Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Zoologie

Bc. Veronika Salajkova

Pravidla bunécného Skalovani mozku u pst: Efekt domestikace a miniaturizace psich plemen

Cellular scaling rules for dog brains: Effect of domestication and miniaturization of dog breeds

Diplomova prace

Skolitel: Mgr. Pavel Némec, Ph.D.

Praha, 2020



Podékovani: Dékuji pratelim a rodin€ za podporu pii sepisovani, a predevsim svym kolegiim a
Skoliteli za jejich neocenitelné rady, navrhy, pfipominky a trpélivost, bez nichz by realizace této
prace nebyla mozna.

ProhlaSent:

ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou préci vypracovala samostatné a Ze jsem uvedla viechny pouZité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla piedloZena k ziskani jiného
nebo stejného akademického titulu.



i U AV ] PP PPTP TR UPPPPPRPPPRt 6
0 R Yo Y 3R [0 PP PPPPPPPRE 6
O B 1o 0 =T ] [l o 1Y [P PPPPPPPRS 7
S T o 1T U= o N o LY PP PPPPPPPPPRS 9
1.4. VIiv domestiKace Na MOZEK ....ccoviiieiiiiiiiie ettt ettt e e e e s e ettt e e e e e e s s e eeees 11
1.5. Frakéni izotropickd NOMOGENIZACE ....uvvviviiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeseeeseseessesseseensensnnes 12
B ST O LI = Lol TP PP PPPPPPPRY 14

CIMIETODIKA <ttt e e ettt e e e e e e ettt e b e e e e e e e et eee b n e e e e eeereenn e e eeeeeeee 15
B A - 1Y £ 1 T 111 - 15
2.2, PrepParace MOZKU........coueiiuurieeeeeeeeeeeitiiteeeeeeeeseetareeeeeeeesssataraeeeeaeesasastsaaaseeaesaasnnsssasaeaaassananrssnees 15
2.3. Preparace hlavnich CAsti MOZKU ........uuuuuuieiii s 16
2.4. ReZANT KONCOVENO MOZKU ...ttt ettt ae sttt et aess s s s st seanas 16
2.5. Parcelace KONCOVENO MOZKUL........uviiiiiiiieiiie e e e 17
2.6. 1zotropni frakCni NOMOGENIZACE. ... ..uuueeeiiiii s 17
2.7. StanoVeni POCTU DUNEK .......uueeeiii s 18
2.8. STANOVENT POCTU NEUIONU ...uvvieiieieeeciiiieeeee e e e ettt e e e e e e e e esbb e e e e eeeeeesettraaeeeeaeeeasnsrraeeaaaeesesanassseees 19
2.9, ANAIYZA AT weeiiiiiiiiiiiiii s 21

CVYSLEDKY oottt 22
3.1. Velikost téla, mozku a absolutni POCtY NEUIONU ........uveeiieeeiieiiiiiieeee e e e e ettt e e e e eeerrree e e e e e e e e 27
3.2, HUSTOLY NEUIONU ...uvveiiiieeeieciiiieee e e ettt e e e e e et e e e e e e e e e tbaeeeeaeeeeseasbbaeaeaaeeeeesansssaeeaaeeeaannes 33
3.3. Hustoty nonneuronalnich bunék ... 33
3.4. Relativni velikost STrUKEUr MOZKU .......cooouiiiiiiiiiii et e e 35
3.5. Pomér neuronll a nonneuronalnich BUNEK ..........coooiiiiiiiiiiiii e 35
3.6. Struktury koncovEeho MOzKU .........coooeiiiiiiiii 36

cDISKUZE ...t et e et e ettt e et e e e te e e e rea e e e enn e enenaans 38
4.1. Technické a datové limity studie..........coooo i 38
4.2. Absolutni a relativni velikost MOzZKU ..........ooiiiiiiii e 38
4.3. Pocty neuronl v celych mozeich ... 42
4.4. Pocty neuront v hlavnich ¢astech mozku...........cccc 42
4.5. Distribuce neurond v KONCOVEM MOZKU .....ccooiuiiiiiiiiiiie ittt et 45
4.6. Nonneuronalni BURKY ... 45
4.7.SrovNANT S dalSIMi SAVCT ....eeiiiiiiiiiiee ettt e e s abeee e 46

5. ZAVER ..ttt 48



ABSTRAKT

Proces domestikace vlka obecného (Canis lupus) vyustil do soucasnych vice nez 350 psich
plemen, dokladajici enormni fenotypickou plasticitu tohoto druhu odraZzenou v nesmirné
rozmanitosti velikosti, tvari a behaviordlnich profili dneSnich psi. Az 50nasobné rozdily
ve velikosti téla presahuji variabilitu ve velikosti téla v ramci celé skupiny Canidae. Rozdily
ve velikosti mozku jsou vSak o poznéni mensi, a to ptiblizné 2,5ndsobné. Je také dobie znamo, Ze
ve srovnani s vi¢im pfedkem maji psi, pfedevSim mala plemena, zredukovanou velikost mozku.
Avsak, dosud nejsou k dispozici srovnavaci kvantitativni data o po¢tech neurond pro rizna psi
plemena. V piedlozené diplomové praci jsem pomoci metody izotropni frakéni homogenizace
odhadla poc¢ty neuronti a gliovych bunék u osmi psich plemen a tii druhti divokych psovitych
Selem. Pfi srovnani napfi¢ studovanymi psimi plemeny jsou rozdily v poctu neuronti mensi nez
rozdily ve velikosti mozku — zda se tedy, Ze mald plemena kompenzuji malé mozky zvySenim
neuronalni hustoty. Je rovnéz zajimavé, Ze miniaturizace psich plemen je spojena s mensi redukci
mozku, nez by bylo mozno predpokladat na zédklad¢ skalovani velikosti téla a mozku u divokych
psovitych Selem a zda se byt spfazena se zvySenim hustoty neuronii. Vysledkem je, Zze mala psi
plemena maji vétsi mozky a vice neuronti nez divoké psovité Selmy stejné velikosti. Tato zjisténi
zpochybiiuji tradi¢ni ndzor, Ze domestikace ma siln¢ negativni efekt na velikost mozku a jeho

procesni kapacitu.

Kli¢ova slova: pocet neurond, velikost mozku, domestikace, evoluce, miniaturizace, psovité
Selmy.



Abstract

The process of domestication of the grey wolf (Canis lupus) resulted in more than 350 dog breeds
attesting for an immense phenotypic plasticity of this species, reflected in the enormous variation
of sizes, shapes and behavioural profiles of today’s dogs. The differences in body size can be 50-
fold, which exceeds the body size variation of all recent canids. The differences in brain size are
significantly smaller, only about 2.5-fold. It is also well known that, compared to their wolf ances-
tor, dogs, and especially small breeds, have reduced brain size. However, up till now, no compara-
tive data about neuron numbers in different dog breeds are available. In this thesis, I use the isotro-
pic fractionator to assess number of neurons and glial cells in eight dog breeds and three species of
wild canids. When compared across dog breeds analysed, the differences in neuron numbers are
lower than the differences in brain size — it seems that small breeds compensate for smaller brains
with higher neuronal density. Interestingly, miniaturization of dog breeds is associated with brain
size reduction that is smaller than expected from brain-body scaling reported for wild canids and
seems to be accompanied by compensatory increase of neuronal density. Thus, brains of small dogs
are bigger and harbour more neurons than brains of equivalently sized wild canids. These results
challenge the traditional view that domestication have a strong negative effect on brain size and

processing capacity.

Keywords: number of neurons, brain size, domestication, evolution, miniaturization, canids.



1. UVOD

1.1. Psovité Selmy

Fosilni zaznamy dokladaji, Zze se prvni psovité Selmy vyskytovaly pfed 37-40 miliony let
v neoarktické oblasti (Tedford et al., 2009). Skupina psovitych Selem, dnes zvana Caninae,
vznikla jako sesterskd skupina pro skupinu Borophaginae. Ob¢ tato seskupeni se vyvinula
nejspiSe v oligocénu v severni Americe. V pozdnim miocénu se psovité Selmy rozsitily
do Euroasie pifes Beringovu Uzinu (Wang et al., 2008). Po rozSifeni psovitych Selem
po euroasijském kontinentu pokracovala diversifikace jednotlivych skupin, a to konkrétné na

dnes zndmé rody Canis, Vulpes a Urocyon (Wesley-Hunt, 2005).

V dnesni dob¢ je znamo 35-40 druht psovitych Selem, které se vyskytuji kosmopolitné,
vyjma Antarktidu. Jejich vzajemna piibuznost je téméf vyfeSena (Obr. €. 1). Zajimavym
unikatem je Austrilie, kam byly psovité Selmy uméle vysazeny lidmi a nasledné se
ze zdivocelych jedinct v izolaci vyvinul pes dingo (Zubiri, 2009; Wilson & Reeder, 2005).
Caninae jsou jedina prezivsi skupina zradiace psovitych Selem, obsahuje 13 recentnich a

7 vyhynulych rodt (Marshall 1982; Vaughan et al. 2000).
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Obrazek ¢. 1 Fylogeneze souCasnych kanidii zalozena na analyze vSech znakl (A) a molekularnich

znaki (B). Prevzato ze Zrzavy et al., 2018.



Vétsina modernich Selem muze byt vysledovana az do doby ptfed 30-35 miliony let, kdy se
diferencovaly. Mozky psovitych Selem se v priab¢hu evoluce rovnéz diferencovaly (Radinsky,
relativni velikost a tvar gyrus proteus — dlouhy a $tihly u psu, kratky a Siroky u lisek (Radinsky,
1973; Lyras 2009). Jednim ze znakti modernich kanidu je také sulcus crucialis, ktery se podle
pruzkumu latexovych endokranidlnich odlitkii nevyskytoval u jejich spolecného predka, ale
vyvinul se pravdépodobné nckolikrat nezavisle na sobé (Radinsky, 1971). Béhem evoluce
kanidl doslo k vyrazné expanzi neokortexu a rovnéz ke zvétSeni moze€ku, zvlasté pak lobu
VII. Evoluéni expanze neokortexu nebyla rovnomérnd — nejprve doSlo ke zvétSeni
posteriorniho a temporalniho laloku, teprve pozdéji (pozdni miocén) se zvétsil také anteriorni

lalok koncového mozku (Radinsky, 1973).

1.2. Domestikace psa

Vétsina domestikanti ma sviij ptivod v jednom z nékolika historickych domestikacnich center,
mezi které patii napiiklad arodny pilmésic na Blizkém vychodé. Mezi pozoruhodné vyjimky
domestikace zvirat patii kocky a psi. Ob¢ tyto skupiny byly domestikovany na nékolika

rozlicnych mistech v riiznych déjinnych etapach.

O procesu domestikace psi stdle nepanuje jediny uceleny vSeobecné pfijimany nazor.
Existuje nékolik teorii o tom, z jakého druhu se pes vyvinul. Napiiklad Sardella uvadi moznost,
ze vznikl zjiz vyhynulého druhu Canis mosbachensis (Mezocci et al., 2017). Nejvice
souCasnych autort vSak zastava nazor, ze se pes vyvinul z vlka Canis lupus (Sablin, 2002), coz
se zda byt obhajitelné i na zaklad¢ vyzkumu, dle kterého je geneticky rozdil psa a vlka pouze
0,042 % (Wayne et al., 1991). Tuto hypotézu podporuje také fakt, Ze je mezi t€émito druhy

mozné kfiZeni.

Vlci, ptedci pst, byli domestikovani v obdobi pied 15 000 lety. Vyplyva to ze zmén
na kosternich nalezech, jako naptiklad redukce velikosti a morfologické rozdily (Germonpré et
al., 2009, 2012). Fosilni nalezy objevené Sablinem (2002) v Eliseevechi, datované do obdobi
pted 30 000 lety, byly piivodné chybné oznacené jako psi. A. G. Drake (2015) vSak toto urceni
vyvratil. Kosterni pozistatky se vlivem domestikace méni pozvolna, a tak nelze presné ur€it,

kdy uZz pes byl domestikovany, a v kterém ptipadé€ se jesté jedna o vlka (Kruska 2007).



