumentované oblasti Jemenu bylo analyzovano v této studii. Vysledky
jasné dokladaji vyznam regionalniho postupu pfi sbéru dat. Diky tomu
jsme byli schopni odhalit rozdily v diverzité mtDNA v raznych oblastech
jizni ¢asti Arabského poloostrova v&etné jejich vztahtl k dalSim populacim
Afriky a Blizkého vychodu, které se ne vzdy prolinaji s kulturnimi
a lingvistickymi vazbami.
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Zapadni oblasti Jemenu — Tihama a Al-Achkum — vykazuji afinitu
k populacim Blizkého vychodu, piestoZze geograficky a kulturné se blizi
spiSe vychodni Africe. Populace Hadramautu naproti tomu spada
v populadné-genetickém srovnani blize populacim vychodni Afriky. Zadné
vztahy nebyly sledovany mezi soubory podél pobfezni trasy od jihu
Arabského poloostrova po indicky subkontinent.

Na zakladé souc€asnych vysledkli se nabizi nasledujici postup
pro budouci vyzkumy genetické diverzity populaci jizni Arabie. V prvni
fadé je to zahrnuti dalSich dat z oblasti, které v geografickém rozdéleni
soubor pouzitych v této studii predstavuji slepa mista. Jde predevsim
o sever Arabského poloostrova dulezity pro detailnéjsi studium genového
toku mezi Blizkym vychodem a zapadnim pobiezim Jemenu. Dal$i vzorky
zvychodni a jihovychodni Afriky na jedné strané a Omanu podél
jihovychodniho pobfezi Arabského poloostrova na strané druhé mohou
zase zpiesnit informace o roli uziny Bab el-Madeb v kontaktech
mezi Afrikou a Arabskym poloostrovem.

Predbézné vysledky nazna&uji, Ze geneticka struktura odhalena
populaéné-genetickym srovnanim odrazi ve vetsi mife recentni udalosti.
Nicméné az podrobna fylogeograficka analyza do budoucna umozni
doplinit populaéni pfistup (ktery ma spiSe exploraéni vyznam) o odhad
geografického a &asového plavodu genetické diverzity jemenskych
populaci.
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Priloha 1. Protokol izolace mtDNA z bukalnich stérli prostfednictvim
kitu QIAquick PCR Purification (QIAGEN).

H w0 Dd -

vortexovat 1 min.

odsat 200 pl a pienést do sterilni eppendorfky (1.5 - 2 ml).

pfidat 1 000 ul extrakéniho pufru PB a zvortextovat.

inkubovat pfi 60°C 1 hod s michanim (cca 200 ot) a sto€it (1 min.,
12 000 g).

5. supernatant pienést na 2x do kolonky a stocit (1,5 min, 12 000 g).
6. pridat 200 ul extrakéniho pufru PB a stogit (1,5 min, 12 000 g).

pfidat 700 ul proplachovaciho pufru PE s etanolem a sto€it (1,5 min,
12 000 g).

vylit kolonku, osusit okraje, sto€it (3 min, 12 000 g) a nechat v boxu
v pravanu.

vymeénit eppendorfku, piidat ul EB pufru, inkubovat 5 min a sto€it
(1,5 min., 12 000g).

10.vyhodit kolonku a eppendorfku s DNA ulozit do mrazaku.
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Priloha 2. Protokol purifikace PCR fragmentl prostiednictvim kitu
QIAquick PCR Purification (QIAGEN).

1. pfidat 5 objemi PB pufru k 1 objemu PCR vzorku a promichat (na 25 pl
125 pl PB).

2. prenést vzorek do kolonky a stocit (1,5 min., 12 000 g).

3. piidat 730 ul proplachovaciho pufru PE s etanolem a stocit (1,5 min,
12 000 g).

4. vylit kolonku, osusit okraje, sto€it (3 min, 12 000 g) a nechat
temperovat.

5. vymeénit eppendorfku, pfidat 30 ul EB pufru, inkubovat 5 min a stocit
(1,5 min., 12 000 g).

6. vyhodit kolonku a eppendorfku s DNA ulozit do mrazaku.
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8 RESUME

Mitochondrial DNA variation in the Yemeni populations: the role of
the regional based sampling and the genetic structure of the South
Arabia.

Archaeogenetics applies the molecular-genetic methods in the
study of the anatomicaly modern human evolution and the dispersals
of the human populations. Due to its features the mitochondrial DNA
(mtDNA) is in the particular interest. Yemen played an important role
in the migrations of humans as it lies on the southern route between
Africa and Eurasia. However, the mtDNA variation of the Yemeni
populations has not yet been systematically analyzed. This diploma thesis
presents the analysis of the new 150 sequences of the mtDNA HVS-I|
from the three regions of Yemen — Al-Akchum, Tihama and Hadramawt.
Our results indicate the importace of the regional based sampling
strategy. We were be able to reveal the regional differences in the mtDNA
variation of the three samples and detect the different afinities
to surrounding populations. Populations from Al-Achkum and Tihama
displey the proximity with Near East populations, while the Hadramawt
sample showes relationships with populations from the East Africa.
In addition to our own conclutions, this paper presents the future
possibilities of the research of the mtDNA variation in the South Arabia.

Keywords: mtDNA variation — HVS-l - Yemen - regional based
sampling — population distances



