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Abstrakt

Certifikovana metodika je detailni popis laboratorni analyzy zaloZené na molekularné-
genetickém ptistupu vyuzivajici panel mikrosatelitl pro hodnoceni genetické variability
véely medonosné v Ceské republice. Byl sestaven panel 10 validnich, vysoce
polymorfnich lokust vhodnych pro rutinni testovani metodou fluorescenéni multiplexni
polymeréazové fetézové reakce (PCR).

Klicova slova
Metodika, diverzita, mikrosatelit, véela medonosna

Abstract
The certified methodology is a detailed description of a laboratory analysis based on

a molecular genetic approach using a panel of microsatellites to assess the genetic
variability of honey bees in the Czech Republic. A panel of 10 valid, highly polymorphic
loci suitable for routine testing by fluorescence multiplex polymerase chain reaction

(PCR) was assembled.
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1 Cil

Cilem predkladané metodiky je detailni popis laboratorni analyzy zalozené na molekularné-
genetickém pfistupu vyuZzivajicim panel mikrosateliti pro hodnoceni genetické variability vcely
medonosné v Ceské republice. Bude sestaven panel 10 validnich, vysoce polymorfnich lokust vhodnych

pro rutinni testovani metodou fluorescencni multiplexni polymerazové fetézové reakce (PCR).

2 Uvod

2.1 Véela medonosna

Véela medonosna (Apis mellifera) patii k tadu blanokiidlych (Hymenoptera). Je to
nejdokonalejsi druh celedi veelovitych (Apidae) i rodu veela (4pis). V soucasné dobé je rozsitena po
celém svété. Jednotlivé poddruhy vcel se mezi sebou geneticky lisi. Tento rozdil je zpisoben zejména
rozdilnymi ptirodnimi podminkami (nadmoiskou vyskou, vzdalenosti od vodnich ploch, piipadné

i vyskytem pousti). Rozmanitost je patrnd zejména u vcel Zijicich na ostrovech, kde diky izolaci

populace dochazi ke zrychleni genetické diferenciace a rychlejsimu prib&éhu evoluc¢nich zmén.

V roce 2006 byl precten genom véely medonosné. Tento genom je rozdélen na dvé hlavni ¢asti.
Jaderna DNA nese genetickou informaci, je uspotadana do chromozomii (32 chromozomui u délnic,
16 chromozomu u trubcti). Mitochondrialni genom je lokalizovan mimo bunééné jadro a jeho studium

napomaha porozuméni evoluci veely medonosné.

Navzdory ur¢itému lidskému ucinku na chov vcel jsou vcely stale ve stadiu polodomestikace

a jsou schopny samostatné existovat ve svém pfirozeném prostiedi.

2.2 Mikrosatelity (MS)

Rozdil mezi jedinci, skupinami nebo populacemi na irovni DNA, rozdil v sekvenci jejich DNA,
se oznacuje jako geneticky polymorfismus. Ten vznika diky mutacim. Jednim typem téchto mutaci jsou
opakujici se sekvence oznaCované jako mikrosatelity (MS) = short tandem repeats (STR). Mikrosatelity
jsou kratké sekvence DNA o délce 2-6 bp. Tyto sekvence se tandemove opakuji. Nejcastéji se
v genomech vyskytuji dvounukleotidové a tfinukleotidové repetice. ~Mikrosatelity jsou vysoce
polymorfni. Vyskytuji se v nékolika alelickych variantach, které se mezi sebou lisi prave v poctu repetic.
Mikrosatelity se dnes jiz bézn¢€ pouzivaji k identifikaci jedincti a ovéfovani rodiCovstvi/otcovstvi. Jejich
dalsi vyuziti spociva v hodnoceni genetické variability riznych zivocisnych druhi.
daného MS. Cim vice alelickych variant dany MS ma, tim je vhodn&;jsi pro studium variability. Vhodné
je také MS navrhovat tak, aby byly co nejvice rozprostieny po celém genomu studovaného zivocisného
druhu, mély co nejméné nulovych alel, vysoky polymorfni informaéni obsah (PIC) a byly vhodné pro

multiplex PCR.
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Ve svéte bylo popséno velké mnozstvi mikrosatelitnich lokust, nicmén¢€ pro rutinni pouziti je
tteba, aby bylo mozno co nejjednoduseji a nejlevnéji otestovat ty z nich, které jsou v ramci populace

vcely medonosné v Ceské republice.

2.3 Mikrosatelity u véely medonosné

Mikrosatelitni markery vybrané pro genetickou analyzu evropské véely medonosné (A4pis
mellifera) byly z ¢asti lokalizovany na genomové DNA poddruhu Apis mellifera mellifera a z Casti
v genomové knihovné bakteridlniho umélého chromozomu (BAC). Celkem bylo detekovano 552
polymorfnich mist (MS) pro v¢elu medonosnou. Tyto mikrosatelity jsou zvetfejnény v databéazi
Molecular Ecology Notes.

Studiem variability mikrosatelitnich markert se zabyvalo velké mnozstvi autord. Jejich studie
se lisi lokalitami, kde biodiverzitu v¢ely medonosné studovali. Pro nasSi analyzu bylo vybrano 22
mikrosatelitnich markerd rozdélenych do ¢ty multiplext. V Tab. 1 jsou uvedeny nazvy jednotlivych

MS, jejich prvoautor a dalsi autofi, ktefi se studiem téchto MS zabywvali.
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Tab. 1 Piehled pouzitych MS rliznymi autory

Prvni autor Solignac Su$nik (Muiioz Alburaki Péntek- Eimanifar Kiikrer Muiioz,
Lokus . . et al.,, et al, et al, et al.,, Zakaret et al,, et al., De la Rua,

primert 2003 2004 2009) 2013 al,, 2015 2020 2021 2021
MP1
Ap218 Solignac ef al. 2003 ano X X X X X ano X
Al13 Estoup et al. 1995  ano X ano ano ano X ano ano
A024 Estoup et al. 1995  ano ano X ano ano ano ano X
Ap249 Solignac ef al. 2003 ano X X X X X ano ano
A088 Estoup et al. 1995  ano ano X ano ano ano ano ano
Ap043 Garnery et al. 1998 ano X ano ano X ano ano ano
MP2
A079 Estoup et al. 1994  ano X X X X ano ano ano
Ac306 Solignac et al. 2003 ano X X X X X ano X
Ap226 Solignac et al. 2003 ano X X X X X ano X
A007 Estoup et al. 1994  ano ano ano ano ano ano ano ano
HB-C16-01  Shaibi et al.2008 X X X X X X ano X
Ap068 Solignac et al. 2003 ano X X X X X ano X
A014 Estoup et al. 1994  x X X X ano ano ano X
Ap223 Solignac et al. 2003  ano X X X X X ano X
MP3
Ap019 Tunca 2009 X X X X X X ano
B124 Estoup et al. 1994  ano X ano ano X ano ano ano
Ap273 Solignac et al. 2003 ano X X X X X ano X
Ap289 Solignac et al. 2003 ano X X X X X ano X
HB-C16-05  Shaibi et al.2008 X X X X X ano ano X
MP4
Ap049 Solignac et al. 2003 ano X X X X X ano X
A043 Estoup et al. 1994  ano ano X ano ano X ano X
Ap288 Solignac et al. 2003 ano X X X X X ano X
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3 Vyvoj metodiky

3.1 Ziskani dat pro vybér MS

Pivodni sada zahrnovala 22 mikrosatelitii amplifikovanych v celkem 4 multiplexech. V Tab. 2

— Tab. 5 je uvedeno slozeni jednotlivych multiplexti, sekvence primeri pro dané MS, jejich velikost,

rozsah, fluorescen¢ni znacka, opakujici se motiv a prvni autor.

Tab. 2 Primery pro multiplex PCR 1 (Zdroj: Kiikrer et al., 2021, upraveno)

Primer  Sekvence Velikost Rozsah Fluorescentni Motiv Prvni autor

(nt) (bp) znacka
Ap218-F AGGGATGGAATTCTTCGATT 20 122-138 (CA)s Solignac et al., 2003
Ap218-R TTGTCACAATTCCGCTTGA 19
A113-F  CTCGAATCGTGGCGTCC 17 195-237 (TC),C(TC), TT(TC)sTT Estoup et al. 1995

(TC)TT(TC)s

Al13-R  CCTGTATTTTGCAACCTCGC 20
A024-F CACAAGTTCCAACAATGC 18 92-104  VIC (CTHu Estoup et al. 1995
A024-R  CACATTGAGGATGAGCG 17
Ap249-F CGCGCGACGACGAAATGT 18 207-220 VIC (GA)s(GA)s Solignac et al., 2003
Ap249-R CAGTCCTTTGATTCGCGCTACC 22
A088-F CGAATTAACCGATTTGTCG 19 131-152 NED (CT)1iTC(CCTT)o(CTTT)3(GGA); Estoup et al. 1995
A088-R GATCGCAATTATTGAAGGAG 20
Ap043-F GGCGTGCACAGCTTATTCC 19 134-162 PET (TA)¢GATA(GA) 1o Garnery et al. 1998
Ap043-R CGAAGGTGGTTTCAGGCC 18

Tab. 3 Primery pro multiplex PCR 2 (Zdroj: Kiikrer et al., 2021, upraveno)

