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Abstrakt

Certifikovana metodika obsahuje detailni popis laboratorni analyzy zaloZzené na molekularné-
genetickém pfistupu vyuzivajicim panel jednonukleotidovych polymorfizmii (SNP) u gent
kandidatnich pro rezistenci a imunitni odpovéd’ za ic¢elem vyhodnoceni genetické variability v t€chto
genech véely medonosné v Ceské republice. Byl sestaven panel 13 validnich, polymorfnich lokust
vhodnych pro rutinni testovani metodou sekvenovani za primerem, tzv. SNaPshot, ktera je spojena
fluorescenc¢ni kapilarni elektroforézou a amplifikaci genti pomoci multiplexni polymerazové fetézové

reakce (PCR).

Klic¢ova slova
Metodika, diverzita, SNP, vCela medonosna, infekéni onemocnéni

Abstract

The certified methodology contains a detailed description of a laboratory analysis based on a
molecular genetic approach using a panel of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in candidate
genes for resistance and immune response to evaluate genetic variability in these genes in honey bees
in the Czech Republic. A panel of 13 valid, polymorphic loci suitable for routine testing was
assembled using a primer sequencing method (SNaPshot), which is coupled with fluorescence

capillary electrophoresis and gene amplification by multiplex polymerase chain reaction (PCR).
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1 Cil

Cilem predkladané metodiky je detailni popis laboratorni analyzy zalozené na molekularné-
genetickém pfistupu vyuZzivajicim panel jednonukleotidovych polymorfizmti (SNP) u gent
kandidatnich pro rezistenci a imunitni odpovéd’ za i¢elem vyhodnoceni genetické variability v téchto
genech véely medonosné v Ceské republice. Bude sestaven panel 13 validnich, polymorfnich lokust
vhodnych pro rutinni testovani metodou sekvenovani za primerem, tzv. SNaPshot, spojenou
s fluorescencni kapilarni elektroforézou a amplifikaci genti pomoci multiplexni polymerazové

retézové reakce (PCR).

2 Uvod

Globalni zemédélstvi dnes zvelké casti zavisi na Cinnosti hmyzich opylovaci, z nichz
nejvyznamnéj$i je véela medonosna (Apis mellifera). Soucasné zvysujici se thyny véel medonosnych
proto piedstavuji ¢im dal vétsi problém pro celosvétovou zemédélskou produkcei. Pokud dosdhnou
kritické miry, mohou ohrozit produkci potravin na celém svété. Pricin téchto thynd je s nejvetsi
pravdépodobnosti vice a jejich vzajemné pulsobeni stoji za ¢im dal tim vys$im tlakem na vcelstva,
kterému pak mnohdy nejsou schopny celit, aipfes zasahy vcelafi hynou. Mezi nejvyznamnéjsi
faktory negativné ovliviyjici preziti vCel patii zmeéna klimatu, omezovani pfirozenych opylovacich
ploch a nizsi diverzita péstovanych plodin, ddle nadmérné pouzivani pesticidii a ptisobeni infek¢nich
onemocnéni a paraziti.

Infek¢ni a parazitarni onemocnéni v¢el dnes predstavuji mnohem zavazné€jsi problém nez
dfive. Stoji za tim vliv vySe zminénych environmentélnich a antropogennich faktort, ale také zejména
zavleCeni nemoci a parazitll ze zahranici, proti kterym nejsou lokalni populace odolné a vyslechténi
neagresivnich linii v¢el s vysokou produkei medu, které jsou ale citlivé zejména vii¢i parazitim. Svou
roli pak hraje i vyssi intenzita chovu vcel, diky které se mohou parazité a patogeny sndze a rychleji
Sifit.

Proti patogentim a parazitim maji véely vyvinuty imunitni a fyziologické mechanismy nejen
na individualni Grovni, ale i celého vcelstva (tzv. socialni imunita). U v¢el byly stejné jako u jinych
zivo€ichll véetné Cloveka zjistény genetické polymorfismy, které mohou pozitivné ovlivnit imunitni
a fyziologickou odpovéd’ a piinést zvySenou odolnost nebo Uplnou rezistenci vii¢i onemocnénim
a parazitim. Cilem Slechténim vcel s témito pfinosnymi genetickymi variantami je vytvofit odolné
linie, které mohou lépe obstat v soucasnych podminkach a prispét tim ke snizeni thynt véel.

V CR zatim nebyl vyskyt téchto polymorfismii dostateéné zmapovan. Proto navrhované
certifikované metodice predchazelo mapovani vyskytu vybranych polymorfizm v kandidatnich
genech v reprezentativnim vybéru z Ceskych populaci véely. K tomuto ucelu byla vybrana metoda

Sangerova sekvenovéni. Ziskand data byla vyhodnocena apouzita k vybéru nejvyznamnéjsich

a nejvhodnéjsich SNP do této certifikované metodiky.
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2.1 Véela medonosna

Véela medonosna (A4pis mellifera) patiti kiadu blanoktidlych (Hymenoptera). Je to
nejdokonalejsi druh celedi veelovitych (4pidae) i rodu vcela (Apis). V soucasné dobé je rozsifena po
celém svété. Jednotlivé poddruhy vcel se mezi sebou geneticky lisi. Tento rozdil je zptisoben zejména
rozdilnymi pfirodnimi podminkami (nadmotskou vyskou, vzdalenosti od vodnich ploch, ptipadné

i vyskytem pousti).

V roce 2006 byl precten genom vcely medonosné. Tento genom je rozdélen na dvé hlavni
casti. Jadernda DNA nese genetickou informaci, je uspofddana do chromozomt (32 chromozomu
u délnic, 16 chromozomil u trubcti). Mitochondrialni genom je lokalizovan mimo bunééné jadro a jeho

studium napomahd porozuméni evoluci v€ely medonosné.

2.2 Onemocnéni véely medonosné

Dospélé vcely a vceli plod napada Sirokd Skala virovych, bakterialnich a fungélnich patogent
a jednobunéénych i mnohobunéénych paraziti. Onemocnéni vcel se li§i svou zdvaznosti pro
jednotlivee ipro celé veelstvo. Je to ¢asto kombinace n€kolika onemocnéni a parazit, v kombinaci

s environmentalnimi faktory, co zptisobi Uplny kolaps vcelstva (Steinhauer et al. 2018).
U vcel mizeme rozlisit 4 typy zdroje onemocnéni: virova, bakterialni, fungalni a parazitarni.

2.2.1 Virova onemocnéni

Uvadime nejvyznamnéjsi zastupce virti zptisobujici onemocnéni u vcel (Chen et al. 2007, Gisder et al.

2017, McMahon et al. 2018, Prochazkova et al. 2020).

Virus: virus deformovanych kiidel (deformed wing virus, DWW)
Klasifikace: Celed Iflaviridae (¥ad Picornavirales). Neobaleny, +ssRNA, pramér 30-40 nm,

ikosahedralni symetrie

24

vyskyt (s vyjimkou Oceanie). Typické symptomy — zmenSena, pomackana kiidla, mensi vzrast
a depigmentace. Vyznamné snizuje délku zivota dospélych véel. Postihuje i plod. Virus vyuziva
roztoCe V. destructor jako vektor, a v pritomnosti kleStika ma virus vyznamné zvysenou virulenci,
ale mize se $ifit i bez néj (horizontalné i vertikaln¢).

Virus: virus pytlickovitého plodu (sacbrood virus, SBV)

Klasifikace: Celed’ Iflaviridae (fd Picornavirales). Neobaleny, +ssRNA, primér 30-40 nm,

ikosahedralni symetrie

Popis: Celosvétovy vyskyt. Nakazena délnice pfenasi virus potravou na plod. Larva se nezvladne
zakuklit a ziskava bledy, nazloutly a pytlickovity vzhled. Dé¢lnice se nasledné nakazi pti
odstranovani plodu zbunky. Vyskyt SBV byl vy$§i u vCelstev napadenych varroazou, ale

V. destructor zatim nebyl potvrzen jako vektor.



Ales Knoll a kol. (2024) Metodika hodnoceni diverzity jednonukleotidovych polymorfismii (SNP) v kandidatnich genech rezistence viici

infekcnim onemocnénim u véely medonosné

Virus: virus akutni paralyzy vcel (acute bee paralysis virus, ABPV)
Klasifikace: Celed’ Dicistroviridae (t4d Picornavirales). Neobaleny, +ssRNA, pramér 30-40 nm,

ikosahedralni symetrie

Popis: Virus je Siroce rozsifeny, vyskytuje se i v Evrop€. Napadd dospélce i plod. Pienos pies slinné
zl4zy nakazenych véel. Infikované vcely, u kterych se projevi paralyza, nejsou schopny letu a po
kratké dobé hynou. Mortalita larev je vysokd, bud’ hynou pied zavickovanim, nebo se méni ve
zdanlivé zdravé infikované dospélce. Kolonie jsou na prvni pohled zdravé. V kombinaci s V.
destructor mize ABPV zpisobit nahly kolaps vcelstva. ABPV tvoii komplex s dvéma blizce
pfibuznymi viry — virem izraelské akutni paralyzy vcel (IAPV) a kaSmirskym virem (KBV).

Virus: virus ¢ernani mate¢niki (black queen cell virus, BQCYV)

Klasifikace: Celed’ Dicistroviridae (tad Picornavirales). Neobaleny, +ssRNA, prumér 30-40 nm,
ikosahedralni symetrie

Popis: Jeden z nejvice rozsifenych virt v€el. Napadad zejména larvy a kukly kraloven, ale i dospélé
délnice, které jej nasledné prenasi svymi sekrety. Napadené larvy ziskavaji bledé zlutou barvu
a pytlickovity charakter, podobné jako u ndkazy SBV. Infikované kukly tmavnou a rychle hynou,
charakteristickym symptomem je z¢ernani mate¢niku. ZvySend virulence BQCV je asociovana

s nosemoézou (zvysuje nachylnost k ndkaze). Spekuluje se o roli V. destructor coby vektoru.

Virus: virus chronické paralyzy vcel (chronic bee paralysis virus, CBPV)
Klasifikace: Nejasna klasifikace (ptibuzny s ¢eledémi Nodaviridae a Tombusviridae). Obaleny, dvé

+ssRNA molekuly.

Popis: S vyjimkou J. Ameriky vyskyt po celém svété. CBPV napada dospélé vcely. Pienos blizkym
kontaktem. Infikované vcely hynou nékolik dnl po projeveni ptiznakid. CBPV zpisobuje dvé
formy paralyzy, obé mohou byt pfitomny v napadené populaci. Prvni anejbézngjsi je
charakterizovana tfesem, ataxii, neschopnosti letu, nafouklym zadeckem a vymknutymi k¥idly. Pro

druhou formu je typické to, ze postizené vcely jsou lysé, tmavého zbarveni a jsou schopny letu.

Mezi dal$i viry napadajici véely se fadi Kakugo virus ({flaviridae, ptibuzny s DWW), virus
pomalé paralyzy vcel (slow bee paralysis virus, SBPV, [flaviridae), Lake Sinai virus (LSV,
Secoviridae) a cloudy wing virus (nejasné zarazeni, Picornavirales) (Chen et al. 2007, Gisder et al.

2017, McMahon et al. 2018).

2.2.2 Bakterialni onemocnéni

Nejvyznamnéjsi bakterialni onemocnéni véel uvadime nize (Forsgren 2010, Ebeling 2016, Applegate
2016).

Onemocnéni: mor véeliho plodu (American foulbrood)
Pivodce: Paenibacillus larvae
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Popis: Paenibacillus larvae je G+ bicikata sporulujici tyCinka a vysoce specializovany patogen, ktery
napada pouze vceli plod. Zptsobuje stifevni onemocnéni zvané mor vceliho plodu. Toto
onemocnéni je celosvétove rozsifené. Pouze spory P. larvae jsou infekéni. Ty §ifi délnice pies
kontaminovanou potravu. Spory germinuji ve stfevech, kde se bakterie rozmnozuji, nasledné
pronikaji do hemolymfy a celého téla a larva hyne. Bakteridlni protedzy poté rozlozi a rozpusti
larvu a vznika usychajici pachnouci ptiskvar plny infekénich spor. Ndkaza morem vceliho plodu je

velmi vazna a miize vést az ke kolapsu vcelstva.

Onemocnéni: hniloba véeliho plodu (European foulbrood)

Ptvodce: Melissococcus plutonius

Popis: Siroce rozsifené bakterialni onemocnéni hniloba véeliho plodu je primarng zptsobeno infekei
G+ nesporulujici bakterie M. plutonius, ktera stejné jako P. larvae napada vceli plod. Sekundarnimi
ptvodci mohou byt Achromobacter euridice, Enterococcus faecalis a Paenibacillus alvei. Pienos
a infekce probihaji podobn¢ jako u moru véeliho plodu. Napadené larvy jsou Casto deformované
a ve zkroucené pozici a po rozlozeni vytvoii pachnouci priskvar podobajici se moru véeliho plodu.
M. plutonius ne vzdy vyvolava infekci, Casto se vyskytuje u zdravych vcelstev a v larvach mutze
prezivat bez vyvolani symptomi. Kolapsy vcelstev jsou vzacné, infekce vétSinou vypukne pod

vlivem rtznych stresorti v kolonii (podvyziva, dalsi infekce).

2.2.3 Fungalni onemocnéni

Vyznamné fungalni nakazy vcel (Evison et al. 2018, Asif-Azis et al. 2024):

Onemocnéni: zvapenaténi plodu (chalkbrood)

Piivodce: Ascosphaera apis

Popis: Askosferoza neboli zvapenaténi plodu je invazivni mykdza napadajici plod, zptisobena Siroce
roz§itenou plisni A. apis. Spory se $ifi kontaminovanou potravou a germinuji ve stfevech larvy, kde
maji idealni podminky (vysoka koncentrace CO»). Hyfy poté prorostou larvou a nasledné ji zahubi.
Na kutikule se vytvori spory obsahujici sporocysty schopné prezit az 15 let. Usmrcené larvy se

postupné scvrknou a nasledné dochazi k mumifikaci s charakteristickou kiidovitou strukturou.

Onemocnéni: zkamenéni plodu/aspergiloza vcel (stonebrood)

Pivodce: Aspergillus spp.: Aspergillus flavus, A. fumigatus, A.niger, A. nominus, A. oryzae,
A. phoenicis

Popis: Zpusob S$ifeni a pribéh infekce se u aspergilozy velmi podobaji tém, které se vyskytuji
u zvapenaténi plodu. Na rozdil od Ascosphaera apis jsou ale zastupci rodu Aspergillus pouze
oportunistickymi patogeny a primarné jsou to saprofyté. Dal§im vyznamnym rozdilem je to, Ze
kromé plodu byvaji aspergilozou infikovany i dospélé véely. Infekce A. spp. jsou pouze sporadické,

napadaji oslabena vcelstva.

Onemocnéni: nosemoza
Piivodce: Nosema apis, Nosema cerenae
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Popis: Nosema spp. jsou jednobuné¢ni obligatni intracelularni parazité ze skupiny mikrosporidii (dnes
fazeny mezi Fungi). Nosemdza je stievni onemocnéni dospélych vcel, které vyznamné narusuje
jejich travici systém. Nosemoza se déli na dva typy. Infekce nosemoézou A (N. apis) vede k zanétu,
prijmu a/nebo zacpe, problémim s piijimanim potravy a naruSeni metabolismu proteind. Infekéni
spory se §ifi vykaly. Noseméza C (N. cerenae) se projevuje zejména asymptomaticky a vyznamné
naruSuje imunitni systém, metabolismus a chovani. Diive se objevuje chovani typické pro starsi
vcéely, véely Castéji opousti Ul a vice vykazuji zvySenou miru riskantniho/rizikového chovani, je

snizena péce o plod, a méné zasob v Ulu. U vcel je také vyrazn€ zkracena délka zivota.

2.2.4 Parazitarni onemocnéni

Vyznamni parazité v€ely medonosné (Garrido-Bailon et al. 2012, Goblirsch et al. 2018, Applegate et
al. 2020, Traynor et al. 2020, Asif-Azis et al. 2024):

Onemocnéni: varroaza

Pivodce: klestik zhoubny (Varroa destructor), v mensi mite klestik Jakobsoniv (Varroa jacobsoni)

Popis: Varroa je ektoparazit napadajici plod idospélce, Zivici se tukovym téliskem (fat body —
ekvivalent jater). Zivotni cyklus klestika ma dvé faze. Bhem foretické fize jsou samicky
prichycené na dospélych vcelach, coz jim umoznuje se Sifit v ramci vCelstva i mezi veelstvy. Pii
vhodné prilezZitosti se v¢ely pusti a vnikne do plodové bunky s larvou. Reprodukéni faze probiha
uvniti zavickované bunky, kdy samicka naklade 5-6 vaji¢ek — nejprve 1 haploidni sam¢i vajicko
a poté kazdych zhruba 30 hodin samiéi vajicko. Po vylihnuti a nékolika svlékanich jsou mladi
rozto¢i pohlavné zrali a pafi se mezi sebou. Samecci nasledné umiraji, oplodnéné samicky vylézaji
z bunky spolu s dospélou véelou a dokoncuji tim vyvojové cyklus. Celosvétové dnes varrodza
predstavuje hlavni riziko pro zdravi vcel. Bez oSetfeni vCelstvo napadené varrodzou béhem
nekolika let kolabuje — vlivem celkového oslabeni véelstva, mensim poctem vcel na zac¢atku zimy
a vlivem klestikem pfenasenych vir. Na ochranu pted varroazou se pouzivaji postiiky prirodnich
i syntetickych akaricidi. Dal$im opattenim proti V. destructor je vytezavani trubciho plodu, ktery
je varrodzou napadan nejcasté;ji.

Onemocnéni: akarapidéza

Puvodce: rozto¢ik véeli/tracheal mite (Acarapis woodi)

Popis: 4. woodi je obligatni vnitini parazit respiraéniho systému véel. Zivi se hemolymfou a je
vektorem pro véeli viry. Dopad akarapiddzy zavisi na poctu tracheji. Rozto¢ zptuisobuje mechanické
poskozeni vzdusnic aléze, obstruuje dychaci cesty a oslabuje véelu sanim hemolymfy.