Soudé¢ dle naristajicich dikazl je mozné predpokladat nékolikanasobnou domestikac¢ni
udalost v historii vyvoje psti. V soucasnosti je nejvice pravdépodobna hypotéza tvrdici, ze pes
byl domestikovan v Cing, centralni Asii, zdpadni Eurasii a na blizkém vychodé nezéavisle

na sob¢ v riznych historickych obdobich (Savolainen 2002).

Lidé se v té dob¢ zivili pfredevsim lovem a sbérem plodin. Vzdy po vyCerpani zdroji
aktualni lokality byli nuceni ménit sva stanoviste, a tak neustale koCovat (Driscoll et al., 2009).
Nezpracované zbytky lidské potravy, které byly zanechany na okraji kocovnych tabord, se staly
snadno ziskatelnou potravou pro vlky, ktefi se tak vyskytovali v ¢im dal mensSich vzdalenostech
od lidskych obydli (Coppinger 2001). I lidé blizkosti vlkii uméli vyuzit ve svij prospéch a
postupné je vyuzivali k hlidani lidskych sidlist’ a déti, ale také jako varovani pred blizicimi se
zvitaty, jinymi nomadskymi skupinami a dal$imi ¢etnymi nebezpecenstvimi. UZ v mezolitu se
souziti lidi a vlkti natolik prohloubilo, Ze byli n¢kteti jedinci vyuzivani také k lovu a ve valkach

(Moody et al., 2006).

Lidé tedy nedomestikovali psy jako domaci mazlicky a spole¢niky, ale spiSe kvili
bezpecnosti tehdejSich osad, ¢i ispéSnosti na lovu. Vzajemné socidlni pouto cloveka a vlka,
pozdéji psa, se vyvijelo spiSe jako nezamysleny disledek jejich oboustranné vyhodné
spoluprace, spolu s nim se ménil i morfotyp vlka (Pierotti, 2017). Slo predevsim o zkraceni

rostra, povislé usi a ocas, a mnohem variabilné;si barvu srsti.

Domestikace ovlivnila vlka a pozd¢ji psa jak po socialni, tak po fenotypové strance. Pes
Nekteti autofi to pricitaji procesu neotenizace (Anderson, Eugene; 2018). S piedchozi tezi o psi
poslusnosti nesouhlasi naptiklad Coppinger. Dle jeho ndzoru ma psi poslusnost a ptipadna

neotenie puvod jiz v selekci konkrétnich jednotlivet pro domestikaci (Coppinger, 2001).

VSichni domestikanti se vyznacuji podobnymi zménami, jednd se o takzvany
,domestikacni syndrom®, ktery zahrnuje mimo jiné: depigmentaci srsti, zmény v kraniofacialni
morfologii, zvySenou krotkost, infantilni chovani a zmény v reprodukénim cyklu (Wilkins et
al., 2014). Neptekvapivé obsahuji i mozky domestikovanych zvifat podobnosti. VSichni
domestikovani ptéci a savci vykazuji vyssi variabilitu ve velikosti jednotlivych regioni mozku

a maji mensi absolutni velikost mozku nez jejich divoci ptibuzni (review viz Kruska 2005).



1.3. Plemena psa

Prestoze vyse uvedené vlastnosti charakterizuji vétSinu dnesnich psti, mizeme u jednotlivych
plemen psa dnes$ni doby sledovat silnou diverzifikaci na zdkladé umélé selekce. Plemeno je
definovano jak geneticky, tak podle fenotypu (diferenciace barvy srsti, velikosti a tvaru téla,
délky nohou nebo tvaru lebky) (Ostrander et al., 2007; Parker et al., 2004). Rozmanitost talentt
a fenotypti vedla postupem casu k vytvofeni mnoha rozlicnych plemen, znichz kazdé

poskytovalo né¢jaké sluzby - od masa, kozesSin az po spole¢nost (Wilcox & Walkowicz, 1995).

Tato selekce, tedy Slechténi, psa natolik diverzifikovalo, Ze méa vys$i variabilitu
v morfologii nez kterykoliv jiny Zivo¢isny druh (Lindblad-Toh, K., et al., 2005). Mezi selekéni
tlaky, diky kterym se moderni plemena mohla vyvinout, nepatii jen Slechténi, ale 1 dalsi
mechanismy, naptiklad — geografické oddéleni, migrace, hybridizace v historii plemen a ¢asova
osa formovani plemen. Parker se svymi spolecniky zkoumala 161 plemen psil a zjistila, Ze jsou
tvofena riznymi divizemi a ptfimésemi, které se 1i8i, jak geografickym plivodem, tak rliznymi
mutacemi. Migrace plemene do nového regionu méni jak psa, ktery imigroval, tak 1 psa, ktery
toto prostiedi obyval ptivodné. Vysledkem tohoto miseni je téméf 400 plemen modernich pst
(http://www.akc.org, The Complete Dog Book: 20th Edition Hardcover — January 31, 2006),

z nichz kazdé ma jedine¢nou historii 1 geneticky profil (Parker et al, 2017).
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Obrazek ¢. 3. Kladogram 161 plemen psa doméaciho. Pfevzato z Parker et al. (2017).

Je pozoruhodné, Ze za touto enormni variabilitou stoji jen malé mnoZzstvi geni,

napiiklad za rozdily v pigmentaci jsou odpovédné tyto geny: Melanocortin 1 receptor,
tyrosinase related protein 1, agouti signal peptide, melanophilin, SILV (Schmutz & Berryere,
2007).

Variabilita ve velikosti téla mezi psy je opravdu extrémné vysoka, rozdil mezi ¢ivavou
a némeckou dogou muize byt az 40nasobny (Evans, 1993). Podle vyzkumu na portugalském
vodnim psu je za rozdily ve velikosti plemene zodpovédny lokus chromozomu 15 (CFA15),
kde se vyskytuji dvé moznosti alel, jedna pro velkého psa, druhd pro malého, je-li pes
heterozygot, pes je stfedni velikosti (Chase et al., 2002). Za sexudlni dimorfismus ve velikosti

je zodpovédnd heterogenita na chormozomu X u samic, heterogenni samice jsou v primeéru
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vetsi nez samci stejného plemene (Chase et al., 2005). Ptes neustalou snahu o pochopeni psiho
genomu je stale nesnadné urcit pfesnou mutaci, kterd je za zménu fenotypu zodpovédna
(Boyko, 2009).

Na rozdil od vlka, jehoz lebka ma pavodni rostraln¢ protahly tvar — dolichocephalii, je
u nékterych plemen psti velmi vyraznym morfologickym znakem brachycefalie — tedy zkraceni
predni Casti lebky. Jak je patrné z obrazku ¢. 3, lebky psa se plemeno od plemene lisi.

Brachycefalie vznikla generacemi selektivniho Slechténi.
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Obrazek €. 5. Lebky vybranych psich plemen v porovnani s lebkou vlka. Psi s nejvice brafycepalickymi
lebkami maji vyrazné otocené mozkové hemisféry Sikmo ventralné smérem k pfednimu po6lu (Roberts,

2010).

1.4. Vliv domestikace na mozek

Efekt domestikace na mozek a jeho ¢asti byl studovan u mnoha vzéjemné nepiibuznych druhti
(napt. Kruska & Schott, 1977; Leybold, 2000; Kruska & Rohrs, 1974; Schleifenbaum, 1973;
Ebinger, 1974; Plogman & Kruska 1990; Kruska, 1996). Pes je vSak pro tyto studie

nejvhodnéjsim modelem vzhledem k vSeobecné vysoké variabilité.

Plvodné se velikost mozku méfila jen podle obsahu lebky nebo za pomoci latexovych
endokranidlnich odlitkti (Radinsky, 1971), ofekavalo se totiz, Ze velikost mozku je piimo
umérna velikosti lebky. Vysledkem obvykle bylo, Ze domestikovana zvitata méla mensi mozek

nez jejich divoci predci. Ale toto porovnani je u domestikovanych zvitat problematické, protoze
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se s artificidlni selekei zvétsila diverzita tvart lebek. Rozdil ve velikosti mozku mezi vikem a
domestikovanym psem je 30 % ve prospéch divokého predka (Kruska, 2007). Zmenseni mozku
po domestikaci je odivodnéno hypotézou, Ze za zménénych podminek v prostiedi bez predatort
jsou snizeny funk¢ni naroky na neuralni vykon, coz posléze umoznuje redukce struktur mozku

a pridruzenych smyslovych organti (Kruska, 1988).

Soucasné studie zkoumaji, jak byly selektivnim vybérem ovlivnény struktury v mozku.
Neuroanatomicka variace je jasné viditelna napti¢ plemeny. Neni pfimo zavisla ani na velikosti
mozku nebo tvaru lebky. Vysledky potvrzuji teorii, Ze anatomie mozku se u psu signifikantné
1i8i podle lidmi zplisobené selekce sméfujici k urcitému typu chovéani. Vyznamné rozdily
plemene v temperamentu, trénovatelnosti a spoleCenském chovani jsou pfileZitostnym
pozorovatelem snadno rozpoznatelné¢ a byly také kvantitativné zdokumentovany (viz napf.
Serpell & Hsu, 2005; Tonoike et al., 2015). Navic nedavny geneticky vyzkum naznacuje, Ze

behavioralni znaky jsou ve vysoké mife dédi¢né (MacLean et al., 2019).

Razné selekeni tlaky na rizné oblasti mozku vedou k variabilité velikosti jednotlivych
mozkovych struktur naptic¢ druhy (Barton & Harvey, 2000; Smaers & Soligo, 2013). Absolutni
velikost jednotlivych ¢asti mozku vSak zavisi také na Skalovani mezi velikosti dané struktury a
celkovou velikosti mozku. Naptiklad jeden obecny trend mezi savci v evoluci mozku je expanze
neokortexu, ke kterému dochazi vzdy pii zvétSeni savéiho mozku, ale napii¢ taxony do rizné
miry téz nezavisle na celkové velikosti mozku (Barton, 2012; Whiting & Barton, 2003). Objem
neokortexu se zvétSuje hyperallometricky s objemem mozku. Zatimco mozecek a nekolik
dalSich mozkovych struktur se zvétsuje hypoallometricky s mozkem (Barton, 2012). ZvétSeni
neokortexu ma tedy nepomérny vliv na objem mozku ve srovnani s mozeckem (Barton &
Harvey, 2000; Herculano-Houzel, et al., 2007b). Konkrétn€ u psa byla zménou po domestikaci
nejvice zasazena centra vizualni. V poméru k ostatnim ¢astem mozku se po domestikaci nejvice
zmenS$il neokortex. Hippokampus se také vyznamné zmensil, u pudli naptiklad o celych 40 %

(Kruska, 1988).

1.5. Frak¢ni izotropicka homogenizace

Srovnavaci studie tradicné vyuzivaly ke zkoumani funké¢ni kapacity mozku méreni ob-
jemu nebo povrchu mozku (Jerison, 1985; Zhang a Sejnowski, 2000). Tento zjednoduSujici
piistup vychazel z predpokladu, Ze pokud jde o bunécné sloZeni, vSechny mozky savct

jsou zmenSenymi verzemi stejného modelu. Pokud by tomu tak bylo, povrch a objem by
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fungovaly jako neptimé miry poctu gliovych bunék a neuronit, ktery je nasledné mozno
pouZzit pro odhad vypocetni kapacity mozku (Ngwenya et al.,, 2017). Dle soucasnéjSich vy-
zkumi se ale zjistuje, Ze s mirou inteligence 1épe koreluji pocty kortikalnich neuronti a
rychlost vedeni vzruchti mezi nimi. Izotopicka frakcionace je prillomova metoda ke kvan-
tifikaci poctu neurond, se kterou prisla Suzana Herculano-Houzel a Roberto Lent (2005).
Jeji princip spociva v tom, Ze se zvazena struktura zhomogenizuje v suspenzi bunécnych
jader. Provadi se tak za pomoci homogenizatoru manudalné. Takto ziskana volna jadra se
nasledné obarvi fluorescen¢nim markrem DAPI. Jadra se pak pocitaji v mikroskopu a cel-
kovy vysledek se vynasobi celkovym objemem homogenatu. Takto ziskany celkovy pocet
jader se opét obarvi, ale tentokrat za vyuZiti monoklon{ protilatky Anti-NeuN a proteinu
NeuN, ktery se vaze pouze na gen Fox-3, ktery je soucasti pouze neuront (Mullen et al,
1992). Studie vyuZivajici izotropni frakcionaci odhalily, Ze pravidla pro $kalovani bunék
mozku jsou rozdilna v riznych strukturach jednoho mozku, a dokonce i napfi¢ savéimi
rady (Sarko, 2009; Gabi et al.,2010). Touto metodou uz byli prozkoumani - hlodavci, hmy-
zoZravci, afrotheria, sudokopytnici, primati (Herculano-Houzel et al., 2011; Azevedo et
al., 2009; Sarko, 2009; Gabi et al., 2010) i nékteré skupiny ptakl (Olkowicz et al., 2016).
Tyto studie se vSak nevénuji tomu, jaky vliv ma domestikace na pocet neuront, a tedy i
na funkéni kapacitu mozku.