Primer Sekvence Velikost Rozsah Fluorescen Motiv Prvni autor

(nt) (bp) tni znacka
A079-F CGAAGGTTGCGGAGTCCTC 19 89-124 (CTD)ia Estoup et al. 1994
A079-R GTCGTCGGACCGATGCG 17
Ac306-F GAATATGCCGCTGCCACC 18 161-187 (CDhHn Solignac et al., 2003
Ac306-R TTTCGTTGCATCCGAGCG 18
Ap226-F AACGGTGTTCGCGAAACG 18 228-248 (CT)s Solignac et al., 2003
Ap226-R AGCCAACTCGTGCGGTCA 18
A007-F CCCTTCCTCTTTCATCTTCC 20 94-136  VIC (CT)3(T);CTTCG(CT) 24 Estoup et al. 1994
A007-R GTTAGTGCCCTCCTCTTGC 19
HB-C16-01-F AAAATGCGATTCTAATCTGG 20 249-309 VIC (GA)35 Shaibi et al.2008
HB-C16-01-R  TTGCCTAAAATGCTTGCTAT 20
Ap068-F TGTCTGCCCTCCTCTCTGTT 20 147-169 NED (CT)ia(TA)s Solignac et al., 2003
Ap068-R CACATCGAGCGAGAAGGC 18
A014-F GTGTCGCAATCGACGTAACC 20 214-247 NED (CTHi3(GGT)o Estoup et al. 1994
A014-R GTCGATTACCGATCGTGACG 20
Ap223-F TCGTACAACGTCGCGCAA 18 147-182 PET (T)s(C)sA(T)6(Cs) Solignac et al., 2003
Ap223-R GCCGCTCGCCTGTATCTG 18
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Tab. 4 Primery pro multiplex PCR 3 (Zdroj: Kiikrer et al., 2021, upraveno)

Primer Sekvence Velikost Rozsah Fluoresc Motiv Prvni autor

(nt) (bp) entni

znacka

Ap019-F CTCGTTTCTTCCATTGCG 18 133-144 (TO) Tunca 2009
Ap019-R CGGTACGCGGTAGAAAGA 18
B124-F GCAACAGGTCGGGTTAGAG 19 210-244 E(C}"é)),: ((gé)éﬁfTC Estoup et al. 1994
B124-R CAGGATAGGGTAGGTAAGCAG 21
Ap273-F GATCTTGTGTTAAACAGCCG 20 102-108 NED (CT)s Solignac et al., 2003
Ap273-R GATCTCTGGCAGACGAAGAG 20
Ap289-F AGCTAGGTCTTTCTAAGAGTGTTG 24 173-217 NED (GA)s Solignac et al., 2003
Ap289-R TTCGACCGCAATAACATTC 19
HB-C16-05-F ATTTTATGVGVGTTTCGTA 19 70-110  PET (TC)x Shaibi et al.2008
HB-C16-05-R CATGGCTCCTCCATTAAATC 20

Tab. 5 Primery pro multiplex PCR 4 (Zdroj: Kiikrer et al., 2021, upraveno)

Primer Sekvence Velikost Rozsah Fluorescentn Motiv Prvni autor

(nt) (bp) i zna¢ka
Ap049-F GGGCTTCGTACGTCCACC 18 121-151 6-FAM (AGG), Solignac et al., 2003
Ap049-R GGGCTTCGTACGTCCACC 18
A043-F CCGCTCATTAAGATATCCG 19 123-143 VIC (CT)3 Estoup et al. 1994
A043-R CCGCTCATTAAGATATCCG 19
Ap288-F GTTAGTTCGTCGTCGACCG 19 125-135 NED (TAA)s Solignac et al., 2003
Ap288-R TCTTAGCTTTATAACGAGCACG 22

3.2 Vybér sady 10 mikrosateliti

Na zakladé mnozstvi alel, heterozygotnosti a spolehlivosti pii testovani bylo vybrano 10

mikrosatelitd, a to A113, A079, AP019, Ap249, HB-C16-01-F, A088, A014, Ap223, Ap226, HB-C16-

05-F, viz Tab. 6.

Bylo optimalizovano mnozstvi jednotlivych primert v multiplexni reakci (Tab. 6) a ovéfeno, ze

vybrané mikrosatelity jsou vzajemné kompatibilni pro multiplex.

4 Vlastni popis metodiky

4.1 Sbér a uchovani vzorku

Po samotném odbéru mohou byt veely kratkodobé skladovany v lednici a v co nejkratsi dobé

doruceny do laboratoie ke zpracovani. Pro dlouhodobéjsi skladovani je vhodné véelu uchovat v etanolu

pfti teploté€ -20 °C, popfipad¢ jen pfi teplote -20 °C. Dulezité je se vyvarovat uchovani vzorkl v prostiedi

s vyssi vlhkosti a teplotou.
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4.2 1zolace DNA
4.2.1 Vzorky vcel

T¢lo véely medonosné je sloZzeno z hlavy, hrudi, jednoho paru kiidel, téi pard nohou a zadecku.
Pro izolaci DNA byla pouzita hrud’, koncetiny a kiidla. Hlava a zadecek byly z diivodu potencialni
kontaminace vceli potravou oddéleny a pro izolaci DNA nepouzity. Vybrané casti téla vcely byly
vloZeny do 1,5ml mikrozkumavky a pouzity pro analyzy DNA.
Pro ziskani DNA nejvyssi kvality a kvantity byla vyzkouSena fada izolacnich technik, z nich nejlepsich

vysledkd 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, vlast a kosti. Tato metoda je velmi rychla a pomérné
levna. Velkou vyhodou je minimalni riziko kontaminace vzorkd, diky tomu, Ze cely proces probiha
pouze v jedné zkumavce.

Chelex je pryskyftice sloZena ze styren divinylbenzen kopolymeru (makromolekularni latka, jeji
molekuly jsou tvofeny nejméné ze dvou riznych monomerid) s parovymi iminodiacetatovymi ionty.
Tyto ionty pusobi jako chelatory, které vazou polyvalentni kovové ionty. Za alkalickych podminek
zvySuje Chelex afinitu ke kationtim t&zkych kovii (Ca*, Mn?*" a Mg?*), coz ma pii extrakci velky
vyznam, protoze tyto dvojmocné ionty mohou pii vysoké teplote (95-100 °C) zpuisobit poskozeni DNA.
Kromé toho chelatatni Mg?* ionty zptsobuji inaktivaci nukleazy (napt. DN4zy degradujicich DNA),
coZ je pii izolaci DNA nezbytné, protoze jsou Mg?* ionty nezbytné pro jejich enzymatickou aktivitu.
Principem izolace je fyzickd homogenizace a nasledna destrukce a degradace bunécnych membran,
proteinti a denaturace DNA za alkalickych podminek a vysoké teploty (95-100 °C). Déle se suspenze
centrifuguje, tak aby se oddélila pryskyfice a zbytky bunécnych komponent od supernatantu
obsahujiciho DNA. DNA se muZze piimo pouzivat pro PCR amplifikaci, avSak je potieba zamezit

kontaktu pryskyfice s PCR reakci, protoZze samotny chelex je inhibitorem PCR.

Pouzité pfistroje a vybaveni:

- sada automatickych pipet, jednorazové Spicky, 1,5ml mikrozkumavky, pinzeta, nizky,

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

Chemikalie:
- 10 % roztok chelexu
- ddH0
- Proteinaza K (c = 20 mg/ml)
- EtOH 96%
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Pracovni postup:

- nahtati termalnich bloka na 56 °C a 95 °C

- do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat 50ul 10% roztoku chelexu (pouzijeme S$picku
S ustfizenym koncem, kterou Chelex pfed odpipetovanim pomoci pipety promichdme) a ptidat
50ul ddH20 (vysledna koncentrace chelexu je tak 5 %)

- kpfipravenému 5 % roztoku chelexu ptidat hrud’ véely medonosné s kiidly a konéetinami
a pomoci mikropeste zmohogenizovat

- ke zhomogenizovanému materidlu ptidat 3ul Proteinazy K a zvortexovat

- inkubovat 30 min. pti 56 °C, kazdych 10 min protiepat

- po inkubaci vzorek 10-15 s vortexovat

- poté inkubovat 10 min. pii 95 °C

- vortexovat 10-15s

- vzorky centrifugovat 5 min na maximalni rychlost centrifugy

- vznikly supernatant pfepipetovat do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky

- skladovatv-20° C

4.2.3 I1zolace DNA pomoci NucleoSpin® Tissue od firmy Macherey-Nagel

K izolaci DNA byla vyvinuta fada metodik v riznych modifikacich, napft. proteinazova 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 piiprava
biologického materialu, ze kterého bude DNA izolovana, a jeho pfipadna homogenizace. Dale za
pomoci lyza¢niho pufru a proteinazy K dojde k vytvofeni lyzatu, ve kterém je DNA uvolnéna
Z buné¢ného jadra. Vznikly lyzat je prepipetovan na kolonu se silikatovou matrici. Pfi nasledné
centrifugaci dojde k zachyceni, navazani DNA na silikat. V dal$ich dvou krocich je DNA promyvana a
Vv poslednim kroku je ze silikatové matrice uvolnéna za pomoci elu¢niho pufru. Takto izolovanou DNA

pouzijeme pro dalsi analyzy.