Akarapidéza ma globalni vyskyt a vyznamné zvysuje mortalitu véel, zejména v zimnim obdobi.
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2.3 Geny a SNP spojené s odolnosti viici infekcim a parazitiim

2.3.1 Geneticky vyzkum odolnosti u véely medonosné

Z dosavadnich studii vyplyva, Ze odolnost vcel vic¢i infekénim onemocnénim a parazitim
determinuji a ovliviiuji geny, které hraji roli vimunitnim systému, hygienickém chovani
a fyziologickych mechanismech, které mohou regulovat pfitomnost arozmnozovani patogent
a parazitd. Pfi hledani kandidatnich geni a jejich polymorfismi proto byla zaméfena pozornost prave
na geny pro vyse uvedené znaky. Kandidatni geny jsou geny, u kterych se na zdkladé védeckych
poznatkli z fyziologické a biochemické funkce, zjiSténi ujinych druhG zvifat a/nebo poznatki
o diferencialni expresi piedpoklada, ze mohou ovliviiovat zkoumané znaky. Neni ale zatim prokazano,

ze tomu tak opravdu je, a jsou proto pfedmétem detailniho vyzkum.

Ve védecké literatufe jiz existuje n€kolik publikaci popisujicich SNP ve vcelim genomu
potencialn spjaté sodolnosti vi¢i nemocem aparazitim. Uroven asociace mezi danym
polymorfismem a fenotypovym projevem (zvySenou odolnosti/rezistenci) se mezi provedenymi
studiemi liSila na zakladé zvoleného postupu a metodiky. Nejvétsi spolehlivost by mély mit ty SNP,
u kterych byla souvislost prokdzana pomoci asociacni studie — pii srovnani odolnych a citlivych
jedinct by pouze odolni jedinci méli byt nositeli daného polymorfismu/mutace. Tuto metodu pouzilo
nékolik studii, které zjisStovaly a srovndvaly polymorfismus v mensim poctu genti mezi larvami nebo
dospélci s citlivym nebo odolnym fenotypem vici dané chorobé/parazitovi (Haddad et al. 2016, Liu et
al. 2016, Spotter et al. 2016, Broeck et al. 2019, Conlon et al. 2019, Kim et al. 2019, Texeira et al.
2021, Sepehri et al. 2023). Takto identifikovanad SNP by méla vykazovat velkou miru spolehlivosti, co
se tyCe asociace se zkoumanym znakem a jsou tedy potencidlné vhodné pro sekvenacni analyzy,
zjisténi frekvence v Ceské populaci a k pfipadnému zatazeni do findlni metody pro genotypizaci.
Spolehlivost a vérohodnost SNP Ize zvysit, pokud se zarovein provede i zjiSténi irovné genové exprese
(Conlon et al. 2019, Lefebre et al. 2024a, Texeira et al. 2021). Dal§im moznym postupem pouZitym
k nalezeni kandidatnich SNP je srovnani celogenomovych dat a vytvofeni metodiky pro analyzu
nékolika desitek az stovek vybranych polymorfismii v mnoha genech. Tento pfistup vyuzili Henriques
et al. (2021) ke zjisténi diverzity v imunitnich genech. Pomoci bioinformatickych nastrojii analyzovali
35 782 SNP ze 123 genomu napfi¢ hlavnimi evolu¢nimi liniemi vcely medonosné a vyselektovali 91
(v 89 genech) snejvétsim potencidlem pro navazujici metodiku. Tato metoda naro¢na na
bioinformatickou analyzu dokazala zjistit velky poc¢et SNP v mnoha genech, ale jejich spojitost
s odolnosti je nejistd, mohou byt vybrany pro sekvenaci, ale s niz8i prioritou. V budoucnu ale bude
mozné zjistit jejich vztah pomoci asociacnich studii zkoumajici genotyp nebo troven genové exprese.
Problémem vybéru kandidatnich gent je vSak to, Ze zahrani¢ni autofi pouZili pro své studium casto

jiné poddruhy véel nez ten, ktery je prevazujici v Ceské republice, tzn. A.m.carnica (Knoll et al. 2024).
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2.3.2 Imunitni geny

SNP v genech zapojenych do imunitniho systému mohou mit pozitivni vliv na imunitni
odpovéd’ atim zvysit odolnost vici infekénim onemocnénim, coz muze vést k mensi zatézi pro
populace vcel. Doposud byly nalezeny kandidatni polymorfismy v nékolika imunitnich genech, a to
konkrétné v pracich Henriques et al. (2021) a Haddad et al. (2016). Do této skupiny kandidatnich geni
patii: Dscam?2, Abscam (rodina Dscam), Domeless (transmembranovy receptor v draze JAK/STAT),
Fibrillin2/Eater-like, cact-2 (cactus-2, inhibitor TF v drahach Toll a Imd), Bsk (basket, kinaza v JNK
draze), Stat92E (TF v draze JAK/STAT), PGRP-LC (PRR v draze Imd) PGRP-S1/52 (PRR v draze
Toll), Dorsal-2 (pravdépodobné TF v draze Toll), Ago-2 (argonaut-2, RNAi), fosfolipaza A2
(eikosanoidova signalizace, iniciace nodulace), Nimrod C2 (fagocytodza), Relish (TF v draze Imd)
a nékolik zastupcii gend kodujici proteiny ze tiidy Toll receptord a serinovych proteaz (Henriques et

al. 2021, Haddad et al. 2016).

2.3.3 Geny asociované s hygienickym chovanim

Transkriptomické studie zkoumajici vztah mezi genovou expresi a hygienickym chovanim v reakci na
napadeni varrodzou (VSH — varroa specific hygiene) zjistily kandidatni geny s potenciadlnim vlivem na
tento obranny mechanismus. Jedna se zejména o geny kodujici proteiny zapojené do neurogeneze,
axonalniho rustu, tvorby synaptickych spojeni, citlivosti k senzorickym podnétim a navéazani/detekce
pachovych molekul (Navajas et al. 2008, Le conte et al. 2011, Tsuruda et al. 2012, Mondet et al.
2015). Navazujici vyzkumy se poté soustiedily na vyhledani polymorfismu s pozitivnim vlivem na
VSH u vybranych genii z této skupiny. Mezi tyto geny patii Abscam (méa potencialni funkci i ve vyvoji
nervového systému), Syn2 (syntrophin 2, nervova Cinnost, nervosvalovad ploténka), bent (svalova
¢innost), Pka-Cl (cAMP-dependentni protein kinaza, vyskyt vnervovém systému, Norpa2
(potencialni ¢ichovy receptor), beta-Spec (beta podjednotka spektrinu — rst axonl), gro (groucho,
inhibitor transkripce), futsch (protein asociovany s mikrotubuly, role v neurogenezi), Dhc64C (t€zky
fetézec dyneinu, nervova cinnost), sidekick (umoziuje bunécnou adhezi), titin (soucast svalového
vlakna), elf3-s10 (podjednotka inicidtoru translace, pug (GCast v syntéze folatt) a /mpL3 (L-laktatova
dehydrogenaza) (Spotter et al. 2012, Haddad et al. 2016, Kim et al. 2019, Texeira et al. 2021 Sepehri
et al. 2023).
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2.3.4 Geny asociované s mechanismem potlaceni reprodukce varroizy (SMR -
suppresed mite reproduction)

Ptikladem obranné fyziologické odpovédi u vEely medonosné je plodem potlacena reprodukce roztoci
varroazy (SMR — suppresed mite reproduction) pozorovana Locke et al. (2012). Broeck et al. (2019)
identifikovali 8 SNP spojenych stimto znakem u odolnych vcel zostrova Gotland. Asociace
s fenotypem u téchto polymorfismt byla potvrzena Lefebre et al. 2024a a vyskyt a alelové frekvence
zmapovany Lefebre 2024b). Nekteré z téchto polymorfismtli se nachazi v genech ovliviijici produkei
plodovych feromont a detekci pachti. Ve své praci navrhli hypotézu, ze potlaceni reprodukce varroazy
by mohlo byt zpisobeno nemoznosti samice roztoce detekovat plodové feromony diky jejich snizené
produkci, coz by vedlo k zabranéni oogeneze. Detekce feromond délnicemi by zlistala zachovana diky
vyssi citlivosti na n€. Podobny mechanismus popisuji i Conlon et al. (2019). U odolnych kolonii
v Toulouse se jim podafilo detekovat tii polymorfismy pfimo spojené s potlacenim reprodukce
varroazy ato v genu mblk-1. Exprese tohoto genu je fizena ekdyzonem a spolu s nim se dostava do

téla roztoce, kde potencialné ovlivituje jeho reprodukci (Conlon et al. 2019).
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3 Vyvoj metodiky

3.1 Ziskani dat pro vybér kandidatnich genii

V prvni fazi bylo osekvenovano 51 SNP u testovaci sady vzorkli. Z tohoto souboru byly
nasledné do metodiky podle kvality sekvenci, stupné asociace s fenotypem a alelové diverzity
selektovany ty nejvhodnéjsi. Pivodné bylo pro metodiku vybrano 15 SNP (Tab. 1), dva byly pro
nizkou kvalitu amplifikace vytazeny (FIBR2 a AMBS). Zbylych 13 bylo pro PCR analyzu rozfazeno

do ti multiplexii na zaklad¢ vzajemné kompatibility (Tab. 2).
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Tab. 1 Piehled genti a SNP analyzovanych pfi vyvoji metodiky (autoii)

Ales Knoll a kol. (2024) Metodika hodnoceni diverzity jednonukleotidovych polymorfismit (SNP) v kandidatnich genech rezistence viici infekcnim onemocnénim u véely medonosné

Oznaceni

SNP Chromo Pozice Pozi- )
Oznaceni NCBI Nazev genu (zkratka) . | RefSNP Amel_HAv3 | SNP Typ SNP tivni Znak Zdroj
v metodic -zom
o 1/Amel_4.5 alela

GB46564/ Ankyrin-3 (Ank3) ANK3 rs451991 | LG4 9970541/ TIC Synonymni C Imunitni systém Haddad et al.
LOC409051 56 9064698 2016
GB49223/ microtubule-associated protein | FUTSCH | rs883050 | LG7 3779983/ G/A | synonymni A Varroa sensitive hygiene (VSH) Haddad et al.
LOC725131 futsch 117 4351507 2016
GB11211/ uncharacterized protein STK1 rs118072 | LG3 11807235/ CIT Synonymni C Suppresed mite reproduction Broeck et al.
GB47018/ LOC724886 isoform X2 35 11110284 (SMR) 2019
LOC724886
LOC113218862 uncharacterized AMB6 - LG6 2816682/- T/IC v IncRNA C Varroa sensitive hygiene (VSH) Spétter et al.

LOC113218862 2016
GB53340 Spectrin beta chain isoform X1 BETAS1 | rs701639 | LG9 11461121/ TIG Synonymni T Suppresed mite reproduction Broeck et al.

(beta-Spec) 8622 10138359 (SMR) 2019
GB49098 Early gene at 23 (E23) AMB1 rs445290 | LG3 3646748/321 | T/C VvV exonu C Varroa sensitive hygiene (VSH) Spétter et al.

83 9982 2016

GB45248/ C-type lectin 2 (CTL2) CTL2 rs881621 | LG11 14820214/ AIG nesynonymni | nepro- | Imunitni systém Henrigues et al.
LOC410154 875 13081306 (Val/Lys) kéazana 2021
GB51019/ kinase D-interacting substrate KIDINS | rs882879 | LG14(H | 5507078/ G/A | synonymni A Varroa sensitive hygiene (VSH) Haddad et al.
LOC409177 of 220 kDa/Ankyrin repeat-rich 128 Av3.1)/L | 11497759 2016

membrane spanning (Arms) G10(4.5)
GB45427 kruppel homolog 1 (Kr-h1) KRH1 rs452056 | LG6 16506998/ AIG Synonymni G Varroa sensitive hygiene (VSH) Haddad et al.

34 16702313 2016

GB17622/ Mucin-12 isoform X1 MUC1 rs884078 | LG1 24214744/ AIG synonymni G Suppresed mite reproduction Broeck et al.
LOC412088 745 26238077 (SMR) 2019
GB48382/ Solute carrier family 22 SOLC rs701732 | LG10 6509050/ G/A | synonymni nepro- | Suppresed mite reproduction Broeck et al.
LOC408302 member 21 7617 6310327 kdzdna | (SMR) 2019
GB53345/ Uncharacterized protein HRP1 rs882600 | LG9 11542136/ A/G nesynonymn | A Suppresed mite reproduction Broeck et al.
LOC100578770 LOC100578770 476 10054755 i (Met/Val) (SMR) 2019
GB55208/ Major royal jelly protein MRJP5 rs882017 | LG11 2292265/ CIT v intronu C Odolnost vici Ascosphaera apis Liu etal. 2016
GB10622 5 (Mrjp5) 294 2587245 (zvapenaténi plodu)
- AMB-01079196 (ozna¢eni SNP | AMB5 rs701198 | LG5 1036781/ AIG intergenni G Varroa sensitive hygiene (VSH) Spotter et al.

v publikaci), vyfazen 6793 361830 2016
GB50508/LOC72 | fibrillin-2/eater-like, vyfazen FIBR2 rs442759 | LG15 5255693/ A/G nesynonymni | nepro- | Imunitni systém Henriques et al.
4421 15 5300115 (Gly/Asp) kéazana 2021
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3.2 Charakteristika vybranych genii obsahujicich kandidatni SNP

3.2.1. SNP spojené s imunitnim systémem

Z vybranych SNP je s funkci imunitniho systému asociovano nesynonymni SNP v genu C7L2
(A/G, Met/Lys) zjistény Henriques et al. 2021 asynonymni polymorfismus v genu Ank3 (T/C)
popsany Haddad et al. 2016. U genu C7TL2 se pfedpoklada funkce rozeznavani patogenti — PRR a byla
unéj zjisténa diferencialni exprese pfi infekci virem IAPV (Galbraitth et al. 2015). Zminény SNP
v tomto genu by mohl mit vliv na imunitni odpovéd’ viici tomuto viru, nicméné asociacni studie nebyla
provedena. Gen Ank3 (podle publ. Ank2, v Genebank uvedeny jako Ank3) se podili na funkci imunitni
drahy NFkb a kandidatni SNP v tomto genu se vyskytuje u vici patogeniim a rozto¢im odolngjsiho
poddruhu A.m.syriaca (Haddad et al. 2016). Studium diverzity téchto polymorfismi ma vyznam pfti
zjisStovani genetickych rozdilti mezi v€elami s riznou mirou rezistence vici infekénim onemocnénim

Casto pfenasSenymi Varroa destructor.

3.2.2 SNP spojené s hygienickym chovanim

Do metodiky bylo vybrano 5 SNP spojenych s hygienickym chovanim vii¢i varroaze (VSH),
funkce téchto genti souvisi s vyvojem a spravnou funkci nervového systému a smyslovych organi.
Polymorfismy v genech futsch (C/T, synonymni), arms (G/A, synonymni) a Kr-k/ (synonymni, A/G)
byly zjistény u odolného poddruhu A4.m.syriaca (Haddad et al. 2016). Dale byly na zakladé vysledki
sekvenace zvoleny 2 SNP zkoumané Spotter et al. 2016. U téchto dvou polymorfismi byla v asociacni
studii zjiSténa silna spojitost s fenotypem. Jednd se o SNP oznacované AMB-00457689 (AMBI,
T/C podle Genebank vexonu genu E23, neni znam Ccteci rdmec) a AMB-00745078 (AMBO6,
T/C, podle Genebank v lokusu pro IncRNA LOC113218862). Analyza téchto SNP miZe poskytnout
cenné poznatky vyskytu alel spojenych s hygienickym chovanim podminénou odolnosti vic¢i varroaze

a pomoci pii §lechténi odolnych populaci véely medonosné.

3.2.3 SNP spojené s potlacenim reprodukce varroazy

Z osmi kandidatnich SNP uréenych Broeck et al. 2019 pomoci asocia¢ni studie celoexomovych
dat bylo do metodiky zvoleno pét, konkrétné polymorfismy v genech LOC724886 (C/T, synonymni),
beta-Spec (T/G, synonymni), LOCI00578770 (A/G, nesynonymni, Met/Val), mucinl2 (A/G,
synonymni), a solute carrier family 22 member 21 (G/A, synonymni). U téchto SNP byla potvrzena
spojitost s mechanismem odolnosti vii¢i varroaze potlacenim reprodukce roztoce (SMR), konkrétné
vlivem puisobeni trub¢iho plodu (Broeck et al. 2019, Lefebre et al. 2024a). U genti obsahujici tato SNP
se predpoklada funkce v rozpoznavani pachovych molekul a produkci kutikularnich feromoni plodu —

snizené mnozstvi feromonti, na které je navazan reprodukéni cyklus klestika + zvysSena citlivost délnic
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pfi rozeznavani téchto feromonu. Zjisténim ptitomnosti t€chto variant bude mozné uréit potencial dané

populace pro Slechténi odolnych variant.

3.2.4 SNP v genu MRJPS5 — odolnost proti zvapenaténi plodu

Polymorfismus asociovany se zvySenou odolnosti vici zvapenaténi plodu (zplisobené plisni
Ascosphaera apis) popsali pomoci srovnani citlivych a odolnych larev a sekvenace Liu et al. (2016).
Jedna se 0 SNP v intronu genu Mrjp5, jehoZz vyskyt je spojeny s odolnym fenotypem u napadeného
plodu. Pfesna funkce genu Mrjp5 vsouvislosti se zvapenaténim plodu neni znamda, vzhledem
k funkcim pfibuznych proteinti se spekuluje 0 stimulaci imunitni odpovédi nebo inhibici ristu

patogenu (Liu et al. 2016).
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3.3 Sekvenace genti a vyhledani SNP

Ugelem sekvenaci kandidatnich SNP bylo posoudit jejich vhodnost pro navazujici metodiku, zejména
s ohledem na jejich vyskyt v ceskych populacich véely medonosné. Nejdiive bylo osekvenovano pro
kazdy SNP 12 vzorkl a po prvnim kole selekce bylo u vybranych polymorfismia osekvenovano dalsich
8 vzorkll. Z tohoto uzs§itho vybéru byly poté vybrany SNP pro metodiku. K sekvenaci byl pouzit
sekvenator a kapilarni elektroforéza Applied Biosystems GA 3500.