V predkladané studii jsou analyzovana plemena psa domaciho. Konkrétné tedy
pocty neuronii a nonnerondlnich bunék a jak se témito hustotami lisi od divokych

psovitych Selem (Sakala obecného, lisSky obecné, psika myvalovitého).
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1.6. Cile prace
1) Analyzovat bunécné slozeni mozku u vybranych plemen psa domaciho a nékolika druht

divokych psovitych Selem za pouziti metody izotropické frakéni homogenizace. Konkrétné,
stanovit hustoty a absolutni po¢ty neuronti a nonneuronélnich bunék v tfinacti ¢astech mozkt
téchto psovitych Selem.

2) Stanovit, jak pocty neuronii a nonneuralnich bun¢k skaluji s velikosti mozku/struktury
u studovanych psich plemen.

3) Porovnat pravidla bunécného Skalovani pro psi plemena zjisténa v této studii s timtéz
pro mozky dalSich sav€ich skupin (primati, hmyzozravci, vacnatci, hlodavci).

4) Srovnat velikost mozku a poéty neuronti u psa s timtéz u divokych psovitych selem.
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2. METODIKA

2.1. Ziskany material

Psi mozky pro ucely této prace se podarilo ziskat diky spolupraci s Dr. Eniké Kubinyi
a MvDr. Kalmanem Czeibertem z Eotvos Lorand University v Madarsku. Mozky pouzité
v této studii byly vypreparovany z lebek psi, ktefi byli po usmrceni se souhlasem majiteld
vénovani védé. Psi byli utraceni ze zdravotnich diivodu, pricemz byl bran zietel na zdravotni
stav mozku, ale také na v€k psa v dobé& jeho usmrceni. Psi ptili§ vysokého ¢i nizkého veéku se
nezdali byt pro toto Setfeni vhodnymi kviili moznosti, Ze pocty jejich neuronti jsou ovlivnény
bud’ nariistem poctu neurond v pribéhu dospivani, jak bylo prokdzano u mysi (Mortera &

Herculano-Houzel, 2012), nebo jejich ubytkem v pribéhu stari.

Pro ucely této diplomové prace bylo ze ziskanych vzorkl vybrano 12 psich mozkt.
Jedna se o mozky osmi plemen rtiznych velikosti, konkrétné — komondor, némecky ovcak,

mad’arsky ohaft, bigl, west hightland white teriér, ¢au Cau, jorkSirsky teriér a Civava.

Pro srovnani mozki domestikovanych psitt (Canis lupus f. familiaris) s mozky razné
velkych psovitych Selem, jez si klade tato studie za cil, bylo nasledné¢ ziskdno nékolik mozkt
divokych kanidi. Mozky lisky obecné (Vulpes vulpes) a psika myvalovitého (Nycteures
procionoides) jsme ziskali v Ceské republice. Vzorek mozku $akala obecného (Canis aureus)
byl ziskdn z Mad’arska na zéklad¢ spoluprace s Eniké Kubinyi od jiz vySe zminované¢ho

Kalmana Czeiberta.

2.2. Preparace mozki

Pstm ur¢enym k euthandzii byla veterindfem ve veterinarni nemocnici podéna sedativa (napf.
ketamin, xylazin nebo domitor) a po dosazeni hluboké sedace jim byla intravendzné podana
smrtici latka a to T-61, Euthasol nebo pentobarbital. Nasledné byli psi dekapitovani a z lebek
byly vypreparovany mozky. Z téchto pak byla zmétena délka, Sitka, vyska a vaha a byly
zaznamenany také dopliiujici tidaje o psu, jako jeho plemeno, vaha, ¢i vék v dobé utraceni,
nanestésti vySka psti v kohoutku zaznamenana nebyla. Mozky se zamrazily a nasledné byly
fixovany ve 4% roztoku paraformaldehydu ve fosfatovém pufru (pH=7,4). Fixovany byly

po dobu 7-21 dni a béhem této doby byly pievezeny do nasi laboratofe v Praze.
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2.3. Preparace hlavnich ¢asti mozku

Po vyjmuti z fixaéniho roztoku byly mozky ocistény od mozkovych obali. VSechny mozky
byly sagitdlnim fezem rozdé¢leny na levou a pravou polovinu, pfi¢emz pro izotropni frakéni
homogenizaci byla vyuzita pouze jedna polovina. Kazdy mozek byl vyfotografovan
pro naslednou dokumentaci, a to jak ze sagitalniho, tak laterdlniho pohledu. Zpracovavana
polovina mozku byly poté rozdélena na pét ¢asti, a to jmenovité mozecek, stfedni mozek,
prodlouzend micha, koncovy mozek a ¢ichovy lalok. Disekce jednotlivych struktur probihala
nasledovné: ¢ichovy lalok, pokud byl zachovan, byl od zbytku mozku separovan fezem v misté
napojeni olfaktorickych traktt ke koncovému mozku. Tato struktura nebyla u vSech zvifat
zachovana, a proto je z analyzy vyjmuta. Mozecek byl odpreparovan pretétim pedunkulti od
povrchu mozkového kmene. ProdlouZena micha, zahrnujici Varoliiv most, byla oddélena
od stfedniho mozku transversalnim fezem vedenym od zéatfezu u rostralniho konce Varolova
mostu ke commisura posterior. Stfedni mozek, zahrnujici tectum a tegmentum, byl oddélen
fezem vedoucim dorsoventraln€ mezi corpus pineale a colliculus inferior ke kaudalnimu konci
mamilarniho télesa. Pro uskladnéni téchto struktur byla pouzita nemrznouci smés, ktera
obsahovala 30 % glyceloru, 30 % ethylenglykolu a 40 % fosfatového pufru. Vzorky byly
uskladnény pfi teploté -25°C.

2.4. Rezani koncového mozku

Aby bylo mozno koncovy mozek rozd¢lit na dobte definované ¢asti, bylo nutno jej standardnim
zpusoben nafezat. Za timto ucelem byl koncovy mozek zalit do agardzy. Roztok 4% agardzy
byl pfipraven tak, ze 24 g agardzy bylo rozpusténo v 600 ml PBS ve vodni 14zni ohtaté na 70°C.
Poté, co se agardza rozpustila v Ciry roztok, byla zahiivana ve vodni lazni po dobu cca
30 minut.

Vlastni zaliti probihalo nasledovnég. Jedna preparacni miska bez vosku byla naplnéna ledem,
do ni byla vloZena druhé preparac¢ni miska a do jejiho stfedu obdélnikova forma, ktera byla
rovné€Z obsypana ledem. Po vychlazeni formy bylo jeji dno bylo zalito agar6zou tak, aby hladina
dosahovala vySky jednoho centimetru. Poté, co zafala agardza tuhnout, byl na ni opatrné
poloZen mozek sagitalni stranou dold, a to tak, aby byl vodorovné orientovany. Nésledné byl
zalit dal$i agar6zou, tak aby byl zcela ponofen. Dal$im krokem bylo pfikryti formy chladicim
blo¢kem, aby nésledné zatuhnuti trvalo co nejkrat$i dobu. Po zatuhnuti byl cely blok z formy
vynat, v piipadé potieby ofiznut na poZzadovanou velikost, vloZzen do specidlné k tomuto ucelu

vytvofené upravené formy, a fezan ve frontalni rovin€ na fezy o tlouSt’ce dvou milimetra. Rezy
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byly fotografovany pomoci stereomikroskopu Olympus SZX 12, skenovany pomoci bézného

skeneru a dale skladovany v nemrznouci smési.

2.5. Parcelace koncového mozku

Pro orientaci ve frontalnich fezech koncovym mozkem psi byl pouzit stereotakticky atlas
mozku bigla (Palazzi, 2011) a veterindrni ucebnice psi neuroanatomie (Uemura, 2015).
Na zékladé makroskopickych voditek byly pomoci mikrochirurgického skalpelu (World
Precision Instruments) vypreparovany z fezi nasledujici struktury: neokortex (prefrontalni kiira
byla oddélena zvlast), piriformni kira, striatum, septum, diencephalon (zahrnujici area
preoptica), amygdala, hippokampus a entorhinalni ktira. Prefrontalni kiira byla identifikovana
jako veskery neokortex nachdzejici se rostralné od corpus callosum. Piriformni kira byla
odd¢€lena od zbytku fezem vedoucim od fissura rhinalis podél trojvrstevné piriformni kiiry
zasahujici az k medialni hrané fezu. Septum bylo dorsaln€ ohrani¢eno kal6znim télesem a
ventralné byla hranice arbitrarné definovana na Grovni comissura anterior. Striatum bylo
definovano hranicemi jednotlivych jader, tj. podél nucleus caudatus, putamen a nucleus
accumbens, medidln¢ pak lateralni komorou a septem. Diencephalon byl separovéan od bilé
hmoty (capsula interna) na lateralni stran¢ a zahrnoval také preoptickou oblast, area preoptica.
Amygdala byla na dorsdlni stran¢ separovdna od striata, z lateralni strany pak ohranicena
bilymi vlakny capsula externa, a na medialni stran¢ byla oddé€lena od ventralniho hippokampu
a optického traktu. Hippocampus byl odpreparovan spole¢né s fornixem. Entorhinalni kiura
byla na dorsalni strané ohrani¢ena hippokampem a amygdalou, lateraln¢ pak pied fissura
rhinalis. Neokortex zahrnoval veskeré zbylé ¢ésti na fezu, po odpreparovani vyse zminénych

struktur. Tyto Casti byly nasledné ulozeny v nemrznouci smési a skladovany pfi teploté -20° C.

2.6. Izotropni frakéni homogenizace

Ke stanoveni poctu jader byla pouzita metoda izotropni frakéni homogenizace. Tkan byla
manualné homogenizovana tak, Ze doslo k poruseni cytoplazmatické membrany a vyliti organel
z buniky do roztoku. Pro oznaceni jader byl pouZit fluorescencni marker DAPI. Nasledné byl
spocitan pocet jader v definovaném objemu a zjistény pocet nasledné piepocitan na celkovy
objem homogenatu, ¢imZ byl urcen celkovy pocet bun€k v analyzované ¢asti mozku. Neurony
byly znaceny pomoci monoklondlni protilatky anti-NeuN, kterd se vaze na protein NeuN, jez
je produktem genu Fox-3. Tento protein je specificky pouze pro jadra neuront (Kim et al.

2009). Bohuzel se vSak timto zpilisobem nedaji oznacit vSechny typy neuronil, protoZe
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na nékteré specifické typy neurontt NeuN neexprimuji, naptiklad mitralni buniky v ¢ichovém
laloku, Purkyiiovy buniky v mozecku nebo retinalni fotoreceptorové neurony (Mullen et al.,
1992). Vzhledem k tomu, Ze populace neuronti, které se pomoci pouzité protilatky nebarvi,
nejsou pocetné, je tento marker mozno pouzit k relativné presnému odhadu celkového poctu
neurontl. Pomér mezi neurony a nonneuronalnimi (gliovymi a endotelovymi) buitkami byl tedy
stanoven jako pomér mezi dvojit¢ znacenymi (tj. DAPI a NeuN pozitivnimi) a DAPI

pozitivnimi bunikami.