PouzZité pfistroje a vybaveni:

- sada automatickych pipet, jednorazové S$picky, 1,5ml mikrozkumavky, pinzeta, nlzky,
skalpel, vortex, centrifuga, termalni bloky nebo termostaty, mikropestle (plastovy

homogenizator)

Chemikalie:
- souprava NucleoSpin® Tissue od firmy Macherey-Nagel — T1 lyza¢ni pufr, B3 lyzaéni 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
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Pracovni postup:

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

Priprava vzorku a lyze bunek

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

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

- ke zhomogenizovanému materialu pridat 25ul Proteinazy K a zvortexovat
- inkubovat 2 h pfi 56 °C, kazdych 10-15 min protiepat

- pridat 200 ul B3 pufru, zvortexovat

- inkubovat 10 min pii 70 °C

- pridat 210 pl 96 % ethanolu, zvortexovat

Navazani DNA na membranu

- premistit lyzat na NucleoSpin® Filter vloZzené do sbérné zkumavky

- centrifugovat 1 min/ 13 000 otacek pii laboratorni teploté

- umistit kolonu s navazanou DNA do Cisté sbérné zkumavky

- pridat 500 ul BW pufru

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

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

- centrifugovat 1 min/ 13 000 otacek pfi laboratorni teploté

Eluce

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

- pridat 100 pl BE pufru ptedehiatého na 70 °C

- inkubovat 1 min pfi laboratorni teplote

- centrifugovat 1 min/ 11 000 otacek pfi laboratorni teploté

- kolonu odstranit

- izolat skladovat v -20 ° C

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

K izolaci 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 pfiprava
biologického materidlu, ze kterého bude DNA izolovéna, a jeho piipadna homogenizace. Dale za
pomoci lyza¢niho pufru a proteinazy K dojde k vytvofeni lyzatu, ve kterém je DNA uvolnéna
z bunééného jadra. Vznikly lyzat je prepipetovan na kolonu se silikdtovou matrici. Pfi nasledné

centrifugaci dojde k zachyceni, navazani DNA na silikat. V dalsich dvou krocich je DNA promyvana a
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Vv poslednim kroku je ze silikatové matrice uvolnéna za pomoci elu¢niho pufru. Takto izolovanou DNA

pouZzijeme pro dal$i analyzy.

Pouzité pristroje a vybaveni:

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

homogenizator)
Chemikalie:

- souprava Genomic DNA mini kit (Tissue) od firmy Geneaid — GT lyza¢ni pufr, GBT lyzac¢ni
pufr, W1 promyvaci pufr, WASH promyvaci pufr, 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 bunek

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

- ptidat 200 ul GT pufru, pomoci homogeniza¢ni tyCinky rozmélnit

- ke zhomogenizovanému materidlu pridat 20ul Proteinazy K a zvortexovat

- inkubovat 2 h pti 60 °C, kazdych 10-15 min protiepat

- ptidat 200 ul GBT pufru, zvortexovat

- inkubovat 20 min pii 60 °C

- ptidat 200 pl 96 % ethanolu, zvortexovat

Navazani DNA na membranu

- premistit lyzat na GS Columns filtra¢ni kolonu vlozenou do sbérné zkumavky
- centrifugovat 2 min/ 13 000 otacek pii laboratorni teploté

- umistit kolonu s navazanou DNA do Cisté sbérné zkumavky

- ptidat 400 pul W1 pufru

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

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

- centrifugovat 3 min/ 13 000 otacek pfi laboratorni teploté

Eluce

- kolonu prenést do ¢isté do Cisté 1,5ml mikrozkumavky

- pridat 100 pl elu¢niho pufru ptedehiatého na 60 °C
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- 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 agarézové gelové elektroforézy

Gelova elektroforéza stale patii mezi nejpouzivanéjsi techniky pro vizualizaci a kontrolu
kvantity izolované DNA. Jeji princip spociva v elektroforetické separaci nabitych molekul
Vv elektrickém poli. Molekuly DNA (zaporny naboj) putuji v elektrickém poli k anodé¢ (kladné nabitému
po6lu) a tim se rozdé€luji podle velikosti. Matrici pro gelovou elektroforézu je gel, prostorova sit
polymerovych vladken, ktera funguje jako molekularni sito. Pii prichodu gelem dochazi mezi
molekulami nukleové kyseliny a siti polymeru ke tfeni. VE&t$i molekuly se pohybuji gelem pomaleji,
jelikoz jejich téeni 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 agar6zovou gelovou elektroforézu je tvofen agardzou, piecisténym 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 o horizontalni typ elektroforézy.

PouzZité pfistroje a vybaveni:

- sada pipet + Spicky
- vanicka na gel + hfebinek (nejlépe na 14 jamek)
- Erlenmeyerova kadinka
- elektroforetickd vana s anodou, katodou
- externi zdroj stejnosmérného napéti
- laboratorni vahy
- odmérny valec
- mikrovinna trouba
Chemikalie:
izolovana DNA

- hmotnostni standard

- agar6za
- 1x TBE pufr
- vizualizaéni barvivo Good View Il

- nanaSeci pufr: 40% sacharéza, 0,25 % bromfenolova modr
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- velikostni standard, zde napf. 1kb Ladder (500-10,000 bp), Thermo Fischer Sc., k.¢. SM0311

Pracovni postup:

- pfipravit 1,5 % agarozovy gel:
» do Erlemeyerovy batiky navazit 1,5 g agarozy
= pridat 100ml 1x TBE pufru
= vSe rozvafit v mikrovinné troub€, dokud neni roztok Ciry
= pridat 2,8 pl vizualiza¢niho barviva Good View II, fadné promichat
= nalit do pfipravené vanicky s hiebinkem
= odstranit ptipadné vzduchové bubliny
= nechat ztuhnout pfi laboratorni teploté
- vlozit agar6zovy gel do elektroforetické vany naplnéné 1x TBE pufrem
- do vzniklych jamek nanést 5 ul z kazdého izolatu DNA smichaného s 1ul nanaSeciho pufru
- do prvni a posledni jamky napipetovat hmotnostni standart
- kelektroforetické vané pfipojit zdroj elektrického napéti
- nazdroji nastavit napéti 130 V a dobu 30 min

- vyfotografovat gel pod UV svétlem v dokumenta¢nim zatizeni

Pii ptipravé agardzového gelu s TBE pufrem je vhodné pracovat v digestofi a pouzivat ochranné

rukavice.

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

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

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

M1kb | A2052 A2053 |[A2054 |A2055 A2056 |A2057 A2058
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4.4 Multiplex PCR

Zakladni metodou molekularni biologie je PCR, polymerazova fetézova reakce, polymerase
chain reaction. Je to reakce, pifi niz pomoci cyklicky se opakujicich krokid dochazi
k enzymatické amplifikaci dané zkoumané sekvence. Amplifikovanou sekvenci ohranicuji 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 oligonukleotidii, primert,
pfi snizeni teploty na 50-60°C. Nasleduje elongace pii 70-72 °C, kdy enzym DNA-polymeraza
syntetizuje nové fetézce. Noveé vzniklé fetézce DNA slouZi jako templat v nasledujicich cyklech, reakce
je exponencialni. PCR probiha in vitro v termocykleru.

Metoda PCR ma §iroké vyuziti a mnoho variant. Jednou z nich je mnohonasobna (multiplex)
PCR. Tato varianta umoziuje amplifikovat n¢kolik usekit DNA soucasné béhem jedné reakce. Pocet
vyslednych amplikont zavisi na poctu part primerti pridanych do reakéni sméesi. Vyhodou této varianty
je zejména tspora ¢asu a nakladi na reakci.

Pro analyzu genetické variability bylo vybrano 10 MS (viz. Tab. 6), u kterych byla prokazana

nejvetsi variabilita.