Pro dalsi analyzy jsme pfednostné vybirali 1 vzorky, kde byly heterozygotni genotypy.
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4 Vlastni popis metodiky

4.1 Sbér a uchovani vzorki

Po samotném odbéru mohou byt véely kratkodobé skladovany v lednici a v co nejkratsi dobé
doruCeny do laboratofe ke zpracovani. Pro dlouhodobé&jsi skladovani je vhodné vcelu uchovat
v etanolu pfi teploté -20 °C, poptipad€ jen pii teploté¢ -20 °C. Dilezité je se vyvarovat uchovani

vzorkll v prostfedi s vyssi vlhkosti a teplotou.

4.2 1zolace DNA
4.2.1 Vzorky véel

T¢lo v¢ely medonosné je slozeno zhlavy, hrudi, jednoho paru kiidel, tii pari nohou
a zadecku. Pro izolaci DNA byla pouzita hrud’, koncéetiny a kiidla. Hlava a zadeCek byly z divodu
potencialni kontaminace véeli potravou oddéleny a pro izolaci DNA nepouzity. Vybrané Casti téla
véely byly vlozeny do 1,5ml mikrozkumavky a pouzity pro analyzy DNA.
Pro ziskdni DNA nejvyssi kvality a kvantity byla vyzkouSena fada izolacnich technik, znich
nejlepsich vysledkii dosahovala izolace DNA pomoci Genomic DNA mini kit (Tissue) od firmy

Geneaid.

4.2.2 1zolace DNA pomoci chelexu

Extrakce DNA pomoci chelexu je velmi popularni metodou ve forenzni genetice, kde se
pouziva k izolaci DNA ze zaschlych krevnich vzorku tkani, vlasti a kosti. Tato metoda je velmi rychla
a pomérné levna. Velkou vyhodou je minimalni riziko kontaminace vzorku, diky tomu, Ze cely proces
probiha pouze Vv jedné zkumavce.

Chelex je pryskytice slozena ze styren-divinylbenzen kopolymeru (makromolekularni latka,
jeji molekuly jsou tvofeny nejméné ze dvou rtuznych monomerd) S parovymi iminodiacetatovymi
ionty. Tyto ionty pasobi jako chelatory, které vazou polyvalentni kovové ionty. Za alkalickych
podminek zvysuje chelex afinitu ke kationtim t&zkych kovii (Ca?*, Mn?* a Mg?"), coz ma pfi extrakci
velky vyznam, protoze tyto dvojmocné ionty mohou pii vysoké teplot¢ (95-100 °C) zpisobit
poskozeni DNA. Kromé toho chelataéni Mg?* ionty zplsobuji inaktivaci nukledzy (napt. DNazy
degradujicich DNA), coZ je pii izolaci DNA nezbytné, protoZze jsou Mg?" ionty nezbytné pro jejich
enzymatickou aktivitu.

Principem izolace je fyzickd homogenizace a nésledna destrukce a degradace bunéénych membrén,
proteinti a denaturace DNA za alkalickych podminek a vysoké teploty (95-100 °C). Dale se suspenze
centrifuguje, tak aby se oddélila pryskyfice azbytky bunécnych komponent od supernatantu
obsahujiciho DNA. DNA se muZze piimo pouzivat pro PCR amplifikaci, avSak je potfeba zamezit

kontaktu pryskyfice s PCR reakci, protoze samotny chelex je inhibitorem PCR.
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Pouzité pristroje a vybaveni:

sada automatickych pipet, jednorazové $picky, 1,5ml mikrozkumavky, pinzeta, ndzky,

vortex, centrifuga, termalni bloky, mikropestle (plastovy homogenizator)

Chemikalie:

10 % roztok chelexu

ddH,0

Proteinaza K (c = 20 mg/ml)
EtOH 96%

Pracovni postup:

nahfati termalnich bloka na 56 °C a 95 °C

do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat 50ul 10% roztoku chelexu (pouZijeme S$picku
s ustfizenym koncem, kterou cChelex pted odpipetovanim pomoci pipety promichame)
a pridat 50pul ddH20 (vysledna koncentrace chelexu je tak 5 %)

K ptipravenému 5 % roztoku chelexu piidat hrud’ véely medonosné s kiidly a koncetinami
a pomoci mikropeste zmohogenizovat

ke zhomogenizovanému materialu pridat 3ul Proteinazy K a vortexovat

inkubovat 30 min. pii 56 °C, kazdych 10 min protiepat

po inkubaci vzorek 10-15 s vortexovat

poté inkubovat 10 min. pii 95 °C

vortexovat 10-15 s

vzorky centrifugovat 5 min na maximalni rychlost centrifugy

vznikly supernatant pfepipetovat do Cisté 1,5ml mikrozkumavky

skladovat v -20 ° C

4.2.3 1zolace DNA pomoci NucleoSpin® Tissue od firmy Macherey-Nagel

Kizolaci DNA byla vyvinuta fada metodik v riznych modifikacich, napf. proteindzova

metoda, fenol-chloroformova extrakce, nebo tzv. kolonkova metoda. Podstatou této metody je

adsorpce DNA na silikdtovou membranu, jeji promyti a nasledné¢ uvolnéni do zkumavky. Prvnim

krokem je priprava biologického materialu, ze kterého bude DNA izolovana, ajeho pripadna

homogenizace. Déle za pomoci lyza¢niho pufru a proteinazy K dojde Kk vytvoreni lyzatu, ve kterém je

DNA uvolnéna z bunééného jadra. Vznikly lyzat je piepipetovan na kolonu se silikdtovou matrici. Pti

nasledné centrifugaci dojde k zachyceni, navazani DNA na silikat. V dalSich dvou krocich je DNA

promyvana a V poslednim kroku je ze silikatové matrice uvolnéna za pomoci eluéniho pufru. Takto

izolovanou DNA pouzijeme pro dal§i analyzy.
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Pouzité pristroje a vybaveni:

- sada automatickych pipet, jednordzové Spicky, 1,5ml mikrozkumavky, pinzeta, nizky,
skalpel, vortex, centrifuga, termalni bloky nebo termostaty, mikropestle (plastovy

homogenizator)
Chemikalie:

- souprava NucleoSpin® Tissue od firmy Macherey-Nagel — T1 lyza¢ni pufr, B3 lyza¢ni pufr,
BW promyvaci pufr, B5 promyvaci pufr, BE elu¢ni pufr, sbérné¢ zkumavky, NucleoSpin®
Filter zelené filtra¢ni kolony, proteinaza K, PB pufr k nafedéni proteinazy K

- 96 % ethanol

Pracovni postup:

- nahfati termalnich blokt na 56 °C a 70 °C

Priprava vzorku a lyze bunék

- do 1,5ml mikrozkumavky télo v¢ely bez hlavy a zade¢ku

- ptidat 180 pl T1 pufru, pomoci homogenizac¢ni ty€inky rozmeélnit

- ke zhomogenizovanému materidlu ptidat 25ul Proteindzy K a vortexovat
- inkubovat 2 h pii 56 °C, kazdych 10-15 min protiepat

- ptidat 200 ul B3 pufru, vortexovat

- inkubovat 10 min pii 70 °C

- ptidat 210 pl 96 % ethanolu, vortexovat

Navazani DNA na membranu

- premistit lyzat na NucleoSpin® Filter vloZzené do sbérné zkumavky

- centrifugovat 1 min/ 13 000 otacek pii laboratorni teploté

rrrrrr

umistit kolonu s navazanou DNA do ¢isté sbérné zkumavky

- ptidat 500 ul BW pufru

- centrifugovat 1 min/ 13 000 otacek pfi laboratorni teploté a vyprazdnit sbérnou zkumavku
- ptidat 600 pl BS pufru

- centrifugovat 1 min/ 13 000 otacek pii laboratorni teploté a vyprazdnit sbérnou zkumavku
Susent silikatové membrany

- centrifugovat 1 min/ 13 000 otacek pii laboratorni teploté

Eluce

- kolonu prenést do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky

- ptidat 100 pl BE pufru predehtatého na 70 °C

- inkubovat 1 min pfi laboratorni teploté

- centrifugovat 1 min/ 11 000 otacek pii laboratorni teploté

- kolonu odstranit
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- izolat skladovat v -20 ° C

4.2.4 1zolace DNA pomoci Genomic DNA mini kit (Tissue) od firmy Geneaid

Kizolaci DNA byla vyvinuta fada metodik v riznych modifikacich, napf. proteinazova
metoda, fenol-chloroformova extrakce, nebo tzv. kolonkova metoda. Podstatou této metody je
adsorpce DNA na silikatovou membranu, jeji promyti a nasledné uvolnéni do zkumavky. Prvnim
krokem je pfiprava biologického materidlu, ze kterého bude DNA izolovana, ajeho piipadnd
homogenizace. Déle za pomoci lyza¢niho pufru a proteinazy K dojde k vytvoieni lyzatu, ve kterém je
DNA uvolnéna z bunééného jadra. Vznikly lyzat je pfepipetovan na kolonu se silikatovou matrici. Pi
nasledné centrifugaci dojde k zachyceni, navazani DNA na silikat. V dal$ich dvou krocich je DNA
promyvana a V poslednim kroku je ze silikatové matrice uvolnéna za pomoci elu¢niho pufru. Takto

izolovanou DNA pouzijeme pro dal$i analyzy.

Pouzité pristroje a vybaveni:

- sada automatickych pipet, jednordzové Spicky, 1,5ml mikrozkumavky, pinzeta, nizky,
skalpel, vortex, centrifuga, termalni blok nebo termostat, mikropestle (plastovy

homogenizator)

Chemikalie:

- souprava Genomic DNA mini kit (Tissue) od firmy Geneaid — GT lyzaéni pufr, GBT lyzaéni
pufr, W1 promyvaci pufr, WASH promyvaci puft, elu¢ni pufr, sbérné zkumavky, GS Columns
filtra¢ni kolony, proteinaza K

- 96 % ethanol

- ddH20

Pracovni postup:

- nahfati termalniho bloku na 60 °C

Priprava vzorku a lyze bunck

- do 1,5ml mikrozkumavky télo véely bez hlavy a zade¢ku

- pridat 200 pl GT pufiru, pomoci homogenizacni ty¢inky rozmélnit

- ke zhomogenizovanému materialu pridat 20ul Proteinazy K a vortexovat
- inkubovat 2 h pti 60 °C, kazdych 10-15 min protfepat

- ptidat 200 ul GBT pufru, vortexovat

- inkubovat 20 min pii 60 °C

- ptidat 200 pl 96 % ethanolu, vortexovat

Navazani DNA na membrdnu

- pfemistit lyzat na GS Columns filtrani kolonu vloZzenou do sbérné zkumavky

- centrifugovat 2 min/ 13 000 otacek pfii laboratorni teploté
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- umistit kolonu s navazanou DNA do Cisté sbérné zkumavky

- ptidat 400 ul W1 pufru

- centrifugovat 1 min/ 13 000 otacek pii laboratorni teploté a vyprazdnit sbérnou zkumavku
- ptidat 600 ul WASH pufru

- centrifugovat 1 min/ 13 000 otacek pii laboratorni teploté a vyprazdnit sbérnou zkumavku
Suseni silikatové membrany

- centrifugovat 3 min/ 13 000 otacek pii laboratorni teploté

Eluce

- kolonu ptenést do €isté do Cisté 1,5ml mikrozkumavky

- pridat 100 pl eluéniho pufru predehtatého na 60 °C

- inkubovat 5 min pfi laboratorni teploté

- centrifugovat 1 min/ 13 000 otacek pii laboratorni teploté

- kolonu odstranit

- izolat skladovat v -20 ° C

4.3 Ovéreni kvality izolované DNA pomoci agardézové gelové elektroforézy

Gelova elektroforéza stale patii mezi nejpouzivangjsi techniky pro vizualizaci a kontrolu
kvantity izolované DNA. Jeji princip spoéiva v elektroforetické separaci nabitych molekul
v elektrickém poli. Molekuly DNA (zaporny naboj) putuji v elektrickém poli k anodé¢ (kladné
nabitému poélu) a tim Se rozd€luji podle velikosti. Matrici pro gelovou elektroforézu je gel, prostorova
sit’ polymerovych vlaken, kterd funguje jako molekularni sito. Pii prichodu gelem dochdzi mezi
molekulami nukleové kyseliny a siti polymeru ke tfeni. VEts$i molekuly se pohybuji gelem pomaleji,
jelikoz jejich tfeni je vétsi. Mensi molekuly tedy putuji rychleji. Takto se molekuly nejen separuji,
tiidi, ale i vizualizuji.

Vizualizace nukleovych kyselin je mozna diky ptidanému vizualizaénimu barvivu, které se
vmezeti (interkaluje) mezi sousedni pary bazi v DNA. Tim dojde k vytvofeni komplexu, ktery po
osvétleni UV zafenim fluoreskuje.

Gel pro agardézovou gelovou elektroforézu je tvoten agardzou, precisténym polysacharidem
z mofiskych fas rodt Gelidium nebo Gracilaria. Tento gel je vhodny pro separaci molekul nukleovych
kyselin o velikosti 100 bp az 50 kb. Jedna se 0 horizontalni typ elektroforézy.

PouzZité pfistroje a vybaveni:

- sada pipet + Spicky
- vanicka na gel + hiebinek (nejlépe na 14 jamek)
- Erlenmeyerova kadinka

- elektroforetickd vana s anodou, katodou
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externi zdroj stejnosmérného napéti

laboratorni vahy

odmérny valec

mikrovlnna trouba

Chemikalie:

izolovana DNA

hmotnostni standard

agardza

1x TBE pufr

vizualiza¢ni barvivo Good View II

nanaseci pufr: 40% sacharoza, 0,25 % bromfenolova modf

velikostni standard, zde napt. 1kb Ladder (500-10,000 bp), Thermo Fischer Sc., k.¢.

SMO0311

Pracovni postup:

ptipravit 1,5 % agarézovy gel:

do Erlemeyerovy banky navazit 1,5 g agarozy

ptidat 100ml 1x TBE pufru

v8e rozvafit v mikrovinné troub¢, dokud neni roztok ¢iry

ptidat 2,8 pul vizualizaéniho barviva Good View II, fadné promichat
nalit do pfipravené vanicky s hfebinkem

odstranit pripadné vzduchové bubliny

nechat ztuhnout pfi laboratorni teploté

vlozit agarozovy gel do elektroforetické vany naplnéné 1x TBE pufrem

do vzniklych jamek nanést 5 ul z kazdého izolatu DNA smichaného s 1l nanaseciho pufru

do prvni a posledni jamky napipetovat hmotnostni standard

k elektroforetické vané pripojit zdroj elektrického napéti

na zdroji nastavit napéti 130 V a dobu 30 min

vyfotografovat gel pod UV svétlem v dokumenta¢nim zatizeni

Pii piipravé agarézového gelu s TBE pufrem je vhodné pracovat v digestofi a pouzivat ochranné

rukavice.
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4.3.1 Vysledny elektroforetogram izolované DNA
Kwvalita a kvantita DNA izolované pomoci Genomic DNA mini kit (Tissue) od firmy Geneaid

byla ovéfena pomoci agardzové gelové elektroforézy (Obr. 1).

| M1kb | A2341 | A2342 | A2343 | A2344 | A2345 | A2346 | A2347 | A2348 |

Obr. 1 Vysledny elektroforetogram izolované DNA (2% gel; 130 V; 25 minut)

4.4 Multiplex PCR

Zakladni metodou molekularni biologie je PCR, polymerazova fetézova reakce (polymerase
chain reaction). Je to reakce, pfi niZz pomoci cyklicky se opakujicich krokd dochazi
k enzymatické amplifikaci dané zkoumané sekvence. Amplifikovanou sekvenci ohraniéuji specificky
navrzené oligonukleotidy, primery. Metoda PCR zahrnuje tii kroky, které se cyklicky opakuji. Prvnim
z nich je denaturace, kdy je genomova DNA zahtata na 96 °C a tim je dvouSroubovice rozpletena.
V dalsim kroku, annealingu, dochazi k nasedani (hybridizaci) specifickych oligonukleotidi, primert,
pii snizeni teploty na 50-60°C. Nasleduje elongace pii 70-72 °C, kdy enzym DNA-polymeraza
syntetizuje nové fetézce. Nove vzniklé fetézce DNA slouzi jako templat v nasledujicich cyklech,
reakce je exponencialni. PCR probiha in vitro v termocykleru.

Metoda PCR ma Siroké vyuziti a mnoho variant. Jednou z nich je mnohonasobna (multiplex)
PCR. Tato varianta umoznuje amplifikovat n€kolik usekit DNA soucasn¢é beéhem jedné reakce. Pocet
vyslednych amplikond zavisi na poctu parG primerti piidanych do reakéni smési. Vyhodou této

varianty je zejména uspora ¢asu a nakladi na reakci.

Pro analyzu genetické variability bylo vybrano 13 SNP (viz. Tab. 2), u kterych byla prokazana

dostatecna variabilita @ vyznamnost, zejména tykajici se asociace s fenotypem.
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Oznaceni Chromo Pozice
Oznaceni NCBI Nazev genu SNP RefSNP Amel_HAv3 | SNP Typ SNP Znak Zdroj
. -zom
v metodice 1/Amel 4.5

GB46564/ Ankyrin-3 (Ank3) ANK3 rs451991 | LG4 9970541/ TIC Synonymni Imunitni systém Haddad et al.
LOC409051 56 9064698 2016
GB49223/ microtubule-associated protein | FUTSCH rs883050 | LG7 3779983/ G/A | synonymni Varroa sensitive hygiene (VSH) Haddad et al.
LOC725131 futsch 117 4351507 2016
GB11211/ uncharacterized protein STK1 rs118072 | LG3 11807235/ CIT Synonymni Suppresed mite reproduction (SMR) Broeck et al.
GB47018/ LOC724886 isoform X2 35 11110284 2019
LOC724886
LOC113218862 uncharacterized AMB6 - LG6 2816682/- TIC v IncRNA Varroa sensitive hygiene (VSH) Spotter et al.

LOC113218862 2016
GB53340 Spectrin beta chain isoform X1 | BETAS1 rs701639 | LG9 11461121/ TIG Synonymni Suppresed mite reproduction (SMR) | Broeck et al.