2.7. Stanoveni po¢tu bunék

Jednotlivé casti mozku byly homogenizovany pomoci sklenénych homogenizatori (Tenbroeck,
Wheaton; obrazek €. 4) za pouZiti disocia¢niho roztoku (40 mM roztok citratu sodného s 1 %
Tritonu X-100). V pribéhu této manudlni cinnosti byl v pravidelnych intervalech
homogenizator oplachovan disociacnim roztokem, aby se zabranilo zanechavéani bunék na jeho
okrajich. Homogenizace byla povazovédna za dokoncenou ve chvili, kdyZ uZ nebyly pouhym
okem vidét zadné kousky tkan¢. Homogenizace se nesmi vykonavat po ptili§ dlouhy Casovy
usek, aby nedoslo k poniceni jader. Pii kone¢ném premistovani homogenatu z homogenizatoru
do zkumavky byla tieba zvlastni péce pii opétovném omyti a vyplachnuti homogenizétoru, aby
nedoslo ke ztraté¢ bunék. Vysledny homogenat byl barven 5 % roztokem DAPI a pozorovan
s pomoci fluorescencniho mikroskopu (OLYMPUS BX51). Za ucelem pocitani bunék, byl
takto upraveny homogenat dikladn¢ zamichan, pipetou bylo nabrano 10 pl, které byly umistény
na Neubauerovy pocitaci komurky (obrazek ¢. 5 a 6). Tento postup byl opakovan nejméné
ctytikrat. Nasledné byl z vysledk pocitan variacni kvocient, pficemz pro vhodnost vzorku bylo
tteba, aby jeho hodnota byla méné nez 10 %. Celkovy pocet buné€k v celé struktuie byl ziskan
tak, ze byl nejprve uréen pocet jader v miizce (objem suspenze nad miizkou v pocitaci komiirce
¢inil 0,0001 ml), a ten byl nasledné¢ vynédsoben celkovym objemem homogenatu. Timto

zpusobem byl stanoven pocet bunck v analyzované ¢asti mozku.
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Obrazek ¢. 4 Homogenizator;

https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2c/CA/en/Glassware/Homogenizers/PY REX®-Ten-Broeck-Homogenizer-with-
Pour-Spout/p/7727-2

Posléze byl kazdy vzorek zcentrifugovan, supernatant byl odpipetovan (tim se docililo
snizeni celkového objemu a tim 1 prostoru potiebného pro uskladnéni vzorkl), vzorek byl

nasledn¢ doplnén nemrznouci smési, resuspendovan a uskladnén pfi teplote -25° C.

2.8. Stanoveni po¢tu neuront

Nasledovalo stanoveni poc¢tu neuronil v kazdé vypreparované ¢asti mozku. Bylo tedy z kazdého
vzorku odebrano 200 pl, které byly néasledné doplnény o 600 ul PBS. Takto upraveny vzorek
byl promyt nasledovné, nejprve byl =zcentrifugovan a odpipetovan na supernatant.
Po opétovném ptidani PBS byl vzorek znovu zcentrifugovan. Vzorek byl promyt celkem
tiikrat. Z takto zpracovanych vzorkil bylo odebrdno PBS, ale tentokrat jiz bylo nahrazeno
primarni protilatkou Anti-NeuN o koncentraci 1 pl na 800 pl vzorku a 40 pl koziho séra
na 800 pl vzorku. Pfes noc byly vzorky ponechdny v chladu a tmé kviili vhodnym podminkam
pro dal$i zpracovani. Nasledujici den byl vzorek opét tiikrat promyt, pficemz byla pfidana
0,5 % ptimés Tritonu X-100. Dalsi postup vyZzadoval ptidani sekundarni protilatky Alexa Fluor
546 (Invitrogen, Life Technologies Corp.) opét v poméru 1:800 vi¢i konecnému objemu

vzorku. Takto pozménény vzorek byl inkubovan po dobu dvou hodin.

Po inkubaci byl vzorek opét tfikrat promyt v PBS a nasledné¢ doplnén takovym
objemem, aby mél pii dal$im pocitani pod mikroskopem pfiméfenou hustotu jader. Poté jiz byl
pomoci fluorescencniho mikroskopu uréen pomér zastoupeni nonneuralnich bunék (bunky

gliové a endotelové) a neuronll. Bylo nutné, aby mikroskop na vypocet tohoto poméru byl
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vybaven specifickymi filtry (U-MWU2 pro DAPI a U-MWG2 pro Alexa Fluor 546-
konjugované sekundarni protilatky). Jako neurony byly interpretovany buiiky, jejichz jadra
reagovala pozitivné, jak na Neun, tak i na DAPI (obrazek ¢. 7). Bunky, jejichz jadra byla
pozitivni pouze pro DAPI, byly urceny jako buiiky nonneuralni. Nonneuronalni buniky nebyly

dale rozliseny, obsahuji rizné buiky gliové a endotelové.
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Obrazek ¢. 5 Neubauerova komurka Obrazek ¢. 6 Detail mtizky slouzici k definovani

https://laboratoryinfo.com/manual-cell-counting-neubauer-chamber/  pfesného objemu suspenze

Obrazek ¢ 7 Homogenat zmozku bigla znaceny DAPI a NeuN a zobrazeny
ve fluorescencnim mikroskopu. Nalevo modré nonneurondlni buiiky jsou pouze DAPI pozitivni; rizové
neurony jsou dvojité znatené pomoci DAPI a NeuN (pouzit dualni filtr, jak UV tak cervené svétlo).

Obrazek vpravo pouze neurony (pouzit U-MWG2 propoustéjici jen Cervené svétlo).
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2.9. Analyza dat
Vsechny statistické analyzy a grafické vystupy byly provedeny v programu R 3.5.1. (R Core

Team, 2016). Zavisle proménné byly zlogaritmovany pro dosazeni normalniho rozdéleni.
Nasledné byly pouzity linearni modely (LM) s OLS regresi (metoda nejmens$ich Ctvercit)
pro analyzu vztahti mezi velikosti struktur, poctem neurond a hustotou bun¢k. Pro porovnani
sklonu regresnich pfimek byla uZzita analyza kovariance (ANCOVA). Hladina vyznamnosti (p)

byla vzdy stanovena na hodnotu p = 0,05.

Data o velikosti mozku a té€la u divokych psovitych Selem, pouzitd po porovnani
relativni velikosti mozku u psii a divokych psovitych Selem, byla ziskana od Mgr. Zuzany
Pavelkové, kterd je excerpovala z dostupné literatury. Data pouZitd pro regresni analyzu

pro celou skupinu Carnivora byla ziskana z publikace Jardim-Messeder et al., 2017.
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3. VYSLEDKY
V nasledujicich tabulkach jsou shrnuta ziskana data.

Tabulka ¢. 1. Hmotnost téla, hmotnost mozku, celkovy pocet neuronti a nonneuronalnich
bunék v mozku.

Hmotnost Hmotnost Neurony Nonneuronalni
Plemeno/Druh téla (kg) mozku (g) (x10°) buriky (x10°)
Komondor 48,4 149,3 3,99 8,11
Madarsky oha¥ 31,5 124,3 4,39 8,91
Némecky ovcak 44,4 109 3,53 6,97
Bigl 12,3 88 4,33 6,78
&’;ii:if::ra"d 9,4 76,7 2,83 5,81
Cau cau 26 69,2 2,61 4,64
Jorksirsky teriér 7,6 61,7 2,64 4,27
Civava 4 52,1 2,51 3,74
Sakal obecny 9,2 55,6 1,73 3,71
Liska obecna 5,49 41,94 2,11 2,99
Psik myvalovity 8,545 28,11 1,16 1,76

Psi plemena a divoké psovité Selmy jsou sefazeny podle hmotnosti mozku a to sestupné.

Tabulka ¢. 2. Hmotnosti jednotlivych ¢asti analyzovanych mozki

Medulla Mesencephalon Cerebellum  Olfactory bulb Telencephalon Diencephalon

Plemeno/Druh | oblongata (g) (g) (g) (g) (g) (g)

Komondor 11,807 2,101 15,752 1,357 112,690 5,593
Madarsky oha¥ 7,513 3,750 11,189 2,972 93,435 5,440
Némecky ovcak 7,740 1,780 9,752 2,738 81,331 5,658
Bigl 5,515 2,746 10,938 2,521 62,772 3,508
w;i:':ieg:;'ra"d 5,249 2,448 7,342 1,457 56,591 3,613
Cau éau 7,207 0,806 7,820 1,328 48,777 3,261
Jorksirsky teriér 3,502 1,547 6,063 1,033 46,675 2,881
Civava 3,141 0,876 5,060 0,752 39,429 2,841
Sakal obecny 3,505 0,993 4,970 1,926 41,449 2,758
Liska obecna 2,778 0,915 4,823 1,948 29,770 1,707
Psik myvalovity 1,749 1,064 3,260 1,419 19,028 1,590
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Tabulka €. 3. Poéty neuronti v jednotlivych ¢astech mozk

Medulla
oblongata  Mesencephalon Cerebellum Olfactory Telencephalon Diencephalon
Plemeno/Druh (x 10°6) (x 106) (x 10€) bulb (x 106) (x 10%) (x 10%)
Komondor 15,76 15,38 2911,87 75,02 1023,44 27,21
Madarsky ohaf 28,71 25,64 3413,10 64,48 902,05 24,96
Némecky ovéak 20,22 11,45 2 453,84 140,48 1015,83 29,59
Bigl 21,48 19,38 3222,18 166,46 1041,52 28,25
VWV;“;::E:;?"" 26,41 16,47 2 187,38 132,34 572,61 23,49
Cau ¢au 15,42 7,64 1 969,45 57,19 599,21 16,35
Jorksirsky teriér 15,84 15,87 1811,24 106,93 769,09 23,62
Civava 15,90 11,42 1818,77 72,31 642,89 25,56
Sakal obecny 11,31 7,77 1218,15 25,39 476,31 21,26
Liska obecna 7,90 9,55 1640,53 122,96 438,60 12,51
Psik myvalovity 6,97 8,76 844,74 110,26 291,23 12,72

Tabulka ¢. 4. Pocty nonneurondlnich bunék v jednotlivych ¢astech mozku

Medulla
oblongata  Mesencephalon Cerebellum Olfactory Telencephalon Diencephalon
Plemeno/Druh (x 106) (x 106) (x 106) bulb (x 106) (x 106) (x 106)
Komondor 561,57 106,42 1473,47 170,14 5 635,04 330,84
Madarsky ohat 557,29 320,86 990,90 501,12 6 584,05 455,04
Némecky ovcak 461,28 126,55 862,16 285,22 5099,08 418,81
Bigl 433,52 208,62 989,82 264,79 4 807,74 336,25
w;i:':f::ra"d 350,89 236,93 882,63 184,26 4072,07 266,53
Cau ¢au 319,86 62,44 674,11 157,81 3327,84 258,40
Jorksirsky teriér 244,80 130,28 552,76 104,39 3127,84 213,61
Civava 208,10 78,48 549,42 74,06 2 664,59 240,69
Sakal obecny 206,19 70,68 441,45 263,11 2 764,80 225,99
LiSka obecna 205,70 69,35 402,47 187,54 2189,21 123,49
Psik myvalovity 98,59 69,47 238,26 105,94 1 234,80 114,78
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Tabulka €. 5. Pravidla bunééného skalovani pro mozky psii

95%
Zavisla Vysvétlujici p hodnota |konfidenéni
proménna | proménna Mocninna funkce r’ (exponent) |interval
Mg Mao Mgg= 3.001 x Mgg"~ > 0.707 | <0.01 0.145 - 0.545
Ngg Mg Ngg = 2716 x 10° x Mgg > 0.668 | <0.01 0.207 - 0.901
Nrcr Mrcr  |Npor= 101 x 10° x Mg o2 0.795 | <0.01 0.337-0.914
Neg Mg Neg= 6638 x10° x Mcg' 0.695 | <0.01 0.241 - 0.947
Gar Mg Gga= 1482 x10° x Mgg" 2% 0.899 | <0.001 | 0.572-1.081
GreL Mrg | Gre= 1486 x 10° x Mg 2% 0.866 | <0.001 | 0.516-1.096
Goie Mo | Gpe= 1024 x 10° x Mo > 0.739 |  <0.01 0.369 - 1.222
Grer Mrcr  |Gror=788x10° x Myer 0 0.855 | <0.001 | 0.608-1.344
Ges Mg Geg = 1293 x 10° x Mg 2" 0.882 | <0.001 | 0.571-1.146
Gmo Muo  |Gmo =990 x10° x Myo"" 0.745 |  <0.01 0.349 - 1.132

M — hmotnost; N — pocet neuronti; G — poc¢et nonneuronalnich bun€k; BR —-mozek; TEL — telencephalon; TCT —stiedni
mozek; DIE —-mezimozek; CB —mozedek. r? — koeficient determinace vypocitany z regresni ptimky. Data pro nékteré
struktury jsou z tabulky vynechana a to z toho dtiivodu, Ze nebyla signifikantni.