Tab. 6 Zakladni charakteristika 10 vybranych mikrosatelitd pro multiplex certifikované metodiky

Lokus Primer Sekvence Délka fluorescenéni barva Rozsah
F TCGAATCGT T 17 -

ALl CTCGAATCGTGGCGTCC 6-FAM 195
R CCTGTATTTTGCAACCTCGC 20 237
F AAGGTT AGTCCT 19

A079 CGAAGGTTGCGGAGTCCTC 6-FAM 29.124
R GTCGTCGGACCGATGCG 17
F CTCGTTTCTTCCATTGCG 18 R

AP019 6-FAM 133
R CGGTACGCGGTAGAAAGA 18 146
F CGCGCGACGACGAAATGT 18 207-

Ap249 VIC

P R CAGTCCTTTGATTCGCGCTACC 22 229
F 20 -

HB-C16-01 AAAATGCGATTCTAATCTGG VIC 247
R TTGCCTAAAATGCTTGCTAT 20 309
F CGAATTAACCGATTTGTCG 19 _

A088 NED 130
R GATCGCAATTATTGAAGGAG 20 152
F GTGTCGCAATCGACGTAACC 20 -

A014 NED 214
R GTCGATTACCGATCGTGACG 20 248
F TCGTACAACGT AA 18 -

Ap223 CGTACAACGTCGCGC PET 164
R GCCGCTCGCCTGTATCTG 18 182
F AA TGTT AAA 18 -

Ap226 CGGTGTTCGCG CG PET 228
R AGCCAACTCGTGCGGTCA 18 246
F ATTTTAT TTTCGTA 19

HB-C16-05 GCOCGTTICG PET 70-113
R CATGGCTCCTCCATTAAATC 20
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4.4.1 Material a pristroje
Chemikalie:

izolovand 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)>SO4, 0,02 %
Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM 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 (Applied Biosystems UK), k.¢. 450056, nafedéné na koncentraci 10 pmol/ul
Generuller 100 bp (Tehrmo Fischer Sc., k.¢. SM0241

Pouzité pristroje a vybaveni:

sada pipet + Spicky

PCR zkumavky

termalni cykler Applied Biosystem Veriti Dx 96 — Well
vortex

centrifuga

4.4.2 Pracovni postup

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

termalniho cykleru. Smés se ptipravuje jako master mix na piislusné mnozstvi vzorki, objem reagenci

na jeden vzorek uvadi Tab. 7.
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Tab. 7 Slozeni PCR smési multiplexu

Reagencie 1x (ul)
ddH-0 1,6
Combi PPP Mix 5,0
Al113-F 0,1
Al113-R 0,1
AO079-F 0,1
A079-R 0,1
AP019-F 0,1
AP019-R 0,1
Ap249-F 0,1
Ap249-R 0,1
HB-C16-01-F 0,3
HB-C16-01-R 0,3
A088-F 0,15
A088-R 0,15
A014-F 0,2
A014-R 0,2
Ap223-F 0,1
Ap223-R 0,1
Ap226-F 0,2
Ap226-R 0,2
HB-C16-05-F 0,2
HB-C16-05-R 0,2
Celkem 9,5
DNA 0,5

4.4.3 Teplotni profil reakce

V nasledujici tabulce (Tab. 8) jsou uvedeny jednotlivé kroky PCR reakce, jejich teplota a doba trvani.

Tab. 8 Teplotni profil PCR

Nazev kroku Teplota  Cas
Uvodni denaturace DNA 95°C 2 min
Denaturace 95 °C 20s
Cyklovani 30x  Annealing 57°C 20s
Elongace 72 °C 30s
Zavé€reéna elongace 72 °C 60 min
Chlazeni 4°C o0
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4.4.4 Ovéreni multiplex PCR pomoci horizontalni agaréozové 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.

Obr. 2 Vysledny elektroforetogram multiplexni PCR (3% gel; 130 V; 30 minut, velikostni standard
GeneRuler 100 bp)

4.5 Fragmentacni analyza

Fragmentacni analyza je zaloZena na kapilarni elektroforéze a nasledné fluorescencni detekcei
jednotlivych amplifikovanych fragmentt. Jejim cilem je zjistit délku fragmentu DNA, ktera je
vymezena dvéma primery (jeden primer je fluorescen¢né znaceny, druhy znaceny neni). Vyhoda pouziti
této metody spociva v tom, ze lze analyzovat vice fragmentt soucasn¢. Fragmenty se musi lisit délkou

nebo byt oznaceny fluorescen¢ni barvou. Ke kazdému vzorku je nutné ptidat tzv. size standard.

4.5.1 Material a pristroje
Material:
- Formamid (Hi-Di™ Formamide 3500 Dx Series, Applied Biosystems); k.¢. 4404307
- Hmotnostni standard — GeneScan™ — 600 LIZ™ Size Standard v2.0, Applied Biosystems;
k.¢. 4408399
- Analyzacéni plato — MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems; k.¢.
N8010560
- PCR produkt (nafedény 30x)

Pristroje:
- Kapilarni elektroforéza a sekvenator Applied biosystems GA 3500
- PCR cykler
- Vortex

- Laboratorni mikrocentrifuga
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4.5.2 Priprava vzorku na fragmentaéni analyzu
Jelikoz je koncentrace amplifikované DNA obvykle vysokd, je potfeba PCR produkt ptred
fragmenta¢ni analyzou natedit. Redéni probihd v biohazard boxu. PCR produkt je fedén 30x, a to

v poméru 14,5 pul H>O + 0,5 pl PCR produktu. Poté je ptipravena reakéni smés na fragmentacni analyzu

podle Tab. 9.

Tab. 9 Slozeni reakéni smési pro fragmentacni analyzu

Reagencie 1 x (ul)

Hi-Di™ Formamide 11,3

LIZ® 600 0,1
Celkem 11,4
PCR produkt 0,5

Pro fragmenta¢ni analyzu byla vyuzita kapilarni elektroforéza (Applied Biosystems
3500/3500xL), metoda Fragment Analysis_Assay, protokol Fragment Analysis 50 POP7_ GS5.
4.5.3 Denaturace

Pro fragmentacni analyzu je nutnd denaturovana jednotetézcovd DNA. Denaturace probiha na
PCR cykleru — 95 °C po dobu 5 minut. Po denaturaci je nutné vzorek ihned zchladit na ledu.
4.5.4 Umisténi vzorki

Nejprve je tfeba sestavit drzak plata pro umisténi vzorkli do genetického analyzatoru (Obr. 3, Obr.4).

Sestavené plato je vlozeno do genetického analyzatoru dle manualu vyrobce.

Obr. 3 Rozlozeny drzék plata
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4.5.5 Definovani plata vzorki

Pro plato urcené na FA je nutné nadefinovat parametry — metoda, protokol a adresar pro uloZeni
vysledkl analyzy. Uvedené piiklady vychazeji ze software pro geneticky analyzator ABI PRISM 3500
a software 3500 Series Data Collection Software 3. Uzivatelé jinych typd analyzatoru zvoli analogicky

software a nastaveni dle svych uzivatelskych zkuSenosti.

a) Nejprve spust'te ovladaci software genetického analyzatoru

applied
b%gystems

by Thermo Fisher Scientific

b) Hlavni menu.

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

existing plate, nebo kliknéte na Library.

" 3500 Seves Dta Collction Software 3 (Research Use Oy mode) - x

mwmﬂ\m Maintenance Library | Edit ~ ~ SAE ~ Took v Manoge - Preferences Help ~

Commen Operstions
BB
S Diosystems™ -
Quick tart
Fon o Wiz
Quick View °
pe—
POPT Polymer ABC - (Anode) CBC - (Cathode) 50cm -8 cap Array
“
T
2 fam
3 2
™
Injections Perfarmed
Instrument: 3500 Instrument View Instrument Sensor Details. LSt LIE LD
—— Set Tempersture to
Oven Temperature (- 6.4
CBE Detection Cell Temperature (Ck: 23.7 60 2] ) [Start Pre-Hiest
g T —— _—
Consumaie [ Name LotNumber[Part Nomber
Pouch P0P7 .. 08 260
Anode Buffer B 230088 027
Cathode Bufer  CBC o . e
Capillary Array  50cm - B cap 152 Pays 3.9 Hrs. 10-Aug-2024 11... 90 4404685 - Serial # L523H9016
 Calendar Reminders )
Name [Prrky [Netfcatan e [acien @
Clean Autosampler HIGH  20-Apr-2028 120000 AM %
Run Install Check HIGH  20-Apr-2024 120000 AM ===t x
Replace cathode buffer containe..  HIGH  20-Apr-2024 12:00:00 AM x
Cleanthesnode buffer cup pin-..  HIGH  24-Apr-2024 120000 AM on the palymer del. x
Check Disk Space HIGH  20-Apr-2024 12:00:00 AN x "
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¢) Pii definovani nového plata zadejte nazev plata, typ plata (fragmentacni), délku kapilary (50 cm) a

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

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

Gl Mainterance Library | Edit =

- o x

T SAE T Tock T Mamage T Preferences Melp T |

L Piate N L5 NewPlate = (2 CpenPlate = () SavePlate v (L Close Ple. | 8,
ABJDDl\ud
"D biosystems™ | e petain
[0 Acvancea Stup
 Name. (L858 o |

“Number of Weltz @96 O96-Fast (0384

) fun s

Define Piate Help @

Lons Ptes for Fun *Plate Type: | Fragment -
el * Cagillary Lengthe |30 | cm Descrptior
Paor R
* palymer [FOP7
Rl Review Resats
View SacusncnaResuts. || | * Secondary Ambysi: [ Allow Aute-Analysis @
-
RUQ] & e e Corens
~—~

d) Vlozte nazev jednotlivych vzorkll do pfislusnych pozic na platé. Vzorky do plata miizete vepsat

manualné, nebo miZete importovat vyplnénou Sablonu ve formatu .xls

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

DlshbmrﬂmMaimmm« Library | Edt ~ ma Fisher Connect

- o X

* SAE ~ Tools v Manage ~ Preferences Help ¥ Lo Out

2 Plate Name:PL 804

G NewPlate + 52 OpenPlate + {5 SavePlate + (6 Close Plate | (@ Import (30 Export | O Find/Replace [ View Plste Grid Report 3 Print =
2y applied
A?B biosystems™ ghmmu‘

(@] Acvanced setap

B Show InWells + | [=] Select Wells | [] Array Selection

Define Pate Foperies

0 0 0 0 7 0 s 0 [ 2

8, fun sirument
Load Plates for Run
Provw R
o

[l Revew Resan
View Sequencing Results.
View FragnenrResuts

1

[ElFragment

Name: P804 Barcode:

[¥]Row [ Column

I Zoom In [ Zoom Out EFt @

== — Assays File Name Conventions

Actions Actions *

Add from Library Add from Library

Create New Assay Create New File Name Convention

0 Link Plate for Run

Results Groups

Add from Library

Create New Results Group

Assign Plate Help @

Actions *

Chctomize Samoie Info
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4.5.6 Konfigurace parametri analyzy

a) Po nadefinovani vzorki zvolte pfislusny protokol, zpiisob pojmenovani vyslednych soubort a jejich

umisténi.