(beta-Spec) 8622 10138359 2019
GB49098 Early gene at 23 (E23) AMB1 rs445290 | LG3 3646748/321 | TIC v exonu Varroa sensitive hygiene (VSH) Spétter et al.

83 9982 2016

GB45248/ C-type lectin 2 (CTL2) CTL2 rs881621 | LG11 14820214/ A/G nesynonymni | Imunitni systém Henriques et al.
LOC410154 875 13081306 (Val/Lys) 2021
GB51019/ kinase D-interacting substrate KIDINS rs882879 | LG14(H | 5507078/ G/IA Synonymni Varroa sensitive hygiene (VSH) Haddad et al.
LOC409177 of 220 kDa/Ankyrin repeat-rich 128 Av3.1)/L | 11497759 2016

membrane spanning (Arms) G10(4.5)
GB45427 kruppel homolog 1 (Kr-h1) KRH1 rs452056 | LG6 16506998/ AlG Synonymni Varroa sensitive hygiene (VSH) Haddad et al.

34 16702313 2016

GB17622/ Mucin-12 isoform X1 MUC1 rs884078 | LG1 24214744/ AlG synonymni Suppresed mite reproduction (SMR) Broeck et al.
LOC412088 745 26238077 2019
GB48382/ Solute carrier family 22 SOLC rs701732 | LG10 6509050/ G/IA Synonymni Suppresed mite reproduction (SMR) Broeck et al.
LOC408302 member 21 7617 6310327 2019
GB53345/ Uncharacterized protein HRP1 rs882600 | LG9 11542136/ A/G nesynonymni | Suppresed mite reproduction (SMR) Broeck et al.
LOC100578770 LOC100578770 476 10054755 (Met/Val) 2019
GB55208/ Major royal jelly protein MRJP5 rsg82017 | LG11 2292265/ CIT v intronu Odolnost vici Ascosphaera apis Liu et al. 2016
GB10622 5 (Mrjp5) 294 2587245 (zvépenaténi plodu)
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4.4.1 Material a pristroje
Chemikalie:

izolovanad DNA

PCR Ultra H,O (Top-Bio s.r.o0., Praha)

Combi PPP Mix; obsahuje 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 40 mM (NH4),SOs4, 0,02 %
Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 pM dGTP, 400 uM dTTP, 100
U/ml Taq DNA polymerazy, monoklonalni protilatka anti-Taq (38 nM), barvivo,
stabilizatory a aditiva (Top-Bio s.r.0., Praha)

Primery (IDT, dodavatel KRD), nafedéné na koncentraci 10 pmol/pl

Generuller 100 bp (Thermo Fischer Sc.), k.¢. SM0241

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, Thermo Fischer Sc) 1U/ul, k.¢. 783901000UN.
Exonukleazal (EXO1, Thermo Fischer Sc.) 10U/ul, k.¢. 70073Z2500UN. 10

Pouzité pfistroje a vybaveni:

sada pipet + Spicky

PCR zkumavky

termalni cykler Applied Biosystem Veriti Dx 96 — Well
vortex

centrifuga
Shimadzu MCE-202 MultiNA

4.4.2 Pracovni postup

Jednotlivé komponenty reakéni smési byly napipetovany podle tabulky a vlozeny do predehiatého

termalniho cykleru. Sekvence primert uvadi Tab. 3. Smés se pfipravuje jako master mix na piislusné

mnozstvi vzorkl, objem reagenci na jeden vzorek uvadi Tab. 4a, 4b a 4c.
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Tab. 3 PCR primery pro amplifikaci Gsekti obsahujicich kandidatni SNP

Amplikon Délka Tm primeru
SNP (bp) sekvence primeru (5'—3") primeru ©C)
(bp)

ANK3 F1 CGGAATCAAAAGCAGGATTTACG 23 56,8
ANK3 R1 202 AAGCGGCGTGAGACCATTCTATA 23 55,8
FUTSCH F1 GGCCTGTCAGCAATCACCAG 20 55.3
FUTSCH R1 294 GCCGCCGACATTGCTATTATT 21 55.8
STK1 F1_ CAAAGATCAAGATGGAAGAAACGAG 25 55,3
STK1 R1 343 CCGGATTCAAGAAGTTGTTGTTTC 24 55,8
AMB6 F1 GCCCTTTTTCCTTGTTCCTTTG 22 55,9
AMB6 R1 411 GTCGTCATCCGTTTCAGACAAATC 24 56,4
BETAS(1)_F1 143 CCGCCCAGGACGAGACTTAC 20 56,0
BETAS(1) R1 CTCCGCCTGTTTGTCCAACTC 21 56,0
AMB1 F1 CGGCAGATACGGTTGGAATG 20 55,3
AMB1 R1 320 CACGCTTACACGATACGAARAAAG 24 55,1
CTL2 F1 GCARAATGCAGAAGAAGAGGAAATAA 26 56,4
CTL2 R1 352 ATGCGAATCTCTGGTAGGAATCTGT o5 56.3
KIDINS F1 ACGGAGGATCAAACAATCAGAGAG 24 55,4
KIDINS R1 439 AGATCCCGCGATTCTCGTTC 20 55,5
KRHL F1 TTGCGCTCACACGGTARAGAA 21 55.9
KRHL R1 4r4 CCCGCRAATGTCGCAAGTATA 21 55.2
MUC F4 CGAGTTARATTTAAACTTTTAGTCAGAA 28 51,3
MUC R3 211 GGGAAAGAAAGGCGAAGAAAGTAC 24 55,9
SOLC F1 TTGGCGAATGGGAAACAGG 19 55,6
SOLC R1 299 CAACAGCCGAGTAAGCATCACC 22 56,2
HRP1 F1 ATTCGCGCGTTCATTGGTC 19 55.8
HRP1 R1 345 CGCCGATTTCTCCCTACGTT 20 55,7
MRIP5 F1 TGGCAAATTCGATGAACGTGA 21 56,3
MRJIP5 R1 409 CCCACGACCAATCAGGATACG 21 56,5
AMB5 F1 TCATTGATATGATTGCGAACTTGTT o5 56.1
AMB5 R1 522 GGGTTGACTGGAATCGAGAGAG 22 55.2
FIBR2 F1 CGCGTACACTCGACTGCAATTAG 23 56,6
FIBR2 R2 256 TGTGAACGATACGATTGATTACGTG 25 55,7
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Tab. 4a Slozeni PCR smési multiplexu 1 (MP1)

Reagencie 1x (ul)
ddH.0 3,3
Combi PPP Mix 5,0
ANKS-F1 0,2
ANK3-R1 0,2
FUTSCH-F1 0,1
FUTSCH-R1 0,1
STK1-F1 0,1
STK1-R1 0,1
AMB6-F1 0,1
AMB6-R1 0,1
BETASI1-F1 0,1
BETAS1-R1 0,1
Celkem 9,5
DNA 0,5

Tab. 4b Slozeni PCR smési multiplexu 2 (MP2)

Reagencie 1x (ul)
ddH.0O 3,7
Combi PPP Mix 5,0
AMBI1-F1 0,1
AMB1-R1 0,1
KIDINS-F1 0,1
KIDINS-R1 0,1
CTL2-F1 0,1
CTL2-R1 0,1
KRH1-F1 0,1
KRH1-R1 0,1
Celkem 9,5

DNA 0,5
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Reagencie 1x (ul)
ddH.0 3,7
Combi PPP Mix 5,0
HRP1-F1 0,1
HRP1-R1 0,1
MRJP5-F1 0,1
MRJP5-R1 0,1
MUC(1)-F4 0,1
MUC(1)-R3 0,1
SOLC-F1 0,1
SOLC-R1 0,1
Celkem 9,5
DNA 0,5

Po provedeni PCR doporucujeme ovéftit si jeji vysledek pomoci gelové elektroforézy (upravte

parametry pro co nejveétsi rozliSovaci schopnost), nebo 1épe pomoci mikrocipové elektroforézy (Obr. €.

3-5).

4.4.3 Teplotni profil reakce

V nasledujici tabulce (Tab. 5) jsou uvedeny jednotlivé kroky PCR reakce, jejich teplota a doba trvani.

Tab. 5 Teplotni profil PCR univerzalni pro vSechny 3 multiplexy

Nazev kroku Teplota Cas
Uvodni denaturace DNA 95°C 2 min
Denaturace 95 °C 30s
Cyklovani 30x  Annealing 58 °C 30s
Elongace 72 °C 45s
Zavérecna elongace 72 °C 10 min
Chlazeni 4°C o0
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4.4.4 Ovéreni multiplex PCR pomoci horizontilni agarézové gelové elektroforézy
Po ukonceni reakce byla kvalita ziskanych amplikonti ovéfena pomoci horizontalni agar6zové

gelové elektroforézy (Obr. 2). Na gel bylo naneseno 3 pul PCR produktu.

prer
.
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!

-——

!
:

M100 |MP1 MP1 MP1 MP2 MP12A | MP12A | MP3 MP3 MP3 M100
A1908 |A1893 |Al1621 |Al1908 [1893 1621 A1908 |A1893 |Al621

Obr. 2 Elektroforetogram jednotlivych multiplexnich PCR (3% gel; 130 V; 30 minut, velikostni
standard GeneRuler 100 bp)

4.4.5 Ovéreni multiplex PCR pomoci ¢ipové elektroforézy
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Obr. 3 Elektroforetogram Cipové elektroforézy na ptistroji MultiNA (MP1)
LM a UM: markery; 186:ANK3 ; 278:FUTSCH; 318:STK1 ; 391:AMB6 ; 432:BETASI1
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Obr. 4 Elektroforetogram Cipové elektroforézy na piistroji MultiNA (MP2)
LM a UM: markery; 300:AMBI1 ; 328:CTL2; 410:KIDINS ; 463:KRH1
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Obr. 5 Elektroforetogram cipové elektroforézy na piistroji MultiNA (MP3)
LM a UM: markery; 277:MUC1; 298;SOLC ; 353:HRP1 ; 414:MRJP5
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4.5 Cisténi PCR
K 5 ul PCR produktu ptidejte 1,75 pl alkalické fosfatdzy (SAP, 1 U/ul, k odstranéni fosfatovych
zbytkd) a 0,1 ul Exonukleazy I (10 U/ pl, k degradaci nenavazanych primert), vortexujte a dejte

inkubovat - 37 °C /l1hod, 75°C/15 min. Inkubaci miiZzete provést na cykleru. Vzorky poté dejte na
4 °C nebo na led.

4.6 SNaPShot

4.6.1 Material a pristroje
Chemikalie:
- izolovand DNA
- PCR Ultra H,O (Top-Bio s.r.o0., Praha)
- SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied Biosystems.), k.¢. 4323159
- Exonukledzal (EXO1, Thermo Fischer Sc.) 10U/ul, k.¢. 70073Z2500UN. 10
- Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, Thermo Fischer Sc) 1U/ul, k.¢. 783901000UN.
- Primery (Generi-Biotech, CZ), precisténé HPLC, nafedéné na koncentraci 10 pmol/ul
- Sekvenac¢ni pufr Big Dye Terminator Sequencing buffer 5x (Thermo Fischer Sc), k.C.
4336697

Pouzité pfistroje a vybaveni:

- sada pipet + Spicky

- PCR zkumavky

- termalni cykler Applied Biosystem Veriti Dx 96 — Well
- vortex

- centrifuga

4.6.2 SNaPshot primery

Zakladem reakce jsou specifické primery, které detekuji ptislusny polymorfizmus daného genu.
Primer je vzdy pouze jeden a lokalizovan tak, aby lezel pfed SNP, pfi¢emz muze byt lokalizovan na
obou vlaknech (forward nebo revers). Ke specifické sekvenci primeru byla ptfidana neutralni sekvence
GACT na 5’konec v poctu opakovani tak, aby celkova délka jednotlivych primert se lisila o 4-
5 nukleotidl. Sekvence SNaPshot primerti uvadi Tab. 6. U primera delSich nez 35 nukleotidd je nutné

¢isténi metodou HPLC za ptiplatek u vyrobce.
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Tab. 6 Charakteristika a sekvence SNaPshot primerti

SNP

Dete

Délka

poz.

Sekvence specifické ¢asti

Niazev/Gen ) MP nt Pozice/ | Tpm Kompletni sekvence (5" —3")
*1 1 kuje | ampl. SNP | celkem | gglka 5'—-3)
CTL2 SnR1 AG | T/IC | 352 2 251 | 22 rv 252/18 | 48,5 | GAGCGGTGTCATTCTCCA GACTGAGCGGTGTCATTCTCCA
KIDINS SnF1 G/A | G/IA | 439 2 301 |22 fw 283/18 | 51,3 | GAACGAACGTGAGAGGCG GACTGAACGAACGTGAGAGGCG
AMB1 SnR1 T/IcC | AIG | 320 2 251 | 32 rv252/22 | 48,8 | GAAAGGAAGATGGARAGAGAGA | GACTGACTGAGAAAGGAAGATGGAAAGA
GAGA
AMB6 SnF1 T/Ic | T/IC 1411 1 251 | 32 fw 229/22 | 48,7 | TCAACCTTCTTTCCTTCTTCTT | GACTGACTGATCAACCTTCTTTCCTTCT
TCTT
ANK3 SnE2 T/Ic | T/IC 1202 1 301 | 43*2 fw 283/18 | 46,2 | TGCACAAGAAGGCCATAC GACTGACTGACTGACTGACTGACTGTGC
- ACAAGAAGGCCATAC
FUTSCH SnF2 /T |c/im | 294 1 300 | 38*2 fw 282/18 | 49,8 | TAACATGCTGGTCGACGG GACTGACTGACTGACTGACTTAACATGC
TGGTCGACGG
STK1 SnR2 c/T | G/A |343 1 300 | 58*2 rv301/20 | 48,7 | GGTGGTGATATAATTTCCGG GACTGACTGACTGACTGACTGACTGACT
- GACTGACTGAGGTGGTGATATAATTTCC
GG
BETASL SnF1 | T/ | T/G | 443 1 300 | 48*2 fw 282/18 | 58,1 | CGACGCGAATCGGGAGGT GACTGACTGACTGACTGACTGACTGACT
- GACGACGCGAATCGGGAGGT
KRH1 SnF2 AG |AIG | 474 2 301 | 53*2 fw 283/18 | 50,9 | AATTCATACCGGCGAACG GACTGACTGACTGACTGACTGACTGACT
- GACTGACAATTCATACCGGCGAACG
HRP1 SnF2 AG | AIG | 345 4 301 | 38*2 fw 283/18 | 49,0 | ACGTTCATACTGACGGCG GACTGACTGACTGACTGACTACGTTCAT
- ACTGACGGCG
MRJIP5c SnR2 | C/T | G/A | 409 4 332 | 43*2 rv333/26 | 48,0 | GTAACGAAATTGAATATTAAGT | GACTGACTGACTGACTGGTAACGAAATT
- GAAT GAATATTAAGTGAAT
MUC1 SnF1 AG | AIG | 277 4 301 | 63*2 fw 280/21 | 49,4 | GGATTTATCCAGCCTAGAAGC GACTGACTGACTGACTGACTGACTGACT
- GACTGACTGACTGAGGATTTATCCAGCC
TAGAAGC
SOLC SnR1 G/A | c/T 1299 4 301 | 53*2 rv 302/20 | 49,1 | ATTTGAAGCCCGTTTATACG GACTGACTGACTGACTGACTGACTGACT

GACTGATTTGAAGCCCGTTTATACG

*1 podle kodujiho vldkna

*2HPLC ¢isténi nutné
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4.6.3 Extenze

Pii extenzni PCR dochazi k nasednuti extenzniho SNaPshot primeru na pozici vzdalenou 1 nt od SNP.

Poté dochazi k extenzi — navazani fluorescencné znaceného ddNTP na SNP pozici. Pfi fragmentacni

analyze budou jednotlivé sekvence v multiplexu od sebe odd¢leny a nasledné bude detektorem uréena

baze na pozici SNP. SloZeni smési na extenzi je uvedeno v tab. 7 a 8.

Tab. 7 SloZeni smési pro extenzni PCR

Objem (ul)
SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 1,25
Piecisténé PCR produkty (pooling v§ech 3 MP do | 3 (1ul od kazdého MP)
extenzni smesi)
Sekvenaéni pufr 5x 2,2
SNaPshot primer (kazdy) 0,2
Deionizovana voda 1
Celkem 10

Tab. 8 Slozeni smési pro pozitivni a negativni kontrolu (neni nutné pti kazdé analyze)

Poz. kontrola (pl) Neg. kontrola (ul)
SNaPshot Multiplex Ready 5 5
Reaction Mix
SNaPshot Multiplex Control 2 0
Template
SNaPshot Multiplex Control 1 1
Primer Mix
Deionizovana voda 2 4
Celkem 10 10

Pred extenzi je nutné vzorky vortexovat, stocit a dat na led.

Protokol pro extenzni reakci: 25x (96°C/10s, 55°C/5s, 60°C/30s)

Pokud se post-extenze neprovadi ihned po extenzi, je nutné dat produkty na led
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4.6.4 Post-extense (preciSténi)
Po extenzi k produktim pftidejte 1 ul SAP, vortexujte je a dejte inkubovat. Postup je stejny

jako pfi prvnim procistovani - 37 °C /1hod, 75 °C/15 min. Poté uchovavat vzorky pti 4 °C.

4.7 SNaPshot fragmentaéni analyza

Jedné se o kapilarni elektroforézu s fluorescencni detekci jednotlivych primert specifickych
pro dany gen a SNP prodlouzenych o znaceny koncovy terminator. Primery se li§i svou délkou a na
zaklade toho je lze identifikovat, nukleotid na pozici za primerem lze detekovat fluorescencni barvou.

Modra odpovida bazi G (guanin), zelena A (adenin), Cervena T (tymin) a ¢ernd C (cytozin).