Tabulka ¢. 6. Homotnost analyzovanych struktur koncového mozku

Neokortex Prefrontdlni Striatum Hippocampus Piriformni Amygdala Entorhinadlni Septum

Plemeno/Druh (g) kortex (g) (g) (g) kortex (g) (8) kortex (g) (8)
Komondor 97,75 13,69 5,91 3,77 2,35 1,33 1,17 0,41
Madarsky ohat 81,3 10,20 4,95 3,84 1,41 0,86 0,58 0,50
Némecky ovéak 70,37 7,89 3,92 3,21 1,54 1,06 0,81 0,42
Bigl 53,11 10,95 3,36 3,00 1,28 1,06 0,60 0,36
West hightland 7,64 3,93 2,64 1,64 1,12 0,45 0,25
white teriér 46,56

€au ¢au 39,74 6,24 2,78 2,48 1,42 1,52 0,59 0,26
Jorksirsky teriér 38,74 7,82 3,22 2,04 1,24 0,69 0,46 0,29
Civava 32,48 5,87 2,71 1,99 0,93 0,71 0,43 0,19
Sakal obecny 34,88 5,03 1,76 2,14 1,46 0,74 0,34 0,13
Liska obecna 24,41 3,70 1,93 1,47 0,96 0,38 0,37 0,24
Psik myvalovity 15,53 3,01 1,10 1,15 0,62 0,28 0,20 0,14
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Tabulka €. 7. Poéty neuront v analyzovanych strukturdch koncového mozku

Prefrontalni Piriformni Entorhinalni

Neokortex (x kortex Striatum Hippocampus kortex  Amygdala kortex Septum
Plemeno/Druh 109) (x 106) (x 10°) (x 10°) (x 10°) (x 10°) (x 10°) (x 10°)
Komondor 883,38 116,30 34,43 14,80 73,06 8,38 6,16 3,23
Madarsky ohaf 725,76 114,86 46,09 35,81 81,28 5,49 3,96 3,65
Némecky ovéak 885,46 75,78 46,04 22,98 48,50 5,74 4,46 2,66
Bigl 844,41 151,54 29,83 34,32 118,27 8,16 4,24 2,29
West hightland
white teriér 440,16 80,46 30,18 20,00 69,91 6,99 3,33 2,04
Cau ¢au 471,5 82,44 29,80 21,71 57,90 12,98 3,66 1,67
Jorksirsky teriér 572,14 105,50 28,65 24,93 130,70 6,96 4,15 1,57
Civava 513,33 75,28 23,21 18,38 74,81 7,45 3,74 1,97
Sakal obecny 393,62 46,70 16,06 18,91 37,19 4,10 5,39 1,03
Liska obecna 355,01 58,11 21,60 17,79 34,53 2,33 4,62 2,71
Psik myvalovity 240,18 25,91 16,02 10,02 16,85 2,70 3,90 1,56

Tabulka ¢. 8. Pocty nonneurondlnich bunek v analyzovanych strukturach koncového mozku
Prefrontalni Piriformni Entorhinalni

Neokortex (x kortex Striatum Hippocampus kortex Amygdala kortex Septum
Plemeno/Druh 10°) (x 10°) (x 10°) (x 10°) (x 10°) (x 10°) (x 10°) (x 10°)
Komondor 2029,37 256,45 161,22 87,95 40,74 19,94 16,15 7,32
Madarsky ohar | 2544,25 326,90 167,31 115,94 15,37 21,41 10,36 14,24
Némecky
ovéak 1776,89 176,82 128,34 94,27 43,30 21,85 12,96 9,91
Bigl 1679,71 310,46 134,05 100,80 34,87 25,56 9,53 10,02
West hightland
white teriér 1524,6 249,30 121,47 83,10 40,09 16,77 10,10 8,59
€au ¢au 1173,35 162,91 96,46 58,09 32,40 35,47 7,49 6,21
Jorksirsky
teriér 1070,23 201,37 103,97 52,43 27,68 16,63 7,75 7,05
Civava 874,65 162,95 80,39 61,52 5,13 18,61 9,44 6,20
Sakal obecny | 982,66 116,58 59,69 47,69 90,31 13,90 10,34 3,42
Liska obecna 752,89 92,04 61,09 38,87 28,47 8,86 8,32 8,31
Psik myvalovity | 369,7 87,97 35,80 35,61 42,55 5,88 7,43 4,52
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Mozky plemen psa domaciho:

Méritko 1:3,5

Obrazek ¢. 8. Porovnani mozkt studovanych psii a divokych psovitych Selem.
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3.1. Velikost téla, mozku a absolutni pocty neuroni

V této studii bylo porovnano osm plemen domécich pst se tiemi druhy divokych psovitych
Selem. Jedinci byli vybrani tak, aby se li$ili hmotnosti t€la. Nejniz§i hmotnost mé ¢ivava a to
4 kg a nejvyssi komondor, jehoz hmotnost je 48,4 kg, rozdil v hmotnosti téla u nami
zpracovanych plemen je tedy vice nez dvanactinasobny. Celkové pocty neuronll u psa se
pohybuji od 2,51 miliard u ¢ivavy az po 4,39 miliard u mad’arského ohaie, coz je rozdil mensi
nez dvojnasobny. U ndmi analyzovanych divokych psovitych Selem se pocet neuronti pohybuje

od 1,16 miliardy u psika myvalovitého po 2,11 miliardy u liSky obecné.
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Obrazek ¢. 9. Pravidla bunécného skalovani mozku pro rizna plemena psa domaciho v porovnani
s druhy divokych psovitych Selem. (A) Graf zndzorfujici vztah mezi hmotnosti mozku a hmotnosti
téla. (B) Vztah mezi hmotnosti mozku a poc¢tem neurond. (C) Vztah mezi hmotnosti téla a poctem

neurontl. (D) Vztah mezi hmotnosti mozku a poctem nonneuronalnich bunék.

27



Zkratky pro jednotliva zvitata: BEAG, bigl; CHIC, ¢ivava; CHOW, ¢au ¢au; GJ, Sakal obecny; GSD,
némecky ovcak; KOMO, komondor; NP, psik myvalovity; VISZ, mad’arsky ohat — vizsla; VUVU,
liska obecna; WHWT, west hightland white teriér; YORK, jorkSirsky teriér.

Relativni velikost mozku je odvozena z alometrického vztahu mezi hmotnosti téla a
hmotnosti mozku. U naSich psovitych Selem lze vztah mezi velikosti t€la a velikosti mozku

vysvétlit mocninou funkei (Mgr= 3.001 x Mpo’>*’; viz obr. 9A). Podet neuronti v mozku se

zvétiuje spolu s jeho hmotnosti, plati zde pozitivni alometrie (Npr = 271573256.47 x Mpr’>%).
Mezi hmotnosti t€la a poc¢tem neurontl je korelace slabsi. Psi maji ptekvapiveé vice neuronti nez
stejné velké psovité Selmy, a to jak v porovnani s hmotnosti mozku, tak 1 s t€lesnou hmotnosti
(Obrazek ¢. 9 B, C). Mala psi plemena maji vyssi encefalizaci. Naptiklad hmotnost mozku
¢ivavy je srovnatelnd s mozkem Sakala obecného, Sakal ma o 3,5 g t€Z8i mozek. Navic maji psi
vy$$i neuronalni hustoty, a tedy i absolutni po¢ty neuronli nez analyzované psovité Selmy.
Naptiklad Sakal obecny ma v mozku 1,73 miliardy neuronti, ¢ivava 2,51 miliardy neurontl.
Civava ma tedy o dvé pétiny vyssi po¢et neurontl. Naopak p¥i porovnani poétu nonneuronalnich
bunék s hmotnosti mozku neni patrny zadny rozdil mezi analyzovanymi psovitymi Selmami a
domestikovanymi psy (obrazek ¢. 9 D). Zda se tedy, ze poCty nonneuronalnich bunék skaluji
s velikosti mozku u domestikovanych a divokych psovitych Selem stejné. Tento fakt bude vSak

tteba ovérit po zafazeni vétsiho poctu divokych psovitych Selem do analyzy.
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Obrazek ¢. 10. Vztah velikosti mozku a téla, srovnani psich plemen s divokymi psovitymi Selmami.
Doplnéno o data z literatury excerpovana Mgr. Zuzanou Pavelkovou.

Rozdily v relativni velikosti mozku mezi divokych psovitymi Selmami a jednotlivymi
plemeny psa domaciho se vyznamné lisi. Jak se dalo oc¢ekéavat pro vnitrodruhovou alometrii,
regresni pfimka (obrazek ¢.10) u domestikovaného psa mé nizsi sklon nez totéz u divokych
psovitych Selem. Ob¢ regresni pifimky se kiiZi, mala plemena psa domaciho tedy maji vyrazné
veétsi mozek nez stejné velci zastupci divokych psovitych Selem (obrazek ¢.10). Naptiklad
¢ivava a pes pampovy (Lycalopex (Dusicyon) gymnocercus), s€ v hmotnosti téla 1i$i minimalné,
maji oba 4 kg, zatimco v hmotnosti mozku se li§i vyznamné — mozek ¢ivavy ma hmotnost
52,1 g, zatimco pes pampovy pouhych 41,2 g, ¢ivava ma tedy mozek vétsi o cca 1/5. Na druhé
stran€ vlk obecny (Canis lupus), predek domestikovanych psii, vSechna plemena psa domaciho
z nasi studie velikosti mozku prekonava. Vyjimku zdanlivé tvoii komondor, ktery ma vSak vétsi
mozek nez primérné velky vlk (data pro psovité Selmy jsou v Obrazku ¢. 11 pro jednotlivé
porovname s komondorem, jehoz télo ma hmotnost 48,4 kg a mozek 149,3g, je z toho patrné,

ze stejné tézky komondor mé oproti vlkovi obecnému o 5 % mensi mozek. Vlk obecny
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s nejnizsi vahou téla ma 19,5 kg a hmotnost jeho mozku je 111 g v porovnéni s psem domacim
plemene kolie, ktery md hmotnost téla 23,71 kg (tedy vyssi o 18,2 %) a jeho mozek vazi
84,63 g; je jasné, ze je mozek vlka vétsi, a to 0 24,2 %. Psik myvalovity ma vyrazné¢ mensi

mozek nez jiné psovité Selmy se stejnou hmotnosti téla.
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Obrazek ¢. 11. Vztahy mezi hmotnosti a po¢tem neuronti pro jednotlivé analyzované struktury —
mozecek (A), prodlouzend micha (B), mezimozek (C), stfedni mozek (D) a koncovy mozek (E).
Porovnani mezi plemeny psa doméciho fialové a zpracovanymi divokymi Selmami zelené.