T 3500 Series Dta Collection Software 3 [Rescarch Use Only mode)

Dnhbudmm tenance Library | Edit ~

- SAE ~ Toels = Manage ~ Preferences Help ~

e (5 MewPiste + (2 OpenPlate = (2 SovePlate v (¥ Close Plate | (1 impert (1 Bxport | O Find/Repisce [] View Plate Geid Report 13 Print =
applied
biosystems E Table View

O Advanced Setup

i 8 5 0 10 T [ 0 B Tis Tin i
VAT AZEST. 206 ALETS N HAG AZEES| GADS ALEEN | KA AZE0S.| W ATT AZSGT | HKCATS LIS, i ADT AZIZ ) Vo-AGTAZI.Ve-AAZE3E N KC-AG8 AT IN-ATLAZSES |

a
ZL-ADM ALY I ZL-ADG ALLTE I HK-A3_AZESA | HI-ADE AZ2SD | HK-A08_AZ300 | HE-ATT_AZIE | HK-AT4_A2I1E | PA-ADT AZI2A 1 VS-AOT_AZII2 b KO-AOT AZHA0 | KO-ADS AZ340 | ZN-A12AZISE )

ZL-ADM_ AL HK-ADT_ALITT | HK-A03_A2285 | HIX-ADS AZ2G3 | HK-A09_AZ30T | HEK-ATT_AZIE_| HK-AT4AZIT | PA-ADEAZIZS I VS-A0T_AZII_H KO-A0T AZM1 | ZN-AT0AZI4G | ZN-A12A2IST)

i
4

| Review Resuts o

View Sequening Resuts

View FrageantiHD Rasuts.
F

ZL-AD_A2ZT0 N HK-ADT_ARZTE | HK-AD4_A2286 | HI-ADS A2204 | HK-A09_AZ302 | HK-AT2_AZTI0_| HK-AT4 AI18.| PA-ADEAZIZE I V5-A0_AZIM b KO-A07_AZMZ | ZN-AT0_AZ3S0 | PA-AT0A235E
| LA AZZ7LIHIADT AZZTO.IHK-AO4 2287 ) HK-ADT AZ295.1 HK-ADS_AZ03 | HK-ATZ AZI1IHK-ATS A2310.1 PA-A08 AZITT Y V5-A08 AZ35 ) KD-ADB AZMY | ZN-AT0 A2351 | PA-A10_AZ350 1
ZL-ADS_AZIT2_ HI-AL2_A2280 | HK-A04_AZ288 | HIG-AIT_A2296_| HK-A10_AZ304 | HE-A1Z_AZT12_| HK-A15_A2320 | PA-A09_AZ125 1 VS-A08_AZI36 b KO- 08 AZIM | ZN-AT1_AZISZ | PA-AT0_AZ36D

Z0-ADS_AZZT3 I HI-A02_A2281 | HK-A03_AZ289 | HIG-A0T_AZ2ST. | HK-A10_AZ305 | HE-A13_AZI13 | HK-A15_AZI21 | PA-A08_ AZ129_1 VS-A09_AZITT b KO-08 AZ3S | ZN-AT1_AZIST | PA-AT1_AZ361

BB Show In Wells v‘ =] SebectWells | [1] Amay Selection | [§] Row B8 Column | [l Zoomin [l ZoemOut EFE @

Actions ¥

Create New Assay.

Create New P Fame Convention

0 Link Plate for Run

Actions ¥

s
| 206 22741 K A2 A2282.| A5 AZ2S0.1 HI-A08_A2298 HI-ATO_AZ3U6 | W13, AZ314 | PA-AD)_AZS22.1 A0S, AZTI0N VS-A03 AZIIE I KO-A0S AZME | ZN-AT) AZIS4 | PA-AT ALIS.)
[ElFragment
Name: PL705 Barcode:
Assign Plate Help @
Assays File Name Conventions. Resuls Groups

Actions *

Create Hew Results Group

b) Vyberte protokol pro ptislusny polymer a podle pripadnych dalSich parametra (délka fragmentii, doba

injektaze). Ve vétsing pripadl je dostate¢né pouzit defaultni protokol.

B 15005e .
MMnMIIM!M( Library | Edit ~

- SAE v Tools > Manage ~ Preferences Help ~

Cumtamira Samode Info.

(2 Plate Name (706

L NewPlate v £ OpenPlate v & SavePlate v Lif ClosePlate | (M import (¥ Bxport | O Find/Replace [=] View Plate Grid Report i Print ~

mapplmd
P biosystems™

- Advanced Setup

T Plate View,| ¥ Table View

B ShowinWells + | [=] Select Wells -} [17 Armay Selection | [§1Row % Column | [l Zoomin [ ZoomOut EHFt @

Create New Assay

Create New File Name Convention

4 Link Plate for Run

1 2 IE) Ta B Add Assay From Library X
NI-ATS_A2267 I ZL-AD6_A2275 ) HK-AD3 A2283 | HK-AD
&) Run nssrument A Instructions:
Load Pates for Run : ZL-AD4_A2268 ) ZL-AD6_A2276 ) HK-AD3_A2284 | HK-AQ  Select rows from table and click on “Add To Piste” button.
Frevew fun =
ZL-AD4_A2269_) HK-AO1_A22TT | HK-AD3 _A2285.) HK-AD
Merstor Run <
— Disable Fiters Fiter. |Fragment T <
LA _A2Z70) HK-AD1_A22TE 1 HK-A04_A2286 ) HiAQ | Fitters Fitter: Search: AN & G @
Al Revew Resuts o
View Sequencing Resuts € ZL-ADS_A22T1_N HK-AD1_A2279_| HK-ADS_A2287 | HK-AD
View FragrantHD Resuls |Instrument Protocal | Prmary Analyss Protocol
|05 A2272 1 HK-A02 A2280.1 HK-A04 2285 | HK-AY FragmentAnalysis30_POP7_GS_reloaded Fragment_An:
4 [RAPLZD AR AT AT A | Y |3 Fragment_Analysis_Assay-POPS Fragment  FragmentAnalysis30_POP6_G5. Fragment_Analysi
4/ SNaPshot Assay Fragment  SNaPzhots) POPT.E5 SNaPshot PA_Protocol
1 | ZLAOSAL2TAN HICATR AZ282 | HK-ADS AZ290) WAL 571 F pssay. raty AUN Fragment  FASO_POPT.GS sty RUN Fragment_Analysis A Protoc
2 & |FA_Assay_16s Fragment  FragmentAnalysis30_POP7_GS_16s
(7] Long Fragment Ansiysis_Assay fragment  LongFragmentAnslsisS0 POP7.GS  Long Fragment Analysis PA |
8/ Fragment_Analysis_Assay_36cm Fragment  FragmentAnalysis36_POP7_GS. Fragment_Analysis_PA_Protoc
[ElFragment = 5
Name: PI_706
Close Add to Plate
N
Assays. File Name Conventions
Actions + Actions
Ad from Library

Assign Plate Help @
Results Groups
Actions v
Add trom Library

Create New Resuits Group
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¢) Zvolte zplsob pojmenovani vyslednych soubord, lze uzivatelsky modifikovat dle

pozadavkd.

. P———

erCannect = SAE

vlastnich

~ Teoks *

Manage ~ Preferences Help = |

Piaie NameFI_706

applied
biosystems™

2 NewPlate = (2 OpanPlate v (B SwvePlate = (£ ClosePlate | (# import (3 Export | SO Find/Replace 5] View Plate Grid Report s Print =

T Plate View %mﬁw\

Creste New file Name Convention

i Link Plate for Run

Create New Resuts Group

B ShowlnWells v | [=] SelectWalls v | [ Array Selection | [§]Row E8) Colurnn | BB Zoomin [ ZoomOw EFr @
1 2 3 J2 ® i File Name Conventian From Library x
HJ-AT5_AZ267_h ZL-AD6_AZZTS_D HE-AD3_A2ZR3_| HK-AT5_A N
a Instructions:
2L-AD4_A268. T1-ADG_AZZT6_b HE-AD3_A2Z54 | HK-ADS_{ St rows from table and click on *Add To Plate” button,
ZL-ADA_A2269. ) HI-ADY_AZZTT | HIK-AD3 AZZ85 | HI-AD6
ZL-ADI_AZZTO_} HK-AQ1_AZZTR_| HK-ADS_AZZS6 | HK-AD6 | RS L ¥ . o
2L-AD5 AT P HK-AD)_AZZTS ) HK-AD4, AZZET | HI-ADT £
Name Fie Narne Convertian
2L-A05_A2272, P HI-AD2_AZZ0 | HK-A04 A58 | MIGADT | 1| 15 MicraSEQ ID NG 15 _<User Defin
2] 4 My FNC <Capilary Number
2L-805 A2273 B HK-AD2_A22E | HK-ADS A2289 | HK-A0TA |3
(4 /- Semplename,_well o _<Capilery
21-AD6_A22T4 b HK-AE_AZ282 | HK-ADS_AZ290 | HK-ADE, T3] 4 Well samplename <Well Position ~eCapllary Numbers
[ElFregement = =
Narme: PLTOS.
Clese Add to Plate.
o
Assign Plate Help @ | [
Assaps Fie Name Conventions Results Groups
Adtions Actions Actions ~
® [ £ Fragment anass.. A4 B ‘add from Libeary

Custamize Samals lafe,

d) Vyberte umisténi pro vysledné soubory na pamétovém disku (uzivatelsky nastavite).