4.7.1 Material a pristroje
Material:
- Formamid (Hi-Di™ Formamide 3500 Dx Series, Applied Biosystems); k.¢. 4404307
- Hmotnostni standard — GeneScan™ — 120 LIZ™ Size Standard, Applied Biosystems; k.¢.
4324287
- Analyzacni plato — MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems; k.¢.
N8010560
- PCR multiplexni produkt
Pfistroje:
- Kapilarni elektroforéza a sekvenator Applied Biosystems ABI PRISM 3500
- PCR cykler
- Vortex

- Laboratorni mikrocentrifuga

4.7.2 Priprava vzorku na SNaPshot fragmenta¢ni analyzu
Diky niz§imu mnozstvi reakéni smési v extenzi neni nutné precisténé produkty extentni PCR

dale fedit. Reakéni smés se ptipravuje podle Tab. 9.

Tab. 9 Slozeni reakéni smési pro SNaPshot analyzu

Reagencie 1 x (ul)

Hi-Di™ Formamide 9,0

LIZ® 120 0,05

Celkem 11,4

SNaPshot produkt 0,2 (mozno navysit
na 0,5)
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Pro SNaPshot analyzu byla vyuZita kapilarni elektroforéza (Applied Biosystems 3500),
metoda SNaPshot_Assay.

4.7.3 Denaturace
Pro fragmentacni analyzu je nutné vzorky denaturovat. Denaturace probihd na PCR cykleru —

95 °C po dobu 5 minut. Po denaturaci je nutné vzorek ihned zchladit na ledu.

4.7.4 Umisténi vzorku

Nejprve je tieba sestavit drzak plata pro umisténi vzorkti do genetického analyzatoru (Obr. 6, Obr. 7).

Sestavené plato je vlozeno do genetického analyzatoru dle manualu vyrobce.

Obr. 6 Rozlozeny drzék plata
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4.7.5 Definovani plata vzorki

Pro plato ur€ené na fragmentacni analyzu je nutné nadefinovat parametry — metoda, protokol
a adresaf pro ulozeni vysledkii analyzy. Uvedené piiklady vychazeji ze software pro geneticky
analyzator ABI PRISM 3500 a software 3500 Series Data Collection Software 3. Uzivatelé jinych typt

analyzatoru zvoli analogicky software a nastaveni dle svych uzivatelskych zkusenosti.

a) Nejprve spust'te ovladaci software genetického analyzatoru

applied
piosystems

by Thermo Fisher Scientific

b) Hlavni menu.

Pro vytvoteni nového plata zvolte Create new plate. Pro definovani jiz existujiciho plata zvolte Edit

existing plate, nebo kliknéte na Library.

B 3500 Series Data Collection Software 3 (Research Use Only mode] - X

mwﬂ.um ———T T —

Common Operations
BB
S biosystems™ -
Quick Start
Run
Quick View °
~ Gauges
POPT Polymer ABC - (Anode) CBC - (Cathode) S0cm -8 cap Array
6 s 0 s
T, DRSS KENRE
R o K ” n ‘o
2 X 2 ) -
218 njections Peformed
Pre-Hestthe Oven
Instrument: 3500 instrument State: Idie e L
P — Set Temperatureto:
Oven Temperature (C): 264
2o e : Detection Cell Temperature (C): 23.7 60 2] ) [startPre-riest
nstrument Door: Close
= Consumables Information
Refressh @
Consumable Name ‘anunl sment Lot Number Part Number
Pouch PoP7 3 Days . .. 2310058 2607
Anode Buffes  ABC 20088 027
Cathode Buffer  CBC Days. 07-hul-2024 1. 2310347 4408256
Copilary Ay S0cm-Besp 1520m530HE  10-Aug20411.. 90 404885 - sl £ L5Z3HO0TS
]
Name [Prorty Netiication Date [action @
Clean Autosampler HIGH  20-Apr-2028 120000 AM x
Run Install Check HIGH  20-Apr-2024 12:00:00 AM ance Check: x
Replace cathode buffer containe...  HIGH  20-Apr-2024 12:0000 AM ®
Clean the anode buffer cup pin-..  HIGH  24-Apr-2024 120000 AM on the polymer del x
Check: 3 HIGH  20-Apr-2024 12:00:00 AM x v
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¢) Pii definovani nového plata zadejte nazev plata, typ plata (fragmentacni), délku kapilary (50 cm)

a typ polymeru (POP7), poté prejdéte na definovani obsahu plata.

2B 3500 Series Data Collection Software 3 (Research Use Only mode)

- o

x

+ Secondary Ansiysis

o Visintensnce Librory | Bt = * S ¥ Tock ¥ Mansge ¥ Preferences Melp *
L= Plate Narme: L5 HewPlate = (22 CpenPlate = (5 SavePlate + (L Close Plate |
ABuppl\ud
D biosystems’ Plate Details Define Plate Help @
[0 Acvancea Stup
Assign Paie Carieris * Name: [P1,80¢ Ouner:
8 run eatrumant * Number of Wl @96 O 8-Fast 0364 Barcade:
Lows Pt for R *Plste Type: | Fragment ~
Fredow B | Cagilary Langthe [38 9] em Descigtio
Morsor Run
*Polymer: [POPT
|| Revew Reseas

0 Alom At Anis @

d) Vlozte nazev jednotlivych vzorkli do pfislusnych pozic na plat€. Vzorky do plata mizete vepsat

manualng, nebo miizete importovat vyplnénou $ablonu ve formatu .xls.

B 3500 eresData Collction Software 3 (Reseatch Use Only mode)

nusmbmmnm.mmm Library | Edt - mo Fisher Connect

a

< SAE - Tools ~ Manage ~ Preferences Help ~ Lo

X

Out

i Prate Name:P_804

£ View Plate Grid Report (g Print

5 NewPlate v (3 OpenPlate ~ ([ SavePlate v £1f Close Plte | (8 Import (3 Export | O Find/Replace
5 Toble view|

BB Stems-

(@] Acvanced ssup
showinwells v | [=] selectwells | [ Amay Selection | [§] Row £ Column | [ Zoom n [ Zoom Out B Fit
Define Flate Praperties I Show In Welts [ s ks 2y Selection | [§] 5 Colur 1 Zoox B 20 Ert @
i B 3 0 5 3 7 & s 10 [ [z
. I
8
c
(i1 Revew resuts o
iew Soanciog Fasets ol
Wiew Fragent Resuts |
F
6
H
[ElFragment
Neme: PLBM Barcode:
Assign Plate Help @
Assays File Name Conventions Results Groups d
Adions = Actions * Actions ~ i
A from Library Adtrom Libary Addfrom Library H
Creste New Assay Creste Hew File Name Convention Creste New Results Group %
K
P Link Plate for Run
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4.7.6 Konfigurace parametrua analyzy
a) Po nadefinovani vzorki zvolte pfislusny protokol, zptisob pojmenovani vyslednych soubort a jejich
umisténi.

\g 3500 Series Data Collection Software 3 (Research Use Only mode) = [m] X

Dashboard Maintenance Library | Edit v Thermo Fisher Co

Plate Name:P|_821

& applied
ABbli)gsystems“‘ mﬁnbievw\ -

ct v SAE v Tools ¥ Manage v Preferences Help v lLogout

[ Aavanced setup
‘ Show In Wells ~ | [E] Select Wells ~ ‘ [ Array Selection | [¥] Row | Column ‘ i Zoomin [ ZoomOut EFt @
Define Pate Properties L
s Ao conens | IR B B g B [ I D B
T — 2011 A1065 AT185 H20
q| Run Instrument A
Load Pates for Run : A025 A1095 A1206 Al614
Preview Run bt
A054 A3 an221 A1827
Moritor Run c
e icms ﬂ ATt A119 A1230 A2649 :I
View Sequencing Resuts . (Ao A28 A1233 A2676
View Fragment/HD Results -
e ey ANS2 A1366 A3224
: A1026 A5 A1383 At621
: A1044 A1176 A1308 H20
< >

E Sequencing IE‘ Fragment

Name: PI_821 Barcode:

Assign Plate Help @
Assays il File Name Conventions Results Groups

Actions v Actions v Actions ¥

Create New Assay Create New File Name Convention Create New Results Group

= Link Plate for Run

38



Ales Knoll a kol. (2024) Metodika hodnoceni diverzity jednonukleotidovych polymorfismii (SNP) v kandidatnich genech rezistence viici

infekcénim onemocnénim u véely medonosné

b) Vyberte protokol pro piislusny polymer a podle ptipadnych dalSich parametri (délka fragmentd,

doba injektaze). Ve vétsing piipadii je dostateéné pouzit defaultni protokol.

ection Software 3 (Research Use Only mode) - m} X

Maintenance Library| Edit v ct v SAE v Tools ¥ Manage v Preferences Help v Lo

Plate Name:Pl_821 New Plate ~ OpenPlate ~ SavePlate v [ Close Plate ‘ (& Import & Export | 2 Find/Replace | View Plate Grid Report 25 Print  +
Ay applied - =
A b|05ystems“‘ 79 Plate View %Tﬂbleview‘
O Advanced Setup
‘ Show In Wells v | [=] Select Wells v ‘ 7] Array Selection | [¥]Row [ Column | [ Zoom In ZoomOut EFt @
Define Plate Properties |
e e coers | MR O eeww— ' : :
L - o o011 Al065| = Add Assay From Library X
un Instrument A
—| Instructions:
AD25 A1095
LeadFates for R B Select rows from table and click on "Add To Plate” button.
Preview Run —
AD34 A1113
Monitor Run g
[ eview Results D AOT1 Alnig [ Disable Filters Filter: i Fragment v | Search: [an v i Go Clear @
View Sequencing Results P A074 Al128
li“‘ Eaonentn stuls ? A447 Al152 Assay Name Type Instrument Protocol Primary Analysis Protoco ~
S — [ A SNaPshot y Fragment SNaPshot50_POP7_E5 SNaPshot_PA_Protocol
G— A1026 A1155 7 |FA_Assay_kratky RUN Fragment FA50_POP7_G5_kratky_RUN Fragment_Analysis_PA_Pi
8 Fragment_Analysis_Assay_xL-POP6 Fragment FragmentAnalysis50_POP6xI_G5 Fragment_Analysis_PA_P{
3 A1044 AN76 9 |FA_Assay_16s Fragment FragmentAnalysis50_POP7_G5_16s Fragment_Analysis_PA_Pi
|4 10 SNaPshot_Assay_xL Fragment SNaPshot50_POP7xI_E5 SNaPshot_PA_Protocol
% 1 Long_Fragment_Analysis_Assay Fragment  LongFragmentAnalysis50_POP7_GS Long_Fragment_Analysis,
12 Fragment_Analysis_Assay_36cm Fragment FragmentAnalysis36_POP7_G5 Fragment_Analysis_PA_Pi
ESequencing EFragmen‘ 13 Long_Fragment_Analysis_Assay_xL Fragment LongFragmentAnalysis50_POP7xI_G5 Long_Fragment_Analysis,
- =
Name: PI_821 < >
| Close Add to Plate
Assign Plate T
Assays File Name Conventions Results Groups
Actions ¥ Actions ¥ Actions ¥
Add from Library Add from Library |
Create New Assay Create New File Name Convention Create New Results Group
|
‘ ‘ == Link Plate for Run
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¢) Zvolte zpusob pojmenovani vyslednych souborl, lze uzivatelsky modifikovat dle vlastnich

pozadavkd.

n Software 3 (Research Use Only mode) - [m] X
- Dashboard 4G Maintenance Library ‘ Edit ¥ Thermo Fishet Connect ¥ SAE v Tools v Manage ¥ Preferences Help v Log Out
Plate Name:P|_821 NewPlate ~ (i OpenPlate v & SavePlate + (¥ Close Plate | {2 Import (@ Export ‘ O Find/Replace [=] View Plate Grid Report 12 Print
&y applied
NB bFiJcF))systems" 77 Plate View| S Table View| =
[ Aavanced setup ‘
s i e ‘ P7 Show In Wells v | [=] Select Wells ~ ‘ [7] Array Selection ‘ [¥]Row [ Column i B ZoomIn E&ZoomOut EFt @ ‘
ne e Froperties
1 [2 B Add File Name Convention From Library X
T = ' Aol A1065 .
Run Instrument A Instructions:
i 1 ao2s S Select rows from table and click on *Add To Plate” button.
B
Preview Run —
AD54 A1113
Monitor Run ¢ 1
— i P Disable Filters Filter: [All | Search: (Al v||Ge| [Clearl @
Review Results D
View Sequencing Results || Ao74 A28
View'Fa o<t E Name File Name Convention
= Sam—— W F_ AdT7 A1152 1 MicroSEQ ID FNC <Sample Name>=<User Defined Field 1>_<Well Position>-<Plate Name>_<User Defin
| 2 My_FNC <Sample Name>_<Well Position>_<Capillary Number>_<I Protocol>
G A1026 A1155 El Normalni Jmeno <Sample Name>_<Plate Name>_<Injection Number>_<Well Position>_<Date of Run}
| 4 Samplename_well_capillarynumber <Sample Name>_<Well Position>_<Capillary Number>
i [A10e4 AN76 5 Well_samplename_capillarynumber <Well Position>_<Sample Name>_<Capillary Number>
< 1
ESequencing IE'Fragment j
< >
Name: PI_821
| Close Add to Plate
Assign PlateHelp @ ||
Assays File Name C i Results Groups
Actions ¥ Actions ¥ Actions ¥
SNaPshot Assay Z A 'Add from Library Add from Library
'
Create New File Name Convention Create New Results Group
|
f 1 T |
RIIO
RUO “ Link Plate for Run
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d) Vyberte umisténi pro vysledné soubory na pamét'ovém disku (uzivatelsky nastavite).

nly mode)

- Dashboard Maimenance Library‘ Edit ¥

Plate Name:Pl_821

Thermo Fis

her Connect v

= o

SAE v Tools ¥ Manage ¥ Preferences Help v Lo

OpenPlate v

applied
NB b?gsystems"

Save Plate ~

7 PlateView[ 5 TableView‘

[ Aavanced setup

Define Pate Properties

Assign Plate Contents

‘.91 Run Instrument
Load Plates for Run
Preview Run

Monitor Run

’ 1] Show In
I — | ® AddResults Group From Library X
1 2
AO11 A1065 Instructions:
A
| Select rows from table and click on "Add To Plate" button.
B A025 A1095
|| A0s4 AT13 =
¢ ‘ Disable Filters Filter: |All - Search: ‘:] | |Go| Clear @
| aom A9 !
D
E A074 Al128 Name Results Group A
e S [l Fregmentacka <Results Group Name>
F 2 Identifiler <Results Group Name> <IP Name>
— A1026 A155 3 MicroSEQ ID 3500 RG <Plate Name>_<Results Group Name>
G 4 Minifiler <Results Group Name> <IP Name>
1 A1044 A1176 5 My_Fragment_Analysis_Results_Group <Results Group Name>_<Injection Number>_<Plate Name>_<Start Instrt
H 6 My_Sequencing_Results_Group <Results Group Name>_<Injection Number>_<Plate Name>_<Start Instrt
i 7 PN_|Fassay_RG <Plate Name>-<Assay Name> - <Results Group Name>
= 8 PN_Injfolder_RG <Plate Name>-<Assay Name>-<Results Group Name>
M = 9 PN MFassav RG <Plate Name>-<Assav Name>-<Results Grouo Name> Y
ESequen:mg EFragment < >
Name: PI_821
| Close Add to Plate
Assign Plate Help @ ||
\ Assays 1L File Name Conventions 1] Results Groups \
| |
Actions ¥ Actions ¥ Actions ¥ K
® [ SNaPshot_Assay ﬁ B @ [] Normalni Jmeno A [x]

‘Add from Libral

Create New Results Group

=+ Link Plate for Run
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4.7.7 Spusténi analyzy

a) Po zadani a uloZeni parametrii a po vloZeni plata se vzorky do sekvenatoru zvolte v programu Link
Plate for Run.

E 3500 Series Data Collection Software 3 (Research Use Only mode)

DashboardMaintananca Library' Edit v Thermo Fisher Connect. ¥ SAE v Tools ¥ Manage v Preferences Help v |

Plate Name:P|_821

applied
ABb’:i)gsystems“‘ m%ﬁbleweﬂ =

[ Advanced setup |
- Show In Wells  ~ ‘ [=] Select Wells  ~ ‘ £7] Array Selection ‘ [¥]Row [ Column ‘ 5 Zoom In [ Zoom Out
Define Pate Properties
1 I B 0 B 5 7 D
— 1 F F F F
=
[, Run nstument | 2 |A011 | A1065 A185 H20
|
Load Plates for Run 2 F i F F
S A025 A1095 A1206 Al614
Preview Run t—|
¢ F F F F
~ MontorRun A054 A1113 A1221 A1827
| b F F F F
| A0T1 A1119 A1230 A2649
View Sequencing Results E_ F F F F
View FragmentHD Resuls AO74 A1128 A1233 A2676
C—— 2 ;B F F 3
Aaar A1152 A1366 A3224
G F F F F
A1026 A1155 Al1383 Al1821
" F F F F
A1044 A1176 A1398 H20

<

[§]sequencing  [F]Fragment

Name: PI_821 Barcode:
-
AssignPlateHelp @ || |
Assays | File Name C i Results Groups
Actions ¥ Actions ¥ Actions ¥
® SNaPshot_Assay 2 A @ [ Normalni Jmeno 2 B ;@ Fragmentacka 2 A

Customize Sample Info
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b) Zkontrolujte, zda je plato ve spravné pozici a Ze ma pristroj dostatek reagencii. Poté zvolte Create

Injection List.