Zkratky pro jednotliva zvitata: BEAG, bigl; CHIC, ¢ivava; CHOW, ¢au ¢au; GJ, Sakal obecny; GSD,
némecky ovcak; KOMO, komondor; NP, psik myvalovity; VISZ, mad’arsky ohat — vizsla; VUVU,
liska obecna; WHWT, west hightland white teriér; YORK, jorksirsky teriér.
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Z mych dat vyplyva, Ze se jednotlivé analyzované ¢asti mozku od sebe vyrazné lisi jak
hmotnosti, tak i poctem neuronli v nich obsazenych. Nejvétsi podil neurond je soustifedén
v mozecku a to od 1,8 miliardy u jorkSirského teriéra po 2,9 miliardy u komondora (obrazek
¢. 11 A; Neg= 6638 x10° x Mcg’>%*). Druha struktura s nejvétsim obsahem neuront je koncovy
mozek, neurony v ném se pohybuji v rozmezi od 570 milionii u west hightland white teriéra
po 1,04 miliardy u bigla. Dalsi strukturou v potadi, co do poc¢tu neurond, je mezimozek.
Hodnoty neurond v ném se pohybuji od 16,3 milionti u plemene ¢au ¢au po 29,6 milioni
u némeckého ovcdka. Jak je ziejmé z obrazku ¢. 11 C, ¢au Cau je v tomto sméru naprosty
outlier, nebot’ poCet neuronli v jeho mezimozku je mnohem nizsi, nez by odpovidalo hmotnosti
této struktutry. V prodlouzené miSe se poc¢ty neuronti pohybuji od 15,4 milionti u plemene ¢au
c¢au po 28,7 milioni u madarského ohate. Je pomérné piekvapivé, Ze pocet neurond
signifikantné nekoreluje s velikosti prodlouZené michy (obrazek ¢. 11 B). Ve sttednim mozku
se pocet neuronii pohybuje mezi 7,6 milioni neuronli u plemene ¢au ¢au po 25,6 milionti
neuronll u mad’arského ohare, korelace mezi velikosti struktury a poctem neuroni velmi tésna

(obrézek & 11 D; Nrer= 101 x 10° x Mrer®6).

Omezeny dataset mi nedovolil analyzovat skalovani mezi velikosti jednotlivych casti

mozku a poctem neuront u divokych psovitych selem.
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Obrazek ¢. 12. Hustoty neuronil (A) a nonneuralnich bun¢k (B) porovnané mezi jednotlivymi
analyzovanymi ¢astmi mozku a mezi psy a divokymi psovitymi Selmami.

32



3.2. Hustoty neuronii

Hustoty neuronli obecné negativné korelovaly s velikosti mozku a téla analyzovanych pst
(Obrazek €. 12 A). Tento vztah nebyl pfilis silny a pozorovali jsme nékteré vyjimky. Nicméné,
vzhledem k tomu, ze jsme analyzovali jen jeden mozek na plemeno, nelze zatim soudit, zda
jsou tyto vyjimky charakteristikou plemene, nebo odrazeji individualni, ptipadné vékovou
variabilitu. U mnou analyzovanych psovitych Selem nebyla negativni korelace velikosti
mozku/struktury patrna, to je vSak velmi pravdépodobné dano limitovanou velikosti

studovaného vzorku.

Hustoty neuront se velmi 1i8i 1 v jednotlivych analyzovanych ¢astech mozku (Obrazek
¢. 12 A). Podobné jako je tomu u jinych savch (Herculano-Houzel et al., 2015) a u ptaka
(Olkowicz et. al., 2016), jsou nejvyssi hustoty neuronti v mozecku. Tyto hustoty se pohybovaly
od 222 milionti N/g u komondora po 375 milionii N/g u ¢ivavy. Naopak nejnizsi hustoty jsem
pozorovala v prodlouZzené misSe, ta se pohybovala od 1,6 milionid N/g u komondora az po 5,29
milion N/g u ¢ivavy. Neuronalni hustota v koncovém mozku se pohybuje od 10 miliont N/g
u west hightland white teriéra az po 17 milionti N/g u €ivavy. Sttedni mozek ma hustoty neuronti
od 6,6 milionti N/g u west hightland white teriéra az po 13,6 milionii N/g u ¢ivavy. Z mnou
389 miliont N/g a nejnizsi Sakal obecny 256 miliont N/g. V prodlouzené mise dosahuje hustota
neuront hodnot od 1,7 milioni N/g u psika myvalovitého po 3,37 milioni N/g u Sakala

obecného.

3.3. Hustoty nonneuronalnich bunék

Nonneuronélni buniky maji ve vétsin€ struktur podobné hustoty, a to jak napfic¢ analyzovanymi
strukturamy, tak napfi¢ analyzovanymi druhy psovitych Selem i plemeny pst (Obr. €. 12 B).
Nejvyssi hustotu nonneuralnich bun€k jsem pozorovala v mozecku, tyto se pohybovaly od 88
miliontt NonN/g u bigla po 119 milionti NonN/g u west highland white teriéra (Gcs = 1293 x
10° x Mcg®%%%). V koncovém mozku se hustota pohybovala od 60 milionti NonN/g u komondora
po 80 milionéi NonN/g u plemena ¢auc¢au (Grer= 1486 x 10° x Mg *8%). Pro divoké psovité
Selmy se hustoty nonneuronélnich buné¢k pohybuji v mozecku od 75 milionti NonN/g u psika

myvalovitého po 95,5 miliontt NonN/g u liSky obecné. Nejnizsi hustoty v koncovém mozku ma

vvvvv
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Obrazek ¢. 13. Procentualni distribuce neuronti (A), nonneuronalnich bun¢k (B) a hmotnosti (C)
vynesené v zavislosti na velikosti mozku.
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3.4. Relativni velikost struktur mozku

Pravidla bunééného Skalovani jsou specificka pro riizné ¢asti mozku saveti ( Herculano-Houzel,
2011). Nejvetsi procentualni podil na celkové vaze mozku ma jednozna¢né koncovy mozek
(obrazek ¢. 13 E), ktery tvofi praimérné 74 % hmotnosti mozku, nejvétsi hmotnostni podil této
struktury jsem pozorovala u ¢ivavy (76 %), nejmensi u plemene cau ¢au (70 %). Struktura
zabirajici nejnizsi procento celého mozku je Cichovy lalok, ktery primérné dosahuje hmotnosti
2 % z celkové hmotnosti mozku, ale vzhledem k tomu, ze byl u nékterych pst ¢ichovy lalok

poskozen, nebyl zahrnut do analyzy.

3.5. Pomér neuroni a nonneuronalnich bunék

Procentudlni zastoupeni nonneurondlnich bunék se pohybuje od 71,6 % do 80,4 %, poméer mezi
nonneuronalnimi a neuronalnimi bunkami v celém mozku je nékde mezi 2,5:1 a 4,1:1.
Nonneuronalni jsou v mozku rozptyleny relativné rovnomérné, avSak hustoty neuronti se mezi
strukturami vyrazné 1isi, vysledkem je zna¢né nerovnomérné zastoupeni nonneuralnich bun¢k.
Nejniz8i pomér jsem pozorovala v mozecku — nonneuralni buiiky zde tvoii 22,5 — 33,6 %.
Ve vSech ostatnich analyzovanych ¢astech mozku ptevladaji nonneurondlni buiky
nad neurony. V koncovém mozku tvoii 84,3 — 88,8 % vSech bun¢k, v mezimozku 89,9 — 94,8 %
vSech bungk, ve sttednim mozku 87,3 — 93,5 % vsSech bun¢k a v prodlouzené mise 92,3 — 92,9 %
vSech bunék. Divokeé psovité Selmy se od psi v tomto ohledu vyraznéji nelisi. Takze pievaha
nonneuronalnich bun€k v mozku u psovitych Selem se da vysvétlit relativné nizkymi hustotami

neuront ve vsech strukturach mozku s vyjimkou mozecku.
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Obrazek ¢. 14. Vztah mezi podtem neuronti a hmotnosti u vybranych ¢asti koncového mozku:

(A) Neokortex, (B) hippocampus, (C) amygdala, (D) striatum.

Zkratky pro jednotliva zvitata: BEAG, bigl; CHIC, ¢ivava; CHOW, €au ¢au; GJ, Sakal obecny; GSD,
némecky ovcak; KOMO, komondor; NP, psik myvalovity; VISZ, mad’arsky ohat — vizsla; VUVU,
liska obecna; WHWT, west hightland white teriér; YORK, jorksirsky teriér.

3.6. Struktury koncového mozku

Koncovy mozek je vyrazné zvétSenad struktura mozku, kterd je zna¢né gyrifikovana a tvoii u pst
piiblizn€ 75 % celkové hmoty mozku. Je zajimavé, Ze tento pomér se 1i8i u studovanych pst a
divokych kanidl jen nepatrné, nehled€ na vyrazné rozdily ve velikosti téla dané mimo jiné
miniaturizaci nékterych psich plemen (obrazek ¢.14). Nejvice neurond z celého koncového
mozku je obsaZeno v neokortexu a to od 440 milioni u west highland white teriéra po 883
miliontt u némeckého ovcdka. Z vySe uvedeného mnozstvi neuront je 9-21 % neuronil
lokalizovano v prefrontdlni kulfe, konkrétné se absolutni pocty prefrontalnich neuronil
pohybovaly od 75,3 miliond neuronti u ¢ivavy az k 152 milioniim neurond u bigla. Rovnéz
piriformni ktlira obsahuje ptekvapivé vysoké pocty neuroni od 57,9 milionli neuront u psa

plemene cau ¢au po 130,7 milionti u jorkSirského teriéra. Ve striatu je obsaZzeno neurond uz
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podstatné¢ méné a to od 23,2 milionll u ¢ivavy po 46,1 milioni u madarského ohate.
V hippocampu se pak neurony pohybuji v rozmezi od 14,8 milionti neuronti u komondora po
35,8 milion u mad’arského ohate. Pro amygdalu se pohybuji pocty neuronti od 5,5 miliond u
mad’arského ohate po 13 milionti u plemena ¢au ¢au. Entorhinalni kortex obsahuje nejméné 3,3
miliont neuronti u west highland white teriéra a nejvice 6,2 milioni neuronti u komondora.
Strukturou koncového mozku s nejmensim poctem neuronti je septum, obsahuje totiz jen od 1,6

miliond neuronti u jorksirského teriéra po 3,6 milionti neurontt u mad’arského ohare.
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4. DISKUZE

4.1. Technické a datové limity studie

Dataset této studie je limitovan tim, Ze psi nebyli usmrceni za ucelem této studie. Byli vénovani
pro ucely védy az posmrtné a se souhlasem majiteltl, a to predevsim kvili studii Eniké Kubinyi
o starnuti u psi. Dale pak ¢ast jedinct byla vyloucena ze studie kvili nevyhovujicimu véku
nebo poskozeni mozku a nékterym onemocnénim. Rovnéz se nepodaftilo ziskat mozek vlka,
ktery by nejlépe vrhl svétlo na skute¢ny rozdil mezi domestikovanym psem a jeho divokym
predkem. Srovnani s vlkem je zde proto jen volumetrické, zalozené na datech z dostupné
literatury, ktera zatim neobsahuji pocty neuroni. Dale pak by bylo vhodné tento dataset rozsitit
o dalsi divoké psovité Selmy, aby bylo moZzné porovnat Skalovaci pravidla pro divoké kanidy

s timtéz pro plemena psti.

4.2. Absolutni a relativni velikost mozku

Pti porovnani velikosti mozku a hmotnosti téla je ziejmé, ze mala psi plemena maji prekvapiveé
velky mozek oproti stejn¢ velkym divokym psovitym Selmam. Dale pak i1 absolutni pocet
neurond je u malych plemen psa domaciho napadné vyssi nez u divokych psovitych Selem
stejného vzristu. Toto miZze byt zpasobeno tim, ze psi jsou selektovani na velikost t¢la a mozek
se zmensSuje az sekundarné, tedy pozvolnéji. Pii porovnani velikosti mozku vici t€lu je
zajimavé, ze mozky mensSich plemen pst jsou piekvapiveé velké. Pfi porovnani psa domaciho
s vlkem raznych velikosti, ma vlk vzdy vétsi mozek nez stejné velky pes (obrazek ¢. 15).
Hmotnost t€l riiznych psich jedinct se na zakladé jejich variability pohybuje v rozmezi od 2 az
100 kilogramil. Ve srovnani s tim jsou télesné hmotnostni rozdily u vlka z riznych populaci
pomérné¢ malé. Hmotnost vlka se pohybuje mezi 36 kg (Moehlman et al., 1997) a
48 kg (Klatt nach Weidemann, 1970). Divoké psovité Selmy mohou vazit od 1,3 kg (fenek) az
do 48 kg u vlka. Diky vysoké variabilit¢ v télesné velikosti je pes idedlnim modelem
ke zkoumani vnitrodruhovych alometrickych vztahti (Wayne, 1986; Chaseet al., 2005). Tato
studie potvrzuje znamy fakt, ze vnitrodruhova alometrie je u savci vyrazné plos§i nez
mezidruhova (viz napt. Tsuboi et al., 2018). Pfi porovndni dvou vnitrodruhovych alometrii je

sklon (smérnice) regresnich pfimek stejny (obrazek ¢. 15).
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Obrazek ¢. 15. Srovnani velikosti mozku psa a vlka. Canis lupus, vik obecny, Canis lupus f. familiaris,
pes domaci. Pievzato z Kruska (1988).