... [——

v SAE v Took ¥ Msage ¥ Prefeences Help T L

115 Prate Narme PL_706

mappued
D biosysterns™
| Aanca sstup

Define Aste Froperties

& | Run
&, Run batrumet

Load Plates for Fun

il Review Resuts.

View Sequencing Resus
View FragmantHD RISl

G5 MewPlate = G2 OpenPlate - g8 SevePlate + 59 Close Plate | (R Import (8 Expost | 0 Find/Replece [5) View Plate Grid Report g Pint =
) Plate View [EF Table View =
B0 Show InWells = | (<] Select Wells + | [ Array Selection | [§] Row 8} Column | [ Zoom In [ ZoomOut EHF¢ @
;p_p_n‘ Add Results Group From Uibrary %
NI-A15_AZ267_0 ZL-AU6_A22T5_h HI-AD3_AZZE.| X
i Instructions:
[y | 22AOH A28 2408 A2 A0 A22BA kA A28 Selt o o e s cick o A To Pt uston
| L0 42285 HCAD1 A2ZTT I 405 A28, K405 4228
LT T e ——— Disable Fiters Fiter [l Search: i B e
[ | 2LoA0SAZTY N HICADI AZZPS | HICADS ALY | HK-AT A28
71405 A2272 ) HK-A02 AZ280 | HE-AD4. A2288 | HK-ADT 4223

20-A05_A22T3 N HK-AD2_AZZE1 | HK-ADS_A2289 | HK-ADT_A229)

z1o]

TL-A06 AZ2T4 I HK-AD2 AZZEL | HIK-ADS_AZ290 | HK-A08 4220

Identifiler <Results Group Name> <[P Hame>
MicroSEQ 1D 3500 RG <Plate Name>_<Results Group Name>
Menifiler <Results Group Names <IP Hames

Wy Fragment Analysis Results Group
My Sequencing Resuhts_Group

<Resuls Group Name>_<injection Number»_<Flate Name>_<Start Instn
<Resuls Group Namnes_cinjection Numbers_<Plate Name_<Start nstry

PN Fassey. RG <Plate Hame> - fasay Nomes - <Results Group Name>
P Injfalder R <Piate Name> - Acsay Namme> - <Results Group Name>

[EJFragment E PN Massav 76 <Plate Name-< Assay Narnes -<Results Grouo Name» = ]
Name: PLT06

Close Add 1o Pate

——
Rssays File Mame Conuentions
Actions + Actons ¥

® 01 4% Fagmen v 4 B ® [ Nommaini Jmeno 4 0

w4 Link Plate for Run

Assign Plate Help @

Actions ¥

Custrmize Samele Infry
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4.5.7 Spusténi analyzy

a) Po zadani a uloZeni parametrd a po vlozeni plata se vzorky do sekvenatoru zadejte v programu Link

Plate for Run.

T 3500 Series Data Collection Software 3 (Research Use Onky mode)

- a8 x
Dachbcard Maintenance Library | Edt T SAE v Tock  Mamage ¥ Prefernces Help T
i Prate Name PI_708 (5 NewPlate = £ OpenPlste + (B SavePlate = £29 ClosePlate | 8 lmport (3 Export | 0 Find/Replace [ View Plste Grid Repart [ Prnt =
mduuum —
S biosystems™ sl Ve -
| Advanced sewp
ShowinWelz = | (%] SelectWellz = | [[] dmey Selection & Column | [ Zoemin [ Zoom Out B Fit
Datins Paie Froperies = S Hifow & = L mr 0
1 [ 3 4 B 6 7 [ 0 [z
| TS AZ2ET 21408 A22TS ) G A0 AZ283 | MK ADS AT201 | V06 42299, HIK A1 AZS0T | M AT3 AZS1S. | PA ADT_A2323.F VS AD7 25311 VS-A08 A2 ) K400 ATST | ZN-A12 4235 |
| LA A268 ) 2L-A06 AZZTE D HICAD3 AZZBA | HR-AD6 AZZSR | H-AOR AZSIN | HK-ATI AZ3O8.| HK-ATA AZE16 | PA-ADT AZJ2A VS-ADT AZIS2 ) KO-ADT AZBAO | KO-A08 AZ348 I IN-ATZ ALES6 |
. | 21-A04 12263 b - A0 AZ2TT | HK- D3 A2285, | HI-AD6,AZ203 | HG-AD_AZ301.| HK-AT1,A2300,| HK-ATd_A317_| PA-ADB_A2325, VS-AD7_A2333_ KD-A07_AZ341 1 ZN-A1D_AZ340.| ZN-A12 AZIST
Ter— | LA AT A 2278 08 A2 | M- ADS S22 | 09 PSIE | M AT A2, H-A14 AZE1E I PA-ADR AZSEE I VS-508_AZ334 ) KO- A0 1 ZN-A10AZES0 | PA-ATDADSSE )
View Seuencing Fasuts | 2LoA05 22710 HICAD AZ278. ) HK-AGI_AZZED | HK-ADT A2265.) HE-A00 A2SIS | HK-AIZ A3 HR-ATS AZS1S | PA-AGE A2S2T I VS-A08 AZ335 ) KO-A08 AZIAS | ZN-A10 AZSS1 | PA-AT0A2I0 1
View FragmertiD Resuts
2L-AD5 A2272 I HK-AD2_AZ2B0 | HK-A04_ A2288,| HK-A07_A2266 | M- A10_A2304 | HK-A12 AZ312 1 HK-A15_AZ320, 1 PA-ADS_A2328, VS-ADB AZ336_1 KD-A08_AZ324 | ZN-A1_A2352 | PA-A1D_A2360.}
| 70-A05.A2730 -0 2281 - AOS_A2ES) HR-ADT_ K22 - A10_AZSS | HI-ATS_AZ313.I KA1 AZEZ1 | PAADSA2320 VS-ADQ_AZ3ST ) KO-AB AZIAS | ZN-ATY_A2353 1 PAATLAZION Y
| 28-806. 42274 0 ik-202 2282 v 405 42290 HK-AD8 22881 V- ANO_AZI0G | HK-ATS AZIV.| PAADT_AZEE2.Y e AZIE0 I VS-A09AZIZ0 KO-A09 AZBG | ZH-ANY AZESA I PA-ATL ALIGLY
[Elfragment
Hame: PLTO6 Barcote
M\ Assign Plte Help @)
o o]
= hosays il Name Conventons Results Groups |
Actions ¥ Actions ¥ Actions ¥ i
®0 4 B8 @ L] Normalni Jmeno | 4 O i

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

4 Link Plate for Run

Injection List.

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

- a8 x
Dashboard Maintenance Library | Edit ~ v SAE v Took v Manage v Preferences Help v
i Plate Name:
& applied
BB .- [
You can edit the Run Name by entering text
[ Asvances setp = - oy
* Run Name: [Run 2024-03-22-09-09-26-332 Connection Status: Connected
Detne Pate Fropertes
AssignPate Cortarts | Plates on Instrument o
Run instrument Plate A (96 wells) Link Plate Unlink Plate B Link Plate Unlink Recent Plates Recent Runs
[fome e s
Prevew Run S |pL7ss 02-Nov-202.
; 719 14-Sep-202.
Type: Fragment
L] | |pLrme 06-Sep-202.
il Revew Resuts i PLTIED 12-5ep-202
|pum7 06-Sep-202.
View SequencegResuts | o 5 Barcode: | @ [PLee 06-Sep-202... ,
View FragmenHO Resuts =
~ Consumables Information
< Refresh| @
Consumable | Name [status Days on nstrument. | Expiation Date | Lot Number | Part Number
Pouch P0P7 Samples Remaining 30 Days 32 Hrs 29-Apr-2024 1... 2310098 A26073
AnodeBuffer  ABC 0.0 His Remaining 15-Jun-2024 11... 2303888 4303027
Cathode Buffer  CBC Hrs Remaining 07-0ul-2024 11... 2310947 2408256
> Capillary Array  S0cm - 8 cap Olnjections Remaining  112Days 235Hrs  10-Aug-202411... 90 404685 - Seral 2 LS2Z3H016
—
KR Spatial

ID: Spatial_Run 2024-01-30-12-11-37 Calibration Date: 30-Jan-2024 1225:18 PM

spectral
DyeSet | Chemistry Stendard [ Calibration Date. Run 1D
|65 MotixStandad  Ol-Dec: 245AM  Run2023-1
z Sequencing Standard 08-Dec-2023 102714 AM Run 2023-12-08-09-35-06-729