3; 3500 Series Data Collection Software 3 (Research Use Only mode)

Dashboard Maintenance Library | Edit ¥ Thermao Fishe

late Name:

applied
D biosystems™ | Runinformation
You can edit the Run Name by entering text|

- [m] X

ect v SAE v Tools ¥ Manage v Preferences Help v LogOut

|a Advanced Setup
* Run Name: | Run 2024-10-24-10-45-45-917 ‘ Connection Status: Connected
Define Plate Properties
Assign Pate Contents | Plates on Instrument ()
[®,) Run instrument Plate A (96 wells) Lok Plate | | unlink ||| Plate B LinkPlate | | Unlink Recent Plates Recent Runs
o] T —r=T
Name: PI_821 -Nov-
— T
' Type: Mixed - LAV TR
Moo | - PL776 15-Nov-202...
arcode:
Review Results PI775 14-Nov-202...
| PI_774 14-Nov-202...
¥ Consumables Information [
Refresh @
Consumable Name Status Days on Instrument | Expiration Date | Lot Number Part Number
Pouch POP7 0 Samples Remaining 41 Days 214 Hrs 11-Nov-2024 11... 2402102 A26073
Anode Buffer ABC 0 Days 0.0 Hrs Remaining 93 Days 19.5 Hrs 15-Jun-2024 11... 2309888 4393927
Cathode Buffer  CBC 0 Days 0.0 Hrs Remaining 93 Days 19.5 Hrs 07-Jul-2024 11... 2310947 4408256
Capillary Array ~ 50cm - 8 cap 0 Injections Remaining 328 Days 23.8 Hrs 10-Aug-2024 11... 90 4404685 - Serial # L523H9016
w Calibration Information - Capillary Array: L523H9016 (~)

Spatial
ID: Spatial_Run 2024-01-30-12-11-37 Calibration Date: 30-Jan-2024 12:25:18 PM

Spectral

Dye Set Chemistry Standard Calibration Date Run ID

G5 Matrix Standard 01-Dec-2023 09:02:45 AM Run 2023-12-01-08-17-37-178
E5 Matrix Standard 15-Jul-2024 10:49:44 AM Run 2024-07-15-10-16-45-632
i Sequencing Standard 08-Dec-2023 10:27:14 AM Run 2023-12-08-09-35-06-729
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¢) Oveite si, zda jsou na seznamu vSechny vzorky, které chcete analyzovat. Zde také muizete ménit

poradi, ve kterém se budou jednotlivé sloupce na platu analyzovat. Spust'te analyzu ptikazem Start

run.

2 3500 Series Data Collection Software 3 (Research Use Only mode)

- o X
Dashboard Maintenance Library | Edit ¥ ermo Fisher Cor
Plate Name: Move Downin List i Delete | [ Duplicate (¥ Export
ABRESS
biosystems™ | injection List o
& Advenced setup 4injections created - 4in Plate A - 0in Plate B | Total run time (hhimmss): 02:05:52
Define Plate Properties Instrument Protocol Results Grouy | |Plate A iPlateB ‘
Assign Plate Contents SNaPshot Assay SNaPshot50_POP7_ES
SNaPshot_Assay SNaPshots0_POP7_ES Fragmentack 1 2 [3 J&4 s 6 [7 8 o Jwo [un Jiz |
Sun nstrment, SNaPshot_Assay SNaPshot50_POPT_ES PI821 Fragmentack A |ADTT A1085 AT185 H20
Load Piates for Run SNaPshot_Assay SNaPshotS0_POP7ES  PL821 Fragmentack [ | [ ‘1025 :1 e e
o I
C |40 Atz ATz Ale2r
skl o | AOTI. AT11S A1230 A2648
il Review Resuts € |07 Arrae arass sosre
View Sequencing Resuls E | AT AT152 A1366 A3224
View Fragment/HD Results G | 191\1025 ;51155 ;;1333 :31621
|14 | A1044 A1176 A1398 H20
bl R
< >
Name: PI_821 Barcode:
Legend
@ Duplicate Injection ﬂ Re-Injection
~ Consumables Information
Refresh| @
Consumable [Name Status Days on Instrument | Expiration Date | Lot Number | Part Number
Pouch POP7 0 Samples Remaining 41Days214Hrs  11-Nov-2024 11... 2402102 A26073
AnodeBuffer  ABC 0Days 0.0 Hrs Remaining  93Days195Hrs  15-Jun-2024 11.., 2300888 4393027
Cathode Buffer  CBC 0Days 00 Hrs Remaining ~ 93Days 195Hrs  07-Jul-2024 1. 2310047 4408256
Capillary Array ~ 50cm - & cap 0 Injections Remaining 328Days238Hrs  10-Aug-2024 11.. 90 4404685 - Serial # L523HI016
A\ ¥
IR TI ,
d) Kontrola probihajici analyzy
B 3500 Series Data Collection Software 3 (Research Use Only made] - 8 x
Dashboacd Maintenance Library | Edt ~ ~ SAE v Tools ~ Manage v Help ~
|2 Prate Name: * 3 a 3 0 Pauserun (3 B Avort Injection [
m.}pphcd ”
D biosystems Connection Status: Connected Run Name: Run 2004-10-16-09-12-16-656 Run Status: Running Estimated Time Remaining: 020533 / Q20552
Er—r—— « Iecton Lot Dot °
At | Emcon e sy I I I e N e -0 e E
&, Run tnstrument (1] @ sNaPshotAssay SNaPshotS0POPTES  PLE fagmenaa N
wsmsrenn || 2] B ShupshoL sy MR POPTES BRI Fogmewda D o128 O P S S U TS A S R (N 7}
me— 3. @ SNaPshot_Assey SNaPshot30_POPT_ES p1221 Fragmentscks o 003128 BN awes  Anss W0
| A
[4] SNaPshot Assay SNePzhot30_POPTES PR Fragmentacks =} 00:31:28 1 2 3 4
A025 AN095 A1206 A
¢ 2 3 1
s am A aer
<5 2 3 4
s ams A wes
° 5 2 3 4
s v A e
& 2 3 4
Tl o
1 2 3 4
Sl ans aos wen
1 3 4
W LY
1 2 3 E
% > Name: PLE21 Barcode:
Legend
: 53t tated 2 Acte B bt B Commpleted ] Re-jction £ Oupicate [ s
A ) < Instrument Run Views and Flags £3 Peinject
A Aray |Sample £°T BEED o |-
Injection: 1 BOEEE
3
&
i
 Review Results
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4.8 Vyhodnoceni
Vyhodnoceni vysledkti FA probiha v programu GeneMapper 6.0

Po spusténi programu se nejprve otevie vychozi obrazovka programu.

5 GeneMappes Software - Untitied [Genesi] - g i Loged In Ctabase 3500GA

- 8 x
e 68 snalyi View Took Help
Col | L BEEWU|EEE| > @ | Toescn | Mo H| A% | Ce
Zowa Sorpies
St [Sangh Fle [Sarcis oma SwnchlD_[Conneris_[Sanph i aos[Paeal Sie St [ Bl Funfiane tunan Tyon et 0_[F

4.8.1 Definovani Panelu

Po spusténi softwaru GeneMapper 6 oteviete Tools/Panel manager, definujte novy binset a panel

podle manudlu software vyrobce s vyuzitim tidajl nize.

= Gen oftware 6§ - Apis_SNaPshot_vybrane_V3 [SNaPshot] - gm Is Logged In Database 3500GA

File Edit Analysis View Tools Help

GOH|%# | Bu| @ | & @ | Table Seting: | | Mikrosateity_export v @ | P | Be
g Project Samples  Genotypes

-2 Run 2024-1
CDRun 2024-10|—| T Panel Manager X

File Edit Bins View

o X | O W M | W™= | B Set:| Ais_SNaPs_v3 v EESE NEEEEEN
LIRS _SNATS_Ve N Bin Name Bin Min Bin Max Bin Color
~(DApis_panel_MPC2 c 430 510 Vellow
{2 Apis_panel_MPC
[ZMS Apis_pan1 T 50.0 52.0 Red
=5 Apis_SNaPs_v3
=) Apis_SNaPs_v3
KRH1
AMB1
AMB6
FUTSCH
STK1
BETAS1
CTL2
KIDINS
HRP1
MRJP5
soLc
Muct v

2 o e

45, Reference Samples

oK [Cned | [ |
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a) Binset
Binset definuje rozsahy a barvu piki, které maji byt oznaceny piislusnou alelou. Zde uvedené
alely odpovidaji laboratorni analyze, nikoliv skute¢nym alelam na kodujicim vlakné a musi byt
ptrevedeny, viz kap. 4.6.3.

VersionGM v 4.1

Chemistry Kit

Apis_SNaPs_v3

BinSet Name  Apis_SNaPs_v3

Panel Name Apis_SNaPs_v3

Marker Name ANKS3

ASR 49.0 520

C 49.0 51.0 Yellow

T 50.0 520 Red

Marker Name KRH1

ASR 56.0 59.0

G 56.0 58.0 Blue

A 575 59.0 Green

Marker Name AMB1

ASR  39.28 42.39

G 39.279999999999994 41.37 Blue
A 40.34 42.39 Green

Marker Name AMB6

ASR 41.26 44,59

C 41.26 43.0 Yellow

T 4259 4459 Red

Marker Name FUTSCH

ASR 4531 49.26

C 4531 47.31 Yellow

T 4726 49.26 Red

Marker Name STK1

ASR 62.84 66.17

G 62.839999999999996 64.74 Blue
A 64.17 66.17 Green

Marker Name BETAS1

ASR 530 564

G 53.0 55.0 Blue

T 55.0 56.400000000000006 Red
Marker Name CTL2

ASR 35.69 39.38

C 35.690000000000005  37.940000000000005  Yellow
T 37.05 39.38 Red

Marker Name KIDINS

ASR 3392 36.93

G 33.92 35.92 Blue

A 35.029999999999994  36.93 Green

Marker Name HRP1
ASR 450 48.0
G 45,0 47.0 Blue
A 46.0 48.0 Green
Marker Name MRJP5
ASR 48.0 51.0
G 48.0 50.0 Blue
A 490 510 Green
Marker Name SOLC
ASR 580 610
C 58.0 60.0 Yellow
T 500 61.0 Red
Marker Name MUC1
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ASR 66.0 69.0

G 66.0 68.0 Blue

A 67.0 69.0 Green
b) Panel:

Nadefinujte panel dle obrazku a udajii nize. Panel obsahuje pouze data o pouzitych SNP markerech,

tzn. nazvy genl

VersionGM v 4.1

Kit type: SNP

Chemistry Kit Apis_SNaPs_v3 none
Panel Apis SNaPs v3 none
ANK3 - none none false

KRH1 - none none false
AMBI - none none false
AMB6 - none none false
FUTSCH - none none false
STK1 - none none false
BETASI1 - none none false
CTL2 - none none false
KIDINS - none none false
HRP1 - none none false
MRIJP5 - none none false

SOLC - none none false
MUCI - none none false

V piipadé, ze Vas konkrétni piistroj ma (obvykle drobnou) odchylku v separaci, je tfeba
jednotlivé biny uzivatelsky upravit (posunout, obvykle vSe jednim smérem). V piipad¢, Ze potiebujete
mit data srovnatelna s jinymi laboratofemi, pozadejte je nebo autory této metodiky o zaslani DNA

kalibra¢nich vzorkut. Kalibraci je mozné provést i po provedeni analyz.
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4.8.2 Definovani Metody analyzy

a) Oteviete GeneMapper Manager, okno Analysis Method, pouzijte metodu SNaPshot Default.

Aapper Software 6

File Edit Analysis View Tools Help

COH | %F  EEW | EEE| > @ | Tabesetn:

Mikrosatelty_export

V@ | P | EBe

: # g:‘" 24 ] sample\sa:uesng:;b File ! = Managet %
®-CIRun 202410 [
Projects Analysis Methods  Table Settings Plot Settings  Cluster Plot Settings Matrices  Size Standards SNP Sets Report Settings ‘
Name Last Saved Owner Instrument Analysis Type Description ‘
MS_Apis_MP20.5 2023092016:36:21.0 |gm Microsatelite 7
MS_pis_MP1-05 2023092016:35:18.0 |gm 3500 Microsatelite
MS_Apis_MP4 2022112812:23:420 |gm 3500 Microsatelite
MS_Apis_MP3 202211281211:47.0 |gm 3500 Microsatelite
Mikiosatelity_Lyd3 2022101813:32040 |gm 3500 Microsatelite napoit na binset Ly43_2013 (sajzovani LIZ600)
MS_pis_MP1 2022.060914:34:450 |gm 3500 Microsatelite
MS Apis_T_novebin 2022011012:47:420 |gm 3500 Microsatelite
MS Apis_T 20211215 08:10:430 |gm 3500 Microsatelite
Mikiosatelity_husy2 202111-301059.450 |gm 3500 Microsatelite
_[W 20040921 20:33:020 |gm 3730 SNPlex Rules 3730 Default 3730/ settings for SNPlex analysis
_,W 20080417 2353.07.0 |gm 3130 SNPlex Rules 3130 Default 31304l settings for SNPlex analysis
|| SNPlex Model_3730 20040321 0 [am 3730 SNPlexModel 3730 | Default 3730/4l setlings for SNPlex analysis
Microsatelite Default 20050608 am icrosatelite Factory Provided
AFLP Default 20040717 01:21:19.0 |gm AFLP Factory Provided
MS_pis_MP2 20230327 1013410 |gm Microsatelite nove vytvoren
MS_pis_MP2n 20230327 10:15:080 |am Microsatelite
(WM& Acic MP? (730 (5230857 (84100 |om G i i b
< >
MNew.. | [TOpen 1| Savehs. || mpot. || Bepot. Delete
Hep | | Done
b) Zkontrolujte parametry detekce peaku (Peak Detection). Pokud neni tieba parametry ménit,

ponechejte automatické nastaveni

Analysis Method Editor - SNaPShot®

General Allele Peak Quality Quality Flags
Peak Detection Algorithm: | Basic v
r~Minimum Peak Height
(® Automatic
(O User specified {fu):
BRI oo vorow e [ onoe
E ERERNEREN
[ Factory Defaults ‘
OK ‘ ‘ VKVZanceli
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¢) V okné Alele vyberte binset pro Vasi analyzu (Apis_Binset MPC) a ulozte do Analysis Method

Analysis Method Editor - SNaPShot® X

General eak Detector Peak Quality Quality Flags

Bin Set: ‘N)is_SNan_in 2

~SNaPshot

Cut-off value ‘03

| RangeFiter.. | | Factory Defaults

ok || Cancel |

4.8.3 Analyza vzorku

a) Vytvorte si novy projekt nebo oteviete stavajici. Pouzijte Sablonu SNaPshot.

-gm =
File Edit Analysis View Tools Help
GOl | % & | HEBE W I B ‘ [ 2 | Table Setting: | | Mikmsatelty_export [ | | 2% ‘ B3 e
55, Project : Samples Genohpe
Status |Sample File E New Project X Sample ID Comments  |Sample Ty
1
i rProject Type
2 (O Generic
5 O Micmsatellit.e
6 ® ]
7 (O OLA Analysis
8 (O SNPlex™
S O AFLP
10
< [k | G| >
Progress Status ... | Stop
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Zvolte projekt a oteviete ho (Open).

B GeneMapy are6-U - ] x
File Edit Analysis View Tools Help b
== | [ I l [N N | ™ Open Project X
%, Project Samples  Genolypes
Status |Samp| 1. Type the first few letters of the project you are looking for. '
! i L
2
3 2. Select the project you want, then click Open. L
4
5 |Project Last Saved Owner | # of Samples i
: | ' :
7 2 Apis_SNaPshot_validace SNaPshat 2024-10-2313:03:43.0 |gm 80 L
8
3 3 Paternita_cvika_2024 Microsatelite | 2024-10-22 15:45:55.0 |gm 10 H
10 4 Paternita_cvika_2023 Microsatellite | 2024-10-1514:03:32.0 |gm g I
< 5 SNaPshat kontrola SNaPshot 2024-10-14 14:56:02.0 |gm 294 o ]
Cancel |
Progress Status ... | Stop

b) Po otevieni projektu se zobrazi vSechny vloZené a analyzované vzorky. Pro pfidani novych vzorkt

zadejte Add Samples to Project.

" GeneMapper Software 6 - Apis_SNaPshot_vybrane_V3 [SNaPshot] - gm Is Logged In Database 3500GA R o X
File Edit Analysis View Tools Help
COH|%F | @EW|EEBE| & @ | Taesetng: | |SNaPshot Defaut ‘B P | Be
- g Project Samples  Genotypes
Es:: g;:}mm:x::z:z:; [Sample Name |Comments|Sample Type [SFN_|Analysis Method |Panel [[SFNF[MNF [SNF [0S
1 _f N 24 None Sample s lai [ B R
2 A1560_MP124_PI_816_01_B11_2024-10-14-09-40-44 52 | A1560_MP124 None ShaPshot Defautt |Apis_SNaPs_v3 |GS120LIZ
3 A1939_MP124_red_TaS5_5x_PI_B16_01_ADS_2024-10-09-1¢(A1998_MP124 [None  [Sample  |NO | SNaPshot Defaull_|Apis_SNaPs_v3 [GS120LIZ 2024-10-08 15:09.29.0
r A1278_MP124_PI_816_01_G11_2024-10-14-09-40-4d fsa | A1278_MP124 |None Sample  |NO |SNaPshot Default |Apis_SNaPs_v3 |GS120LIZ 2024-10-14 09:41:18.0
s A2475_MP124_PI_B16_01_F11_2024-10-14-09-40-44 fsa |A2475_MP124 |None  |Sample  |NO | SNaPshot Default |Apis_SNaPs_v3 |GS120LIZ 2024-10-14 09:41:18.0
6 A2550_MP124_PI_B16_01_AT1_2024-10-14-08-40-44sa | A2550 MP124 None [Sample  |NO _|SNiaPshol Defauit |Apis_SNaPs_v3 [GS120L1Z 2024-10-14 09:41:180 |||
7 A3314_MP124_recl_TaS5_5x_P|_816_01_C09_2024-10-08-15|A3314_MP124 [None  |Sample  |NO |SNaPshot Defautt |Apis_SNaPs_v3 |GS120LIZ 2024-10-08 15:09:29.0
B A1908_MP124_PI_B16_01_C11_2024-10-14-09-40-44 fsa |A1S08_MP124 [None  [Sample  |NO | SNaPshot Default_|Apis_SNaPs_v3 |GS120LIZ 2024-10-14 09:41:160 |||
o A2486_MP124_red! Tas5_5x_PI_616_01_B09_2024-10-09-15 A2086_MP12¢ None  [Sample  |NO__|SNaPshol Default |Apis_SNaPs_v3 [GS120L1Z 2024-10-0815:08280 |||
10 |[A1821_MP124_PLB16_D1_F11_2024-10-14-09-40-44 132 |AT621_MP124 None  |Sample  |NO |SaPshot Defaull |Apis_SNaPs_v3 [GS120LIZ 2024-10-14 09:41:18.0
< >
< >
Progress Status ... [ Siop:
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¢) Vyberte cilovy adresar se vzorky, které chcete ptidat. Zvolte Add To List a poté Add.