Podle velké velikosti mozku u vlka by se mohlo zdat, Ze velikost mozku hraje klicovou
roli pro preziti a reprodukci divokych zvifat. Proto je ptekvapivé, ze domestikovani psi, ktefi
zdivoceli, nevykazuji narist velikosti mozku, a to navzdory mnoha generacim Zzijicim
v divokém prostiedi (Kruska, 2005). Rohrs a Ebinger (1999) srovnavali velikost mozku
u zdivocelych a domestikovanych forem psa domaciho a nenalezli zadny dikaz o jeho
opétovném zvétSeni k pivodni velikosti. Pfi opétovné feralizaci jedince tedy neni ucCinek
domestikace obracen (Kruska, 1987). Muze to byt zplisobeno napiiklad tim, ze feralizace
neprob¢hla pred dostatecné dlouhou dobou pro opétovné zvétSeni mozku, anebo nasledkem
toho, Ze prostiedi, ve kterém psi opét zdivoceli, neni stejné, jako bylo prostiedi, ve kterém zili

jejich divoci predci s velkymi mozky (Price, 2002).

Rozdily v relativni velikosti mozku u psovitych Selem Ize vysvétlit ekologickymi
podminkami, ale byl také popsan silny vztah mezi absolutni velikosti mozku a kognitivnimi
schopnostmi u riiznych plemen pst (Horschler et al., 2019). Je to potvrzeno i objevy vyraznych
rozdill ve velikosti mozku nejen v faddu Selem, ale i v jinych fadech, kde doSlo vlivem
domestikace ke zméné€ ve velikosti jednotlivych ¢asti mozku. Naptiklad u americkych norkt
(Mustela vison) bylo u domestikantl popsano zmenSeni vSech c¢asti mozku nezdvisle

na velikosti téla, v€ku a pohlavi, oproti divokym norkim téhoz druhu (Kruska, 1996). Dalsi
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srovnavaci analyzy byly provedeny u hlodavcl, hmyzozraveil a zajicovct (Mace et al., 1981),
kde je relativni velikost mozku zdvisld na rtiznych faktorech; jako naptiklad celed’, kde
veverkoviti (Sciuridae) maji nejvétsi relativni velikosti mozku, zatimco rypoSoviti
(Bathyergidae) maji nejmensi relativni velikosti mozkti; anebo habitat, kde lesni druhy maji
vétsi relativni velikosti mozkd nez druhy lucni; typ potravy, kde folivofi maji mensi relativni
velikosti mozkti nez potravni generalisti, insektivofi, frugivofi a granivofi; podle typu prostiedi,
kde arboredlni druhy maji vétsi relativni velikosti mozkl nez druhy terestrické; podle aktivity,
kde druhy no¢ni maji relativné vétsi mozky nez diurnélni druhy (Mace et al., 1981). U letounti
je relativni velikost mozku také ovlivnéna potravni strategii (Eisenberg, 1978). Dale u vacnatct
ma vliv na relativni velikost mozku zivotni prostfedi (Eisenberg, 1981). U primat jsou opét
rozdily v relativni velikosti mozku mezi taxony, kdy denni lemuroviti (Lemuridae) maji
nejmensi relativni velikosti mozku, zatimco gorily, orangutani a Simpanzi (Pongidae) maji
relativné nejvetsi mozky, ale vliv na relativni velikost mozku ma stéle typ potravy, kdy folivoti
maji relativné mensi mozky nez frugivoii (Harvey & Clutton-Brock, 1980). Je tedy
predstavitelné, ze pifechod od masozravosti ke vSezravosti byl jednou z pfic¢in zmenSeni mozkt

u domestikovanych pst (Canis lupus f. familiaris) oproti vlkim obecnym (Canis lupus).
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Obrazek ¢. 16. Srovnani stavby mozku u psich plemen. Pfevzato z Hecht et al. 2019. (A) Rozdily
ve stavbé a velikosti mozku mezi studovanymi plemeny. (B) Rozlozeni jednotlivych analyzovanych
funk¢énich oblasti kiiry mozkové. (C) Mapa znazormujici miru variance ve velikosti pro jednotlivé oblasti
kiry mozkové. (D) Barevné znazornéné rozdily ve variabilit€ jednotlivych studovanych oblasi Sedé
hmoty.
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Navic se struktury mozku mezi jednotlivymi plemeny lisi relativni velikosti, ta vSak
do jisté miry skéluje i s absolutni velikosti mozku daného plemene (Obr. 16). Nejnovéjsi studie
(Hecht et al., 2019) odhaluji, které struktury se nejcastéji odliSuji. Naptiklad objem neokortexu
se zvétSuje s objemem mozku hyperalometricky. Zatimco mozecek a nékolik dalSich
mozkovych struktur se zvétSuje s mozkem hypoallometricky (Barton, 2012). Tyto vysledky
byly ziskany za pomoci MRI (Hecht et al., 2019). Vysledky ziskané v této studii disekci mozkt
jsou s vyse uvedenou studii ve shodé. Pozorovala jsem rovnéz objemové rozdily u jednotlivych
plemen (Tab. 2 a 6; Obr. €. 8, 11, 13E, F), avSak vzhledem k omezené¢ velikosti vzorku nebylo

mozno zohlednit individualni variabilitu a ma data jsou v tomto ohledu spisSe predbézna.

4.3. Pocty neuronti v celych mozcich

Hmotnost mozku pst skaluje s po¢tem neuront obdobné jako u Selem. Mala psi plemena maji
relativné vétsi mozky a tim padem i vice neuront nez stejné velké divoké psovité Selmy. Jedna
z teorii vysvétluje tento fakt tim, ze velké Selmy maji uz dost neuronti a vic jich nepotirebuji.
Déle pak je ve vétSich mozcich vétSich zvirat patrné zmenseni hustoty neuront (Herculano-
Houzel, 2011), coz je to dano témito 2 faktory: narGstem velikosti neuroni a nartistem
relativniho poctu gliovych bunék. Pocet neuroni u zkoumanych zvitrat tedy neni piimo zavisly
na velikosti t&la. Civava ma vétsi mozek nez celkové vétsi ligka, ale pocet neurontl je, i kdyZ ne
o mnoho, vy$si u lisky. Je tieba sesbirat vice dat, aby byl tento vysledek potvrzen. Sakal obecny
ma vyrazn¢ mén¢ neuronti nezZ podobn¢ velka plemena, naptiklad west highland white teriér.
Rozdil v télesné hmotnosti ¢ini pouhych 200 g, teriér ma vSak o celou pétinu vice neuronil. A
zvlaste vyrazny je psik myvalovity, ktery ma na hmotnost svého téla relativné nejmensi mozek
ze vSech zkoumanych zvitat, a to tak, Ze oproti obdobné velkym zvitatiim jen tfetinovy. Nutno
dodat Ze hustotou neuront patfi do priméru. Celkovy pocet neurond je proto vyrazné mensi

nez u obdobné velkych psi.

4.4. Pocty neuronti v hlavnich ¢astech mozku

Celkovy pocet neuronil obsaZzeny v dané struktufe je dan jeji absolutni velikosti a hustotou
neurontl. Jak jiz bylo zminéno vyse, velikost jednotlivych struktur mozku rizné Skéluje
s celkovou velikosti mozku, a rovnéZ hustoty neuronli se v jednotlivych strukturdch mozku

vyrazné li§i (Herculano-Houzel et al., 2015). Naptiklad v mozecku je 15krat vétsi hustota
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neuronii nez v prodlouzené mise. M¢é vysledky piekvapivé ukazuji, Ze pocet neuront
v prodlouzené mise nekoreluje s télesnou velikosti studovanych psich plemen. Je tedy mozné,
ze pocet neurond potiebnych k zdkladnim reakcim a reflexiim je piiblizn€ stejny, nehledé
na velké rozdily v télesné velikosti. Psi maji, stejné jako ostatni savci, nejvice neuront
v mozecku. Ten obsahuje v priméru 71 % neurond jak u domestikovaného psa, tak i u dalSich
zkoumanych psovitych Selem. Zatimco koncovy mozek, nejvétsi struktura psitho mozku,
obsahuje v pruméru 24 % vSech neurontl. Zastoupeni neurontl v ostatnich strukturach je oproti

témto dvéma vyrazné€ nizsi. Tyto poméry jsou obdobné jak pro psy, tak pro divoké psovité

Selmy.

Psovité Selmy jsou zvifata ¢ichové se orientujici. Cich pouZivaji pii stopovani kofisti,
pii socialnich komunikaci i reprodukénim chovéni, a proto byl predpokladan vyssi pocet
neurond v piriformni klite a ¢ichovém laloku, které jsou tizce funk¢né spjaty s Cichem. Pocty

neurontl se vSak v téchto oblastech mezi psy a divokymi psovitymi Selmami neliSily.

Dalsi zajimavosti objevujici se v této studii je maly mozek u plemene ¢aucau. Caucau
je psem, ktery byl uz ve vychodni Asii primarné Slechtén ne jako spolecnik ¢loveka, ale jako
pes pro manualni praci, zejména pro psi spiezeni, ochranu dobytka ¢i lov, v neposledni fad¢ ale
1jako zdroj masa. Jeho mozek je pouze o 8 gramti téz§i nez u témet 4krat mensiho yorksirského
teriéra. I v porovnani s jinymi psovitymi Selmami je relativni velikost mozku u caucaua
napadné nizka. Caucau se ale povaZuje za jedno z bazalnich plemen pstl, které predchazi vzniku
modernich plemen pst v 19. stoleti (Larson et al., 2012). Zda se tedy, ze vliv na velikost mozku
by mohlo mit i obdobi (a s nim spojeny ucel Slechténi), kdy ke vzniku plemene doslo.
Samoziejmé, dokud nejsou k dispozici data od vice jedincli, nemohou byt tyto vysledky pouzity
jako obecnd tvrzeni. Nicméné tento konkrétni pes byl outlier 1 ve velikosti amygdaly, kterd je
mnohem vé&ts$i nez u ostatnich zkoumanych psovitych Selem. Amygdala hraje kli¢ovou tlohu
v fad¢ emocionélnich funkeci, v€etné vnimani strachu a negativnich podnétd. Dalsi vyzkum
v této oblasti by mohl vrhnout svétlo na spojeni mezi velikosti mozku a amygdaly a Slechténim
zvifete pro masnou vyrobu. MoZnost, Ze by Slechténi plemene na urcitou vlastnost mohlo
pozménit i stavbu mozku, zkoumali 1 Gazit & Terkel (2003). Potvrdili, Ze pracujici psi jsou vice
zamé&feni na schopnost ¢ichovou nez na vizudlni. Vzhledem k limitovanému datasetu, ktery
neumoznuje srovnani individudlni variability s variabilitou mezi plemeny, je mou praci v tomto

ohledu zatim nutno povazovat za predbéZnou.
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Obrazek €. 17. Srovnani bunééného skalovani mezi psy, psovitymi a ostatnimi Selmami. Data z této
studie jsou porovnané s daty o ostatnich Selmach ptevzatych z Jardim-Messeder (2017); (A) Vztah mezi
hmotnosti téla a hmotnosti mozku; (B) Vztah mezi hmotnosti t€la a absolutnim poctem neuront;
(C) Vztah mezi hmotnosti mozku a absolutnim po¢tem neuront; (D) Vztah mezi hmotnosti mozku a
poctem neuront v mozkové kife; (E) Vztah mezi hmotnosti mozku a poc¢tem neuronti v mozkové kite;

(F) Vztah mezi hmotnosti téla a po¢tem neuronti v mozkové kure.
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M¢ vysledky je mozno srovnat s recentné publikovanymi daty tykajicimi se dalSich
Selem (Jardim-Messeder et al., 2017). Takovéto srovnani (Obr. ¢. 17) demonstruje, ze
domestikovani psi maji primérné hustoty neuronti obdobné jako divoké Selmy. Vyjimku tvoti
mozkova kira, ve které je hustota neuronii u domestikovanych psi vyrazné vyssi nez

u ostatnich Selem.