0 Create Injection List = Start Run
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¢) Ovéite si, zda jsou na seznamu vSechny vzorky, které chcete analyzovat. Zde také muzete ménit

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

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

- 6 X
Y. —— T ————
i Plate Name. * + 1 Delete | [E Duplicate (¥ Export
LR pelied
"D biosystems™ | Injection List °
== T injections created - 1n Plate A - Oin Plste’8 | Totalrun time (hmm:s): 004019
o | e e I Thise Pite | e 8 E-EEE
Assonpatecortenss | |1 Fragment Analysi Assay _FragmentAnaly Fragmentack
B B [0 1 [z
Sn bostrement | DOVAO8 A DC-AG2 A OL-ADS A KV-A05.A: N AD8 A2 RO-ATO A ST-A09.A4 PB-LG2 L2 W-AD7 AT
Loac Pates tor Run 1
5 | DO-AT4.A CHATD_A PS-ADS A1 KV-A06 A NI-AD9_A2 UO-A06 A ZR-ADSAL TR-AL4 AE J-AQB AT2
1
Wontor Run 1 i
| SU-AD1ACKT-A15 A2 IN-AD1_A2 18- ADB A2 NI-ATI_A2 UO-A06 A CB-AD3 A TC-LO2 L1 NATA A2
(1 Revew Resuts 1
= — o [ErAGS A2 AR A2 A2 605 A2 PA-A0D A VS-ADS A2T-A03 A5 mmuu‘vrms,w
P P s | -A05.42 KT-A10 A1 N-AGS_A2 LB-ATZA2PLATS AT HRO  TA-ADS AC KL-LGZ LI HE-A10.A
1
| PRADSACKTATI ALIN-AGS A2UE-AT2 AZRO-ADS A HRO  PE-A08 Af BR-A02 L4 BR-AD3 A
1
: PR-AD9_A: KT-AT1_ATKO-AOT_A; LB-A14 A2RO-A0S AL H20  CB-AO4 Al KM-AD6_A JH-LOT L1
1
:' PR-ADG_A: LB-ADT_AT KO-AD3_A: NJ-AD6_ A2 RO-ADE A H20  BV-AD3_AS TA-ADS_AT BN-LO1_LO
1
Legend Name: PL793 Barcode
Duplcate Injection [ Re-Injection
~ Consumables Information Refresh @
Consumable [Name [statuz | Days on Instrument. [Ewlrmn Date |LothNumber | PartNumber
[ouch “bow OSemplefamaiing  00ma3dtin Bohpr20A 11, 210098 ‘aasom
AnodeBuffer  ABC 0Deys 00Hrs Remaining  112Days 220 Hrs  15-Jun-202411... 2309888 4303927
Cathode Buffer  CBC eys 00 Hrs Remaining  1120ays 230Hrs  07-Jul-202411... 2310847 4408256
oy ey | N 8 oy jections Remaining  112Days237Hrs  10-Aug-2024 11... 90 4404685 - Serial 2 L523H9016 |
_J o Start Run
d) Kontrola probihajici analyzy
2 3500 Series Data Collection Software 3 (Research Use Only mode) - o x
Dashbosrd n Maintenance Library | Edt ~ SAE v Took v Manage Help ~
i Prate Name: Y s a Duplicste [ Re-imject | a | 8 Abortinection @
ABYRS
"D biosystems Connection Satus: Connected Run Neme: Run 2024-03-22-09-09-26-332 Run Status: Running Estimated Time Remaining: 00:39:19/ 00:40:19
[ Advanced sewp ~ Injection List Details °
DefePate apetes | injectons crested - 1in Plate A~ Oin Plte 8
ime Remaini | |PlateA | Plate 8
Run instrument

Fragmentinal

[

Loaa Pates for Run
Preview Run

BH-BEEE

| |

1 2 3 4 [s 6 7 [e 9
DO-AQE_A DC-AD2_A: OL-AO4_A' KV-ADS_A: NJ-AG8_A2 RO-A10_A, ST-A0S_Ad PB-LO2_L2 W

w0

DO-AT4_A CH-AT0_A PS-A0S A1 KV-A06_AZ NJ-A09_A2 UO-A06 A ZR-A03 Al TR-AT4 AEJI-ADBAT2
1

SU-AD1_AS KT-ATS_AZ IN-AO1_A2 LB-A08_A2 NJ-A11_AZ UO-A06 A CB-AD3_A! TC-L02_L1INI-AT4 A2
1

JE-ADS_A2! CH-A02_A IN-AQ2_A2 LB-A0S_A2 PA-ADS_AZ VS-ADS_A2 LT-AD3_AS BR-A0S_ ATLT-ADS A9
1

JE-ADS A2 KT-AT0ATIN-AD3_A2 LB-A12 A2 PLAT3 AT H20  TA-AD3 A KL-LO2_LACHB-ATOA
1

PR-AD9_AZ KT-AT1_A1IN-AD3 A2 LB-A12 AZRO-ADS A H2O  PB-ADB A€ BR-L02 L4 BR-AD3 AL
1

5 |PRADOALKT-ATLAIKO-ADTA: LB-A14 AZRO-ACS ATHEO  CB-ADL AKM-ADG A T.uz\_m

[ | PRoAD6 A LB-A01_AT KO-A03 A NU-A06 A2 RO-A08 A H2O

BV-A09_AS TA-AD9_ATBN-LOT_LO
1

Name:PL753 Barcode:
Legend
ot Sared [ Actve 3 Aborted 2 Compieted [ Renection [ Dupicae [ lags
< Instrument Run Views and Flags Bremea
Aray | Sample [EPT BEEED o |-
njection: 1
Color Name Show ~
2 EpVoitage(c) v
30
B EpCument(mA) 4 é
=S CreTensieC 1
0 200 €00 1000 nlempl:Cl B
Time Eapsed (seconds] ®  LaserouetmW) 2
e Ypeco AmbientTemp(*C) v
< 5| ® coorempro) v L
& show Legend Dselect At

> Review Results
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4.6 Vyhodnoceni
Vyhodnoceni vysledki FA probiha v programu GeneMapper 6.

Po spusténi programu se nejprve otevie vychozi obrazovka programu.

™ GeneMapper Software 6 - Untitied [Genasic] - gm 15 Logged In Database 3500GA
Edit Anslysis View Toals Help

SO | L BN | EEE| b | e | [ ml A% 0o
Zromd Somples

Statss | Samphe Fle Sarele Name Sampk ID Commaris | Sample Ty| SFN | Analysis Mathod FParal Saw Stndard Matss SHP Set A Name. Instiumant Type | Iramsmes (D [

i

7

¥

.

v

v

v

%
[ -

4.6.1 Definovani Panelu

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

manualu software vyrobce s vyuzitim udaji nize.

T GeneMapper Software 6 - Apis_MPC [Generic] - gm Is Logged |n Database 3500GA a
File Edit Analysis View Tools Help
GeneMapper Mansger CuteM || b @ | Table Setng: | |Mirosatelty_sspor VB AL | De
Panel Manager e
ST s [SempieFie [Sampis eme [Sampie Ty 57N _[Analysistiethod [panet Size Standara Fun Rame Run Date & Time s [sF [os [so e [ver

Table Setting Editor...  Ctrl+T

B1.L01_L001_MPC Sarple MiS_tpis_MPC2 Apis_panel NP2 |GSSIOLIZ Fun 2024 P | 21290213 14261120 1

Securty Manager AT JAT155_WPC_PL_7o4 4_FoR 2004 02-13-15.44.45 o5 AT ATISSMPC [Sampls |VES |WE_AD_WPC2 | Apis_panelWPC [GSB00LIZ Rur 2024 0231520 4P| 2024 213 1544050 G

Audit Manager 7| |CB-a07_a740_MRC_FI_784_01_BD1_2024-02-13.13-44-45 fsa CB-AD7_A7A0_MPC  |Sample  |YES |WS_Apis_WPC2 apis_panel MFC2 | GSB00LIZ Run 2024-02-13-13-20_F | 2024-02-13 13:45:200 2 |pot

(CDRun 202403:22- Esig Administrator CB-413_A3341_MPC_PI_794_01_GD1_2024.02-13.13-44.45 fsa CB-A13_A3341 MPC  |Sample |YES |WS_Apis_WPC2 Apis_panel_MPC2 | GSB00LIZ Fun 2024-02-13-13.20 WP | 2020213 1345200 | | | |@ [ o0t
Remote Shutdown.. DO-A06_A527_MPC_PI_784_03_C03_2024-02-13-13-44-46 fsa DO-AD6_A827_WPC  |Sample |YES |MS_Apis_WPC2 apis_panel MPC2 | GSB00LIZ Fun 202402131320 WP | 20240213 1505120 [ | |0 |@ ] |om

A0 _A1 535 _MPC_PI_T34_01_CO1 2024031313448 fo F-AOS_ATSH_MPC  [Semple |VES |WS_epsWPCZ |Apis_paneLWPC2 [GSBO0LIZ Fu 2026-02-13-13:20_WF | 2026-62-13 1345200 5 e