% Add Samples to Project X
Edit View

Files GM Database Samples To Add:

& INSTR-ADMIN ~
r Libraries
¥ Network
I This PC
-_ji 3D Obijects
) s AB SWADATA (D?)
[ Applied Biosystems
2] AppliedBiosystems
(223 Fragmentace kopie do GeneMapper
[ Fragmentacka
2} Knoll data
(3} Panels zaloha
[ Projekty GM
2] Projekty SeqSc
= SNaPshot
= | SNaPshot 2024
: Run 2024-07-16-10-23-44-031
Run 2024-08-01-11-49-14-269
Run 2024-08-06-10-26-27-388
Run 2024-08-08-05-17-05-165
Run 2024-08-15-07-27_MP 1,24
Run 2024-08-19-11-22-08-971
Run 2024-08-21-12-14-03_MP2_58
Run 2024-03-06-07-00-20-813_MP1.2.4+¢
Run 2024-09-05-09-25_MP1.2,4_mod_pril %

Rin 2024-N9.2R.1G.R7. MP4 mnd
< >

8- -

r = Clear Add 8 Analyze Cancel
Options...

d) Po vlozeni vzorkd zadejte parametry analyzy — analyza¢ni metodu (SNaPshot Default), panel

(Apis_SNaPshot v3) a velikostni standard (GS120LI1Z).

™= GeneMapper Software 6 - *Apis_SNaPshot_vybrane_V3 [SNaPshot] - gm Is Logged In Database 3500GA = X
File Edit Analysis View Tools Help )
COH | &WEF | @E W | EEE| » @ | Tbesetng: | |SNapshot Defaut v 3| P | De
g3y Project Samples  Genotypes
ESSZ: g;ﬂg?nm—x:tg:zz;— [Status _[Sample Fiie [Sampie Name [ anaigs iae.lgnoird| | [Run Date & Time [[[sFNF [ [siF [os [sa
& DRn A0 507 WP iag |11 | |M1276 NP1 _PLB10_D1_HOT_2024-08-15-0747-S6.00m | A127 WP1 NaPshot Defaut 024-08-150746280 ||| @
= [« >)
< >
Progress Stalus 0% Siop

e) Oznacte vzorky a zadejte Analyze Selected Samples (pro piipadnou Upravu parametri analyzy

otevfete Analysis Method editor).

™ GeneMapper Software 6 - *Apis_SNaPshot_vybrane_V3 [SNaPshot] - gm Is Logged In Database 3500GA - a3
File Edit |Analysis View Tools Help

Display Plots Ctrl+L > @& \ Table Setting: | | SNaPshot Default @ \ LS [ B e

Report Manager Ctrl+Q

Size Match Editor... le File Sample Name || [|analysis Method [Panel ize Standard] | [Run Date & Time [[[sFve [unF [shF [os 5@

fault Iz

Analyze Ctr+R 24

Analyze Selected Samples

Analyze Al Ctrl+Shift+R
< Analyze Markers...

Analysis Method Editor...

Size Standard Editor...

Low Quality to Top Ctri+B

Non-concordant Samples to Top
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f) Po probéhnuti analyzy oteviete Display Plots pro grafické znazornéni vysledk.

"™ GeneMapper Software 6 - Apis_SNaPshot_vybrane_V3 [SNaPshot] - gm Is Logged In Database 3500GA
File Edit Analysis View Tools Help

coll | |(BE U | CEE| > @ | e

SNaPshot Default

V@ | P | D e

=) 4, Project

n Samples ~ Genotypes
- (£ Run 2024-10-09-15-08_Validace 1|

Status | Sample File
A1278_MP1_PI_810_01_HO7_2024-08-15.07-47-56 fsa

[Sample Name [[[[nalysis Method  [Panel
A1278_MP1

- (2 Run 2024-10-14-09-26_Validace?|
- [C3Run 202408-1507.27_MP 1.2.4

SNaPshot Defaul

|Size Standard| || [Run Date & Time
2024-08-

[[[sFnF [mvF - [snF [os  [sa

< >|

/Analysis Completed

g) Elektroforetogram zndzorfiujici vysledky FA.

Vysledny elektroforetogram je zndzornén na Obr. 10. Ke kazdému piku reprezentujicimu
primer + bazi za primerem jsou pfifazeny biny, které charakterizuji ptislusné SNP i alelu podle
detekované barvy. Elektroforetogram lze libovolné zvétSovat a detailné prohlizet. Metodika je
navrzena tak, Zze nékteré SNP se velikostné piekryvaji, ale software je dokaze rozlisit podle pozice
abarvy (alely) definované v pouzitém binsetu (kap. 4.6.1). Prvotni informaci o kvalité analyzy

mazeme zjistit pomoci elektroforetogramu surovych dat (Obr. 11), coz je uzitetné v pripadé

problematického vysledku pro odhaleni chyby, ke které doslo.

T Samples Plot

File Edit View Tools Alleles Help

Stop

Plot Seting: | SNaPshot Defak V|3 | panes:1 o | T | B | A | e
| wy | v u
Sampla File Sampla tiame Panal sl o5 [sa
A1596_MP124_rac_Ta55_ox_PI_515_01_ADS 2L A1998_MP 124 _radi_Ta35_x Apis_SNaP= 3
LS T2 ] ][RR JMRIPS T ] [BETAST T SOLC 1 1.5 R L I

B 35 7 3 at & @ ar @ 51 5 5 5 5

2800

2000

1600
1200 0
[
f
|
|
fll
™ I
|1
|1
[
P |
A
\
s o e mH T WA | [at
33522 e [ahoal ain (3800 5042 6]z 3009

Obr. 10 Elektroforetogram s vyhodnocenim
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Info Raw Data

EPT Data

A1998_MP124_red1_Ta55_5x_PI_816_01_A09_2024-10-03-15-08-56 fsa

400

1600

2000

2800

2000

1600,

1200,

o

Obr. 11 Elektroforetogram surovych dat

Kvalitu separace lze ovéfit pomoci velikostniho standardu znaceného LIZ (oranzovy), viz Obr. 12.

™ Samples Plot >
File Edit View Tools Alleles Help
Plot Setting: | SNaPshot Default v |3 | Panes: |1 v | HEEERESN | AL Aa | 1l 22 7
A | | A RS |
Sample File i;Sam;:\le Name {Panel {EQ?I}ES*@Q*
| A41393_MP124_PI_815_01_D11_2024-10-14-08-40 |A1893_MP124 1Apis_$NaPs_v3 ‘ I
[0 0 S
L 20 ] 60 30 100 120 140
1400
1200
1000
|
800 ‘. {
600 ‘
400 “
200 “ } ‘
1 | 1
(I} PEEOR o O O T S VR O Y A,
< >
<
Dye/Sample Peak |Sample File Name |Marker Allele Size Height Area Data Point
& (o} ] A1893_MP124_PI AN 1464 161 ~
W mlo2 A1893_MP124_PI 3305 43964 210
m(o3 A1893_MP124_PI 3 359 749
mo4 * A1893_MP124_PI 15.0 544 6607 936
=] 05 * A1893_MP124_PI 200 924 7673 954
] [ o6 * £1893_MP124_PI 250 950 7589 1024
[ @] o7 * A1893_MP124_PI 350 922 7190 1119
[ i) 0g; A1893_MP124_PI 500 927 7132 1262
I mcs * A1893_MP124_PI 62.0 336 6253 1404
W mio10 * A1893_MP124_PI 80.0 803 5939 1590
mon * A1893_MP124_PI 1100 366 6687 1938
mo12 * A1893_MP124_PI 1200 708 6619 2051 v

Obr. 12 Elektroforetogram velikostniho standardu
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h) Pro zobrazeni genotyptl zvolte zalozku Genotypes

= GeneMapper Software 6 - Apis_SNaPshot_vybrane_V3 [SNaPshot] - gm Is Logged In Database 3500GA

File Edit Analysis View Tools Help

CON | wf BEW|ME

| & ,Table Setling:| SNaPshot Default

‘@ LS| De

4.8.4 Pievod vysledki

S E—,,P?nels N Samples@ Genotypes
BI%WJ [Sample File [Sample Name  [Panel [Marker — [alele 1 [alele2 [Size1 [Size2 [Height1 [Height2 [Peak Are [Peak Are|
KA 1 8_MP124 2249|2995 (158650 219820
AMB1 2 |A1278_MP124_PI |A1278_MP124  |Apis_SNaPs_v3 |AMBS [T 6295.0
AMBE 3 A1278_MP124_PI|A1278_MP124  |Apis_SNaPs_v3 |ANK3 [T 5104 2525 174910
g‘#LSCH s A1278_MP124_PI|A1275_MP124 | Apis_SNaPs_v3 |BETAS1 T 56.09 1592 111060
BETAST S |A1278_MP124_P| A1278_MP124  |Apis_SNaPs_va |CTL2 T 383 988 9064.0
CcTL2 6 |A1278_MP124_PI|A1278_MP124 | Apis_SNaPs_v3 |FUTSCH |C 4643|4855 253|418 [1847.0 (29120
ﬁ'gg:s 7 |A1278_MP124_P| A1278_MP124 | Apis_SNaPs_v3 |HRP1 G 462 |4718 |86 130 [6230 (8710
MRJPS 8 |A1278_MP124_PI |A1275_MP124  |Apis_SNaPs_v3 |KDNS |G 3469 3168 285420
SoLC 9 |A1275_MP124_PL | A1273_MP124 | Apis_SNaPs_v3 |KRHI G s643  |5863 |98 290 7060  |20160
MU 10 |A1278_MP124 Pl A1275_MP124  |Apis_SNaPs_v3 |MRJFS |G 4952 |5061 1723|2716 [10759.0 179170
11 |A1278_MP124_PI|A1276_MP124  |Apis_SNaPs_v3 |MUCI G 670  |68.06 2145  [3801  |13688.0 (240180
12 |A1278_MP124_PI | A1278_MP124  |Apis_SNaPs_v3 |SOLC [T 60.07 1211 7863.0
13 |A1278_MP124_PI | A1278_MP124  |Apis_SNaPs_v3 |STKI G 5401 |6526 1100 (1832  |6965.0 |11585.0

Alely a genotypy ziskané metodou SNaPshot odpovidaji bazim, které byly zapojeny do fetézce pfi

extenzi. Protoze pro extenzi se u nékterych gent pouzily reverzni primery (tzn. z nekédujiho vlakna),

je tieba alely prevést na realné odpovidajici kodujicimu (+) vlaknu a to podle tabulky 10.

Tab. 10 Pfevod stanovenych genotypti na realné

. Detekce
Nazev/Gen SNP SNaPshot
CTL2 SnR1 A/lG T/C
AMB1 SnR1 T/C A/G
STK1 SnR2 CIT G/A
MRJP5¢c_SnR2 CIT G/A
SOLC _SnR1 G/A CIT
Neptevadi se:
. Detekce
Nazev/Gen SNP SNaPshot
ANK3 SnF2 T/C T/C
FUTSCH SnF2 CIT CIT
AMB6_ SnF1 TIC T/IC
BETAS(1_SnF1)b | T/G TIG
MUC1 SnF1 A/G A/G
KRH1 SnF2 A/G A/G
HRP1 SnF2 AIG AlIG
KIDINS SnF1 G/A G/A
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infekcnim onemocnénim u véely medonosné

a) Oznacte vzorky, které chcete exportovat a zadejte File/Export Combined Table.

% GeneMapper Software 6 - Apis_SNaPshot_validace [SNaPshot] - gm Is Logged In Database 3500GA

File Edit Analysis View Tools Help

New Project...
Open Project...
Close Project
Save Project
Save Project As.

Add Samples to Project...

Associate Samples...

Exj

Page Setup...

Drint

Ctrl+N
Ctrl+0

Ctri+S B

Ctrl+K

Ctrl+E

CtlaD

| | EEE | & @ | Tobk Seting: | [SNaPshot Defaut

Y@ | P | De

es

ample File

1621_P|_821_01_B05_2024-10-25-11-00-55 fsa

SNaPshot Defautt

Apis_SNaPs_v3 |GS120LIZ

‘SNaPshm Defautt

42475 _PI_821_01_F05_2024-10-25-11-00-55 fsa 42475 |SNaPshot Defaut | Apis_SNaPs_v3 |GS120L1Z
42649_P|_821_D1_GU5_2024-10-25-11-00-55 fsa 42649 |SNaPshot Defaut|Apis_SNaPs_v3 (651202
2676_P|_B21_01_C05_2024-10-25-11-00-55 fsa A2676 Apis_SNaPs_v3 |GS120LIZ

FOS

GOS

CIEICINN)

C05

b) Zadejte cilovy adresaf, poté zakliknéte format exportu One line per sample a zvolte Export.

iy

File Edit Analysis View Tools Help

COH | Ll | @EWUL |G|

™ Export Combined Table

Look in: Cert.met

- 43 Project
-CDRun 20241
- EDRun 2024-1
- CDRun 2024-1
£ Run 2024-1
- CDRun 2024-1
-(CD Run 2024-1

& Run 2024-1

< >

Samples  Genotypes

[Sisus [GampiaFis|  Recent hems | | Apis SNaP
v 5] Apis_SNaP:
5] Apis_SNaP:
- [5] Apis_SNaP.
Deskiop
73 £2475 P8
76 £2649_PI_8
79 3 42676_pl |  Documents

Analysis Completed

Printscreeny
5] Apis_SNaPs_v3_Apis_SNaPs_v3_bins.txt

s.v3_Panels.txt
shot_val.txt
shot_val2.txt
shot_val3.txt

v BcEE

~Expott File As
Tobdoimied et ()

Stop

LS

v o

Tab-delimited Text (*txt)

Merge
O One line per marker

O One line per sample (classic)

Date & Time [snFJos
0270 || ||

N R

R N

01101270 (@ @ |®
10251101270 @ | |

=
I
IS

UDT [UD2 [UD3 [Lane [wel

\

¢) Data ze vzniklého textového souboru je mozné pievést do MS Excel nebo podobného programu pro

dalsi upravu a analyzu dat.

| 4 = | Export

&« -

1t

Share View

> USBDrive (G:) » Certmet > Export

Apis mt vysledky

Apis tabulky

Apis_mt
Apis_SNP
Cert.met

Certif jpg

1item

~

2 Name

D Apis_SNaPshot_v

alidace.txt

Date modified

1072

5/2024 12:49 ...

Type

Text Document

v O

11 KB

Search Export
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d) Ukazka vyexportovaného vysledku. Lze upravit do pozadovaného formatu.

Size Run Date &
Sample File Sample Name | Analysis Method Panel Standard Time Marker | Allele 1 | Allele2 | Marker | Allele1 | Allele 2 | Marker | Allele 1 | Allele 2
A1026_PI_821_01_A05_2024-
10-25-11-00-55.fsa A1026 SNaPshot Default | Apis_SNaPs v3 | GS120LIZ 25.10.2024 11:01 | AMB1 | A AMB6 | C T ANK3 | T
A1230_PI_821_01_D05_2024-
10-25-11-00-55.fsa A1230 SNaPshot Default | Apis_SNaPs_v3 | GS120LIZ 25.10.2024 11:01 | AMB1 | A AMB6 | C T ANK3 | T
A1560_PI_821_01_E05_2024-
10-25-11-00-55.fsa A1560 SNaPshot Default | Apis_SNaPs_v3 | GS120LIZ 25.10.2024 11:01 | AMB1 | A AMB6 | T ANK3 | C T
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4.9 Statistické zpracovani vysledku

4.9.1 Statisticky software

Pro vyhodnoceni dat Ize pouzit libovolny software, ktery je uzivatel zvykly pouzivat. V rdmci
této metodiky doporucujeme GenAlEx, volné dostupny a jednoduchy na obsluhu, ktery ale poskytuje

dostate¢nou informativnost.

GenAlEx - Genetic Analysis in Excel (Peakall and Smouse 2006, 2012) je navrZen jako
uzivatelsky pfivétivy balik s intuitivnim a konzistentnim rozhranim, ktery uZzivatelim umoziuje

analyzovat Sirokou $kalu analyz populacnich genetickych dat v softwarovém prostfedi MS Excel.

Software a podptirnd dokumentace jsou volné k dispozici na strankach The Australian

National University, Canberra, Australie na adrese URL https://biology-assets.anu.edu.au/GenAlEx.

Na této adrese je k dispozici i podrobny manual.

Ke stazeni: https://biology-assets.anu.edu.au/GenAlEx/Download.html

4.9.2 Vstupni format dat

Vstupni format dat je specificky dle pokynii metodiky programu GenAlIEx (genotyp SNP je ve
dvou sloupcich a prekoédovany na ¢isla: A=1, C=2, G=3, T=4). Soubor je tabulka v MS Excel (*.xIsx).

A B € D E F G H | J K L M

13 39 1 39
2 |SNP vcely Popl
3 |Sample Pop AMB6 FUTSCH ANK3 BETAS1 STK1 KIDINS
4 1 Popl 2 4 2 2 4 4 3 4 2 4 3
5 2 Popl 4 4 2 2 4 4 4 4 2 4 3
6 3 Popl 4 4 2 4 2 4 3 3 2 2 3
7 4 Popl 4 4 2 2 2 4 3 4 2 4 3
8 5 Popl 4 4 2 2 4 4 3 3 2 4 3
9 6 Popl 4 4 2 4 2 4 4 4 2 2 3
0 7 Popl 2 4 2 4 4 4 3 4 2 4 3

8 Popl 2 4 2 2 4 4 4 4 4 4 3
2 9 Popl 4 4 2 2 4 4 3 4 4 4 3
3 10 Popl 4 4 2 2 4 4 4 4 2 4 3
4 11 Popl 4 4 2 2 4 4 3 3 2 2 3
5 12 Popl 2 4 4 4 2 4 3 4 4 4 3
6 13 Popl 4 4 4 4 4 4 4 4 2 2 3
7 14 Popl 4 4 2 2 4 4 3 4 2 4 3
8 15 Popl 4 4 2 2 4 4 4 4 2 2 3
9 16 Popl 2 4 2 2 4 4 3 3 2 2 3
20 17 Popl 4 4 2 2 2 4 3 4 2 2 3
2 18 Popl 2 4 2 2 4 4 3 4 4 4 3
22 19 Popl 4 4 2 4 4 4 3 4 2 2 3

Radek 1: Buiika Al: podet lokust; buiika B1: podet vzorki; buiika C1: poéet populaci; buiika D1:
pocet jedinct v populaci

Radek 2: Buiika A2: libovolny nazev dat (napi. SNP véely); buitka D2: nazev populace

Radek 3: Buiika A3: oznadeni sloupce &islo vzorku (Sample); buitka B2: oznadeni sloupce nazev
populace; Buniky C4 a dale: nazev SNP, genotyp je ve dvou sloupcich (oznaceno Zlute).
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4.9.3 Programové rozhrani doplitku GenAlEx v MS Excel

Soubor Doml  VloZeni Kresleni RozloZenistranky Vzorce Data Revize Zobrazeni  Automatizovat
T | D | = = | (3 = R
== oo = %] I (S) R E =
Parameters Data Frequency- = Distance- Create  Manage-  Color-  Import- Graph Stats  Options
- e Based ~ Based ~ v Data ~ Rand ~ = Export~ - - v
Setup Analysis Options Data Management Other Options
4.9.4 Import dat

Viyvojaf  Dopliky MNapovéda GenAlEx

Data neni potieba specialn¢ importovat. Je nutné mit otevieny list s daty SNP genotypd.