4.5. Distribuce neuronid v koncovém mozku

Vzhledem k velké velikosti psich mozkd bylo nezbytné mozky rozdé€lit na mensi ¢asti kvuli
zpracovani, pii tom byl bran zietel na jednotlivé funk¢ni oddily obsazené v predevsim nejvetsi
¢asti mozku, v mozku koncovém. Ten byl tedy rozd€len na nasledujici Casti: neokortex
(zahrnujici prefrontadlni kiru oddélenou zvlast), piriformni kara, striatum, septum,
diencephalon (zahrnujici area preoptica), amygdala, hippokampus a entorhindlni kura.
Jednotlivé Casti byly porovndny jak mezi plemeny, tak i s divokymi psovitymi Selmami.
Naptiklad amygdala, striatum a piriformni klira jsou u vSech zkoumanych divokych psovitych
Selem signifikantné¢ mensi nez u plemen psa, coz je mozny vedlejsi disledek domestikace.
Koncovy mozek u psovitych Selem je vysoce gyrifikovany. Je to také struktura, kterd
zabezpecCuje obrovské mnozstvi funkci, a u které se ocekdva piima souvislost s vyvojem
socialniho chovani (Burish, 2004). Jeho zastoupeni v celkové hmotnosti mozku u nami
zkoumanych psovitych Selem je az 75,68 %, tato hodnota ma variabilitu jen do 7 %, a navic
neskaluje s hmotnosti mozku jako je tomu u jinych savct a ptakt (Sarko, 2009; Gabi et al.,
2010, Olkowicz et al., 2016). Mozna je to zpusobeno tim, Ze psi jsou stale jeden druh, a tak
nejsou nekteré vnitini rozdily mezi nimi vyrazné. Pomér neuront vic¢i gliovym buikam je
v priméru jen 15,6 %. U zpracovanych psovitych Selem je maximalni zastoupeni neuronti

v koncovém mozku 14,5 %.

Vysledky této studie tak potvrzuji tvrzeni obsaZené v ¢lanku Suzany Herculano-Houzel
et al., (2011) a to tak, Ze stejn€ jako jini savci (s vyjimkou primatl) méa pes se vzristajici

hmotnosti souc¢asné nizs8i hustotu neuronu.

4.6. Nonneuronalni bunky
Podle dosavadnich studii (Olkowicz et al., 2016, Azevedo et al., 2009, Gabi et al., 2010, Her-

culano-Houzel et al., 2007a, Herculano-Houzel et al., 2007b, Herculano-Houzel et al., 2011,

Herculano-Houzel et al., 2015, Dos Santos., 2017, Kazu et al., 2014) je mozné se domnivat, Ze
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hustota nonneurondlnich bunék je velmi konzervativni. A proto se napti¢ druhy a strukturami
Skéluje pocet nonneuralnich bunék s velikosti struktury velmi srovnatelné. Avsak, protoze se
hustoty neuroni vyrazné lisi jak v riznych ¢astech mozku 1 mezi taxony, poméry nonneuronal-
nich bun¢k vic¢i neuroniim se u jednotlivych studovanych struktur vyrazné 1isi. Nejnizsi procento
nonneuralnich bunék bylo pozorovano v mozecku (22—-34 % nonneuronalnich bun¢k ku 64-78 %
neurontl), kdezto nejvyssi v mezimozku (89,9 — 94,8 % nonneuronalnich bun¢k ku 10,1-5,2 % neu-
ront). Obdobné poméry neuronti a nonneuronalnich bun¢k byly pozorovany rovnéz u hlodaveu,
hmyzozravct, afrotherii, sudokopytniki 1 primatt (Suzana Herculano-Houzel et al., 2011; Azevedo
et al., 2009; Sarko, 2009; Gabi et al., 2010). Jedinym vyraznou odchylkou je niz8i hustota nonneu-
ronalnich bunék v koncovém mozku u ptakt (Olkowicz et al., 2016). Podle vysledkt této studie
na psech je hustota nonneuronalnich bun€k u pst stabilni, coz souhlasi s vySe uvedenymi stu-

diemi.

4.7. Srovnani s dalSimi savci

Velikost mozku savct se li§i v zavislosti na druhu ptiblizné¢ 100 000krat (Tower, 1954;
Stolzenburg et al., 1989). Suzana Herculano Houzel objevila, ze pocet neuroni u primati
Skaluje izometricky s velikosti mozku (tj. primérna hustota neuront neklesa s velikosti
mozku), zatimco u vSech ostatnich savcti poc¢et neuronti Skaluje hypoallometricky s velikosti

mozku (tj. hustota neuront s velikosti mozku klesd) (review viz Heculano-Houzel, 2015).

Jedinou skupinou, ktera se lisi od ostatnich neprimatich skupin, jsou hmyzozravci.
Jejich velikost mozku sice nariista pomaleji vi¢i hmotnosti téla jako u vSech ostatnich
neprimatich savcet, s vyjimkou mozecku a ¢ichovych lalokt. V téchto ¢astech velikost mozecku
a ¢ichovych lalokil nariistd izometricky, obdobné jako v primatim mozku. NamnoZeni neuronii
v ¢ichovych strukturdch bez vyrazného zvétSeni velikosti struktury zifejmé souvisi
s hmyzoZrav€éim zplisobem Zivota, tj. obstaravani potravy zavislé na cichu. Ostatni
prozkoumané sav¢i druhy neprimati jako jsou vacnatci (Kazu et al.,, 2014) nebo hlodavci
(Herculano-Houzel et al., 2007b; 2011) spolu sdileji pravidla pro skdlovani neurond v mozkové

kife.

Pro bliZs§i porozuméni rozdilim v mozku mezi psovitymi Selmami a hlodavci. Mizeme
spolu porovnat podobné velkd zvifata z obou skupin, a to kapybaru s hmotnosti 47,5 kg
s pfiblizné stejné tézkym komondorem 48,4 kg. Mozek kapybary véazi 76 g a obsahuje

1 601 milioni neuronti (Herculano-Houzel et al., 2006), mozek komondora vazi 149 g a
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obsahuje 3 990 miliond neurond. Z toho vyplyva, ze psi maji dvakrat vétsi mozek nez stejné

velci hlodavci, a i hustota neuronti v psich mozcich je vyssi.

Pti porovnavani s mozky primatd jsou psovité Selmy zcela jasn¢ odlisné tim, Ze jim
rychleji nariista velikost (hmotnost) mozku nez pocet neurond. Na rozdil od vSech ostatnich
savcu roste pocet bunék u primati linearné s velikosti mozku (Herculano-Houzel et al., 2007a).
Hustota neuronti v mozcich primatt proto nekoreluje s velikosti mozku a je népadné vyssi nez
u jinych savc¢ich skupin. Konkrétné lze porovnat primata rodu makak s ¢ivavou. Makak ma
hmotnost téla 3,9 kg; hmotnost mozku 87 g a cely jeho mozek obsahuje 6 376 milionti neuront.
Civava vazi 4 kg; v mozku o hmotnosti 52 g ma pouze 2 510 miliont neurontl. Z t&chto dat je
ziejmé, ze aCkoli ma ¢ivava stejnou hmotnost téla, jeji mozek je vyrazné€ mensi a také obsahuje

témér tiikrat méne neuronii nez mozek makaka ( Herculano-Houzel et al., 2007a).

Tato studie je prvnim krokem ke zjiSténi, zda domestikacni zmény skutecné vedou
ke sniZeni vypocetni kapacity mozku. Pfidani vlka do datasetu jisté¢ prozradi mnohem vice, ale
uz ted’ je zfejmé, Ze pes ma vice neuronil a vétsi mozek nez stejné velké divoké psovité Selmy,
a ze pii zmenSovani velikosti téla psa se mozek a pocet neuronii zmensuje pomaleji. Navic je
patrné, ze se pocty neuront lisi v jednotlivych ¢astech mozku, a to v zavislosti na plemeni a
domestikanty za zvifata se snizenou inteligenci jsou mylné. Samoziejmé je tfeba provést dalsi
zkoumani a podivat se domestikaci mozkt i z jiného uhlu, aby bylo mozné z dat ziskanych
v této diplomové praci vyvodit obecné platné zavéry. Nicméné jiz tato predbézna data silné
naznacuji, Zze domestikace nemusi byt z hlediska komplexity a vypocetni kapacity mozku tak

regresivni, jak se bézn¢ soudi.
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5. ZAVER

Vysledky této diplomové prace ptinesly prvni obsdhlejsi data o bunééném slozeni mozku do-
mestikovaného psa. S vyuzitim metody izotropni frakéni homogenizace bylo analyzovano bu-
nééné slozeni mozku u 8 plemen psa domaciho a 3 druhti divokych psovitych Selem. Ze ziska-
nych kvantitativnich dat byla nasledné odvozena pravidla bunécného skalovani. Tato pravidla
spolu s absolutnimi pocty, hustotami a poméry neurond a gliovych bunék, absolutnimi a rela-
tivnimi velikostmi mozku byla nasledné porovnana mezi sebou, a i s dal$imi Selmami, jejichz
hodnoty byly ziskany z literatury. Vztah mezi hmotnosti téla a velikosti mozku byl dale porov-

nan na nevelkém vzorku dat ziskanych z literatury.

Hlavni vysledky této prace lze shrnout takto:

1) Plemena psa domaciho jsou méné encefalizovand nezZ vlk obecny, ale mensi plemena vyka-
zuji vyssi miru encefalizace nez stejné velké psovité Selmy.

2) Hmotnost mozku u psa doméciho roste, stejn¢ jako u ostatnich zivocichii, negativné alome-
tricky s rostouci hmotnosti t&la. Skalovaci koeficient (smérnice regresni piimky) je vyrazné
niz8i nez 1,0 (0,345).

3) Vztah mezi poctem neuront a velikosti mozku Ize popsat mocninou funkci NBR = 2716 x
10° MBR%*%, Vzhledem k tomu, Ze $kalovaci koeficient je vyrazné nizsi nez 1, jakékoli navy-
Seni poctu neurontl je doprovazeno jesté vyraznéjsim nartistem velikosti mozku.

4) Hustota neuronti u pst klesa s velikosti mozku.

5) Divoké psovité Selmy zatazené do této studie maji vyrazn¢ méné neuronii nez stejné velci
psi.

6) Nejvetsi casti mozku je koncovy mozek, tvoii 70-76 % hmotnosti psiho mozku, obsahuje
vSak pouze 19-28 % mozkovych neurond.

7) Naopak mozecek, tvotici pouze 9—12 % hmotnosti pstho mozku, obsahuje 66—76 % moz-
kovych neuroni.

7) Pomér neuront a gliovych bunék je silné posunut ve prospéch bunck gliovych, které tvori
v pruméru 72—-80 % v celém mozku. Jedinou strukturou, kde dominuji po€etné neurony, je mo-
zecek (nonneuralni bunky tvoii pouze 23-34 % mozeckovych bunék).

8) Hustoty gliovych buné€k jsou ve vSech strukturach viceméné stejné, naopak hustoty neuront se
vyrazng 1181 mezi studovanymi ¢astmi mozku.

9) Mozky pst obsahuji mensi mnozstvi neurond nez stejné velké mozky primatl, ale vétsi pocet
neurontl nez stejné velké mozky hlodavct.
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