4.9.5 Pouzité ukazatele genetické diverzity

Postupujte v souladu s manuélem k software, zvolte pozadovanou funkci (napt. Frequency-

Based pro vypocet parametr diverzity dle Tab. 11. V Tab. 12 a 13 je uveden piiklad vyhodnoceni

diverzity.
Soubor Domd  VloZeni Kresleni Rozlozeni stranky  Vzorce
e [4y | BE <=
EE=IE on & Bh
Parameters Data Frequency-| Distance- Create = Manage-
> - Based v Based v - Data ~
Setup Frequency.. Data Manz
115 v Disequil >
G-Statistics...
A B E F
Shannon >
1 13 39
2 |SNP veely Relatedness >
3 |Sample Pop Multilocus > [UTSCH Al
4 1 Popl ] N 2 2
5 2 Popl Assignment 5 P
Allele Frequency Data Parameters *
CK
#Loci (A1) 13| Pop. Size
#5amples (B1) 39 38 Cancel
#Pops [C1) 1
Clear Pops.
Data Format
Add Pops.

One Column/Locus Two Columns/Locus

() Binary [Diploid) (® Codominant
() Binary (Haploid)

() Haploid

Title SHP viely

Worksheet Prefix
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Codominant Frequency Options

Allele Frequency & Heterozygosity

Graph All Loci Graph by Locus
|:| Graph by Pop for each Locus

Frequency by Locus

Het & Poly by Pop

Het & Paoly by Locus

Allelic Patterns Options

Allelic Patterns
Graph Pattern

Allele List Private Alleles List

Multiple Pop Options
Mei Distance Fairwise Fst
Mei Unbiased Distance
Cutput Pairwise Matrix
Output Labeled Pairwise Matrix

Cutput Pairwise Matrix as Table

F-statistics and Mei Distance are not available with only one population.

>
Cancel
Check All
Uncheck All
Options

|:| Step by Step

Tab. 11 Vysvétleni parametri diverzity (GenAlEx 6.5)

Symbol Vyznam

Funkce program

Vypocet

N pocet No.

Ho 7jisténa heterozygotnost Observed Heterozygosity

He o¢ekavana heterozygotnost  Expected Heterozygosity

uHe nestranna o¢ekavana Unbiased Expected Heterozygosity
heterozygotnost

F fixa¢ni index Fixation Index

No. of Hets/ N

Hﬁ.zl—z{pf

(2N / (2N-1)) * He

kde pije frekvence i-t¢ alely v populaci
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4.9.6 Diverzita zjisténa v modelové populaci véel

V Tab. 12 jsou uvedeny alely detekované u jednotlivych SNP markerti ajejich cetnost,

frekvence. U vSech testovanych SNP byl prokézan polymorfismus.

Tab. 12 Zjisténé alely a jejich relativni frekvence ve validacni populaci

Alela AMB6 FUTSCH ANK3 BETAS1 STK1 KIDINS CTL2 AMB1 KRH1 HRP1 MRJP5 SOLC MUC1

N 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39
1-A 0,064 0,821 0,885 0,449 0,744 0,603
2-C 0,128 0,769 0,103 0,564 0,359 0,231

3-G 0,487 0,936 0,179 0,115 0,551 0,256 0,397
4-T 0872 0,231 0,897 0,513 0,436 0,641 0,769

Tab. 13 Ptiklad vyhodnoceni — vysledky diverzity souboru validace

Locus N Na Ne I Ho He uHe F

AMB6 39 2,000 1,288 0,383 0,205 0,224 0,226 0,082

FUTSCH 39 2,000 1,550 0,540 0,308 0,355 0,360 0,133

ANK3 39 2,000 1,226 0,331 0,205 0,184 0,186 -0,114

BETAS1 39 2,000 1,999 0,693 0,462 0,500 0,506 0,076

STK1 39 2,000 1,968 0,685 0,462 0,492 0,498 0,061

KIDINS 39 2,000 1,136 0,238 0,077 0,120 0,122 0,359

CTL2 39 2,000 1,418 0,471 0,359 0,295 0,298 -0,219

AMB1 39 2,000 1,853 0,653 0,410 0,460 0,466 0,109

KRH1 39 2,000 1,257 0,358 0,179 0,204 0,207 0,121

HRP1 39 2,000 1,979 0,688 0,590 0,495 0,501 -0,192

MRJP5 39 2,000 1,550 0,540 0,359 0,355 0,360 -0,011

SOLC 39 2,000 1,616 0,569 0,410 0,381 0,386 -0,076

MUC1 39 2,000 1,919 0,672 0,538 0,479 0,485 -0,124

Mean 39,000 2,000 1,597 0,525 0,351 0,349 0,354 0,016

SE 0,000 0,000 0,088 0,043 0,042 0,037 0,038 0,044

Heterozygotnost je ukazatel hodnotici stav, kdy jedinec ma dvé odlisné alely v daném lokusu

umisténé na homolognich chromozomech. Genetickd rozmanitost v populaci se vyznacuje vyssi

heterozygotnosti, niz§i mira heterozygotnosti mtze signalizovat genetickou uniformitu. Hodnoty

ocekavané heterozygotnosti (He) se vnasem souboru pro validaci pohybovaly vrozmezi 0,077

(KIDINS) az 0,590 (HRP1), primérné hodnota He = 0,349. Zjisténa pozorovana heterozygotnost (Ho)

nabyvala hodnot od 0,120 (KIDINS) do 0,495 (HRP1), s primérnou hodnotou Ho = 0,351.

Hodnoty fixa¢niho indexu F byly v rozmezi -0,219 (CTL2) az 0,359 (KIDINS), s primérnou

hodnotou F = 0,016. Kladné hodnoty vyjadfuji snizeni heterozygotnosti (mtize byt zptisobeno napf.
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vlivem inbreedingu), zaporné hodnoty pak zvySeni heterozygotnosti nez by se ofekavalo za genetické

rovnovahy.

Vypocet Hardyho-Weinbergovy genetické rovnovahy (HWE) lze provadét rliznymi metodami
a softwary. Doporucujeme vyuziti software GenAlEx, kdy pouzijte volbu dle nize uvedeného obrazku.

Vysledky testu u naseho valida¢niho souboru viz. Tab. 14.

@)= 8 m D0

Frequency-| Distance- Create  Manage- = Color-  Import-
Based ~ Based ~ - Data ~ Rand ~  Export~
Frequency.. Data Management
Disequil > HWE...
G-Statistics... Paired Biallelic LD...

0 Shannen > Paired SNP LD (Known Phase)..
Relatedness > Paired SNP LD (Unknown Phase)...
Multilocus > PLIII ApZaT

_ N 211 217 207 207
Assignment 217 217 207 207
144 1A 417 17 anT? 1R

Tab. 14 Ptiklad — vypoctené hodnoty testu HWE pro soubor validace

Locus DF ChiSq Prob Signif
AMB6 1 0,264 0,607 ns
FUTSCH 1 0,693 0,405 ns
ANK3 1 0,509 0,475 ns
BETAS1 1 0,227 0,634 ns
STK1 1 0,147 0,701 ns
KIDINS 1 5,024 0,025 *
CTL2 1 1,866 0,172 ns
AMB1 1 0,460 0,498 ns
KRH1 1 0,569 0,451 ns
HRP1 1 1,438 0,230 ns
MRJP5 1 0,005 0,945 ns
SOLC 1 0,224 0,636 ns
MUC1 1 0,602 0,438 ns

Vysvétlivky: DF = stupné€ volnosti (degrees of freedom), ns= neprtikazné rozdily (not significant), * P<0,05, **
P<0,01, *** P<0,001

Pozn. S vyjimkou lokustit KIDINS jsou v§echny v genetické rovnovaze.
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5 Validace metodiky

5.1 Popis

Metodika byla vyvinuta na zéklad€ dat ziskanych z analyzy variability populace 39 nahodné
vybranych véel v Ceské republiky, ktera sestava z 13 SNP lokusii analyzovanych ve 3 riiznych PCR
multiplexech a v jedné SNaPshot reakci. Vysledky z této rozsahlé analyzy byly srovnany s vysledky

ziskanymi Sangerovym sekvenovanim stejnych vzorku.

5.2 Vysledky validace

Vysledky srovnani genotypii u vybranych 39 vzorki véel v Ceské republice jsou uvedeny
v Tab.15a, 15b a 15c. Vyhodnoceni frekvenci alel je uvedeno v Tab. 12. Zékladni charakteristiky

diverzity jsou uvedeny v Tab. 13.
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Tab. 15 Srovnani genotypi ziskanych pomoci metodiky 3 multiplexi a SNaPshot (sloupec vlevo) a pomoci Sangerova sekvenovani jednotlivych PCR

produktii (sloupec vpravo)

a) MPI
SNP AMB6 AMB6 FUTSCH FUTSCH ANK3 ANK3 BETAS1 BETAS1 STK1 STK1
T/C T/C C/T C/T T/C T/C T/G T/G C/T C/T
Alela Alela |Alela Alela JAlela Alela |Alela Alela JAlela Alela |[Alela Alela JAlela Alela |Alela Alela JAlela Alela |Alela Alela
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
AO11 |C T C T C C T T G T G T C T C T
A025 |T T C C T T T T C T C T
A054 |T T C T C T C T C T G G C C
A071 |T T C C C T C T G T G T C T C T
A074 |T T C C T T G G C T C T
A447 T T C T C T C T C T T T C C
A1026 |C T C T C T C T T T G T G T C T C T
A1044 |C T C T C C T T T T T T
A1065 | T T C C T T G T G T T T
A1095 | T T C C T T T T C T C T
Al1113 T T C C T T G G C C
A1119 |C T C T T T C T C T G T G T T T
A1128 | T T T T T T T T C C
A1152 | T T C C T T G T G T C T C T
A1155 |T T C C T T T T C C
A1176 |C T C T C C T T G G C C
A1185 | T T C C C T C T G T G T C C
A1206 |C T C T C C T T G T G T T T
A1221 T T C T C T T T G T G T C C
A1230 |C T C T C C T T G G C T C T
A1233 |T T C T C T T T G T G T T T
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A1398]G G A A C T C A A
A1560]G A G G A G A T T A A
Al1614]1G G A A C T C A A
Al1621)G G A A C T C G G
A18271]1G G A A T T A A
Al1893]G G A A C T C A A
A1908]G A G G A G A C T C A A
A1998]G G A A C C A A
A2466]G G G A G A C T C A A
A2475]1G A G G A G A C T C G A
A2550]G G G A G A C T C A A
A2649]G G A A T T A A
A2676]G G A A T T G G
A3224]G G G A G A T T A A
A33141G G A A T T G A
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¢) MP3
SNP HRP1 HRP1 MRJP5 MRJP5 SOLC SOLC MUC1 MUC1
A/G A/G Cc/T C/T G/A G/A A/G A/G
A Alelal Alela2|Alelal Alela2]Alelal Alela2|Alelal Alela2]Alelal Alela2|Alelal Alela2]Alelal Alela2|Alelal Alela2
A011 A A T T G A G A A A
A025 |G G C T C T G A G A G A G A
A054 |G G T T G A G A A A
A071 |G G C T C T A A G A G A
A074 |G G T T A A A A
A447 |G A G A C T C T G A G A G A G A
Al1026]G G C T C T G A G A G A G A
A1044]1G A G A T T A A G A G A
A1065]G A G A T T G A G A A A
A1095]G A G A T T G A G A G G
Al1113]G A G A T T A A A A
A1119]A A T T A A A A
Al1128]G G T T G A G A G A G A
Al1152]G A G A T T A A G A G A
Al1155]G A G A T T A A G A G A
Al1176]G A G A T T G A G A A A
Al1185]G G T T A A G G
A1206]A A C T C T A A G A G A
A1221]G G T T G A G A G A G A
A1230]G G C T C T A A A A
A1233]G A G A T T A A G A G A
A1278]G A G A C T C T A A G A G A
Al1366]G A G A C T C T A A G A G A
Al1383]G A G A T T G A G A G A G A
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A1398]A A T T A A G G
A1560]G A G A T T A A G G
Al1614]1G A G A T T A A A A
Al1621)G A G A C C G G G A G A
A18271]1G A G A T T G G A A
Al1893]G A G A C C A A G A G A
A1908]G A G A C C A A G A G A
A1998]G A G A C C G G G A G A
A2466 ] A A T T G G A A
A2475]1G A G A C C A A G G
A2550]G A G A C C A A G A G A
A2649]G G C C A A A A
A2676]G A G A T T G G A A
A32241A A C C G G G A G A
A33141G A G A T T G G G A G A
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5.3 Zavér

Z celkového poctu 507 genotypt byla zjisténa nejednoznacnost uceni u 10 (1,9 %) a pouze
v 1 ptipadé¢ nesoulad s vysledkem sekvenace u MP1, genu ANK3 a vzorku A2676 (chybgjici alela C).
Po opakovani analyzy byly nejednoznacné genotypy urceny jednoznacné a spravné, nesoulad
u jednoho genotypu ovSem zistal.

Celkové se jedna o dobry soulad vysledkd mezi urCenim genotypli pomoci sekvenovani
a nami popsanou metodou zalozenou na analyze SNaPshot. Na zaklad¢ téchto dat Ize konstatovat, Ze

predlozena metodikou pro certifikaci tak ma vysokou spolehlivost.

6 Novost postupu

Metodika pro hodnoceni genetické variability vEely medonosné zaméfena na variabilitu
v kandidatnich genech majicich vztah k odolnosti vii¢i varroaze a infekénim nemocem vcel chovanych
v Ceské republice doposud neni k dispozici. Hledani a vybér kandidatnich genti ve svété je ve stiedu
pozornosti genetiktl, aplikovana metodika ale dosud vyvinuta nebyla. Vyhodou této metodiky je to, ze
v pfipad¢ objeveni novych kandidatnich genti (a SNP) je mozno tuto metodiku relativné snadno

doplnit nebo modifikovat, vyznacuje se totiz zna¢nou mérou univerzalnosti.

7 Uplatnéni metodiky

Metodika bude nabizena k pouziti véelaiskym svaziim a Slechtiteliim pro efektivni hodnoceni
variability uvniti gent, které jsou kandidatni pro odolnost k varroaze a infekcim ve Slechténych
populacich a sledovani genetické variability ve vCelstvech u béznych chovatelt, ktefi maji byt cilem
Slechtitelské ¢innosti. Zaroven si variabilitu mohou nechat otestovat i jednotlivi chovatelé véel. Vlastni
provedeni musi byt realizovano v laboratotfich ovladajicich zakladni technologie prace s DNA, tzn.

izolaci DNA, amplifikaci DNA a fluorescen¢ni fragmentac¢ni analyzu.

8 Ekonomické aspekty

Odhad nakladi (v tis. K¢) na zavedeni postupii uvedenych v metodice:

Predpokladem pro realizaci metodiky uzivatelem je piislusné pristrojové vybaveni uvedené
v kapitolach 4.4.1, 4.6.1 a 4.7.1 této metodiky. Dale je tfeba pofizeni sady 26 standardnich primert pro
multiplexni PCR a sady 4 standardné dlouhych primerd pro SNaPshot v celkové cené 6 tis K¢ v¢.
DPH. Dale je tfeba potidit sadu 9 dlouhych primert pro SNaPshot ¢isténych HPLC v cené 10 tis K¢
v¢. DPH. Vlastni provadéni metodiky jiz vyZaduje pouze pokroc¢ilé odborné znalosti a zkuSenosti
persondlu a déale ndklady na laboratorni materidl. Ty zahrnuji cenu DNA izola¢niho kitu, PCR

polymerdzovy mix, SNaPshot kit, zkumavky a plasty, polymer POP-7, elektroforetické pufry,
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velikostni standard LIZ120. Vzhledem k tomu, ze jsme optimalizovali metodiku na 4 nasobné fedéni
oproti manudlu vyrobce, dosahli jsme snizeni nakladd na nakup nejdrazsi polozky — SnaPshot kitu ze
standardnich 200 K¢ na reakci na ptiznivych 50 K¢ na reakci.

Celkové materialni naklady na analyzu jednoho vzorku jsou tedy cca 200 K¢. Naklady lze
snizit cca o 10-20 % v ptipadé analyzy vétsiho mnozstvi vzorkil, v maximalnim procentu pii analyze
celého plata (96 vzorkt).

Odhad ekonomického pfinosu pro uzivatele a pfinos z hlediska urceni a pfipadné ochrany
diverzity je zhlediska financ¢niho problematicky vycislitelny. Nicméné z hlediska biologického,
ekologického a ekonomického je piinos védecky podlozen. Uchovani genetické diverzity u vcel,
obzvlast¢ v genech spojenych s odolnosti, je totiz vyznamné pro potencialni Slechténi obzvlaste
v nyn¢&j$i dobé zvySeného tlaku patogenti na vcelstva. NaSe metodika umoziuje diverzitu hodnotit
a sledovat. Neexistovala doposud zadna jednoducha arelativné¢ levna metodika pro hodnoceni

diverzity geni spojenych s odolnosti viici onemocnéni u véel v CR.
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