Options... v-L02_L030_WPC_P1_794_D2_B02_2024-02-13-13-44-46 Toa WML02 030 WPC  [Sample | YES |MWS_Apis WPGZ apic_panel_MPC2 |GSB00LIZ Fun 2024-02-1313-20_WP | 2024-02-13 1426120 2 2 om
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a) Binset:
Marker Name
223 222.61
242 241.93
221 220.35
235 234.45
195 195.15
207 206.83
211 210.84
217 216.39
219 218.53
225 224.66
233 232.55
199 199.26
229 228.32
237 236.33
213 212.81
231 230.57
205 204.93
227 226.61
215 214.84
Marker Name
212 211.96
220L 220.06
207 207.45
214L 213.99
215 214.99
217 217.29
209 209.48
222 221.78
219 219.14
208L 208.52
Marker Name
142 142.21
138 138.27
140 140.27
143L 143.15
149L 149.24
146 146.21
148 148.1
130 130.53
144 144.08
141L 141.28
145L 145.11
152 152.0
135L 135.27
Marker Name
90 90.26
96 96.22
98 97.58
100 99.73
102 102.04
104 104.06
106 106.07
108 107.95

Ap113
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.6
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
Ap249
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
A088
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.59
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
A079
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.47
0.4
0.4

0.4
0.4
0.76
0.4
0.4
0.4
0.4
0.64
0.52
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

0.4
0.4
0.4
0.4
0.61
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

110 109.89
112 111.82
114 114.37
116 116.23
120 119.61
122 121.5

124 123.63
Marker Name

230n 231.6

232n  234.13
234n  236.16
242n  244.15
244n  245.87
246n  248.03
236n  238.13
238 240.34
240n  242.46
Marker Name

262L 262.04
293 292.77
271 271.16
279 279.06
281 280.85
289 288.84
291 290.64
249 249.34
255 255.62
257 257.41
275 274.99
283 282.85
285 284.76
295 294.5

273 273.02
277 277.05
287 287.06
297 296.71
299 298.71
303 302.62
307 306.44
309 308.48
253 253.7

247 247.64
Marker Name

225L 225.72
235L 236.02
223L 223.73
236 236.97
232 232.9

240 240.86
216 216.45
217L 217.61
222 222.46
224 224.7

229L 229.77
231L 231.82

0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
Ap226
0.4
0.4
0.4
0.52
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

0.57
0.44
0.53
0.4
0.4
0.4
0.4

0.4
0.4
0.4
0.29
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

HB-C16

0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
A014
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.51
0.4
0.4

0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

242 242.64
214 214.25
246 247.36
219L 219.74
220 220.57
226 226.65
228 228.78
244 245.22
233L 234.04
234 235.02
238 239.02
243L 24355
248 249.3
211L 211.17
Marker Name
182 183.03
174 174.81
168 168.95
178 178.8
176 176.86
180 180.92
Marker Name
133 133.48
137 137.43
141 141.11
139 139.38
143 143.13
135 135.53
145 145.44
1421  142.27
144L 144.19
Marker Name
78 78.09
108 109.14
104 105.01
76 76.0
84 84.17
98 98.71
100 100.71
102 102.89
80 80.19
92 92.62
94 94.7
96 96.54
106 106.96
110 111.27
70 69.78
82 82.26
86 86.32
103 103.86
74 73.89
112 113.29

04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
Ap223

04 04
04 04
064 0.4
04 04
04 04
04 04
AP019
055 0.4
049 0.34
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 024
04 04
HB-C16-05
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04
04 04

26



Ales Knoll a kol. (2024) Metodika hodnoceni diverzity véely medonosné pomoci mikrosatelitovych markerii

b) Panel:

Nadefinujte panel dle obrazku a tidajt nize.

Version GM v 4.1
Kit type: MICROSATELLITE
Chemistry Kit Apis_panel MPC2 none
Panel Apis_panel MPC2 none
Apl13 blue 181.77 249.31 - 2
Ap249 Green 199.19 233.81 - 2
A088 Yellow 121.80 163.75 - 2
A079 blue 83.70 127.13 - 2
Ap226 R ed 218.51 250.99 - 2
HB-C16 Green 245.00 317.26 - 2
A014 Yellow 207.96 254.63 - 2
Ap223 Red 140.0 196.00 - 2
APO19 blue 129.91 151.91 - 2
HB-C16-05 Red 60.0 116.19 - 2
™ Panel Manager
File Edit Bins View
i X | WF M M | B ™ | 6inSet:|Apis_binset MPC v EGE EEEEEEN
- Apis_panel_MPC2 75 Universal |Marker Name | Dye Color Min Size |Max Size | Control Alleles Matker Marker |Analysis Method Comments Ladder Alleles
SR Apis_panel_MPC2J 1 Ap113 Blue 181.77 |24331 2 00 none
Ap113 2 Bp243 Green 19919 |23381 P none
: :8;‘;9 3 5088 Vellow 1218 [16376 2 |ao none
i 2 2073 Biue 8371 [127.13 2 |ao none
A0226 5 Ap226 Red 21851 (2510 2 |ao none
- HBL16 6 HB-C16 Green 2450 [317.28 2 00 none
: :2;;3 7 2014 Vellow 20736 |254.64 Z 00 none
APO19 3 Ap223 Red 1400 1960 2 |00 none
HBC16-05 3 FE Biue 12981 [151.91 2 |00 none
géeisiinil:ﬂfcmpr 10 HB-CIE05  |Red 600 [11619 2 00 none

V piipadé, ze Vas konkrétni pfistroj ma (obvykle

drobnou) odchylku v separaci, je tfeba

jednotlivé biny uzivatelsky upravit (posunout, obvykle v§e jednim smérem). V pripadé, Ze potfebujete

mit data srovnatelnd s jinymi laboratofemi, pozadejte je nebo autory této metodiky o zaslani DNA

kalibra¢nich vzorkt. Kalibraci je mozné provést i po provedeni analyz.

4.6.2 Definovani Metody analyzy

a) Oteviete GeneMapper Manager, okno Analysis Method, vytvorte novou metodu analyzy a poté zvolte

Microsatellite.

™ GeneMapper Manager x

Projects | Analysis Methods Table Setiings  Plot Settings  Cluster Plot Seftings  Malrices = Size Standards  SNP Sets  Report Settings

Narne. Last Saved Owiner Instrument Analysis Type Description

} + ——— — — . - ~ ~

‘ ‘M!closalel\ile Default 2005-06-08 22:50:000  |gm Microsatelite Factory Provided 3

| |AFLP Default 20040717 0121190 |gm AFLP Factory Provided s

New... Open Import.. Export Delete

‘ Help Done.
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b) Zkontrolujte parametry detekce peaku (Peak Detection). Pokud neni tieba parametry menit,

ponechejte automatické nastaveni

Anshysis Mathed Editor - M

® Automatic
) Ueer sosclied i)

R Green vetow s [ Oraos

Faclory Delauts

oK Carcet

c¢) Vyberte binset pro Vasi analyzu (Apis_Binset MPC)

Analysis Method Editor - Microsatelite
Yok Sanr skl oy
B Set: | Api_binset_MPC )
Marker Rageat Type
(] Use marker apechic siier i £ avaiabie
Values for duceolide repeats ae cakulated automatioaly
Moo T Tes e
Cutof v ox| oz 0 [E]
Push ot 0o (3 09 3
Plush detance 00 % 16 i
Saeerao (1] 0% 015 [
Sesdurce  Fom 00 [ 00 00
LT £ a5 55
Flange Pt Faztoey Detauks
ok Careed

4.6.2 Analyza vzorku

a) Vytvorite si novy projekt nebo oteviete stavajici.

5 GeneMapperSofwse - Untited [Generc - m I Logged n Database 3300GA

el |l | B E B | 0 @ | T Seing: | [Wmssisiyioepent

2%

De

Cred

imphe File

Curlek

s

Samphs Hame

Sanple D

Commerts _[Sample Ty[SFH_[Ansleis Melhod

Fanel

Size Siandad

SHP St

Instumerd Type [irmment D [FL
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Zvolte projekt a oteviete ho (Open).

GON|Lf EERL BE P @ | T seins | [l -
HPmeat Samge +55 Open Project
(Stanas | Samgle Fle

1. Type the lrst lew letters of ihe project you ane koking lor
1
2 wart,then cick Open

0 [ T TR Ve HBCO 2404 Miciortelte 0040413121600 gm &

En e e T

< 4 | Apes_MFT_V4 Miciosdelte | 0404061301500 (gm il

5 [P Wicouis | DA GG ZA0 0 o 3
© [Ape R Wicosdlle |2004 040611 A 20 |g= &
T A Wisceaeie | H044TE 00 gn e
t] | Aups_vend_alel [Micioeselte | D-0305114000 | gm 43
9 Apre_ophmaleace Genen: A0 BTIST0 gw &7
T Wi | 20041 Tl
T [Ape 1 VE Wiciosaelhe | 20240228 1556020 |g= 3
2 [Ap MR Miciozstelte ELRr=y 153
&l |Apss_MP1_VE |Miciordetis  |HA02H150M0 on 497
i | Apes_MF1_VT Miciosdelle | 02400 221612700 |gm 50
TS [Ri_oveen A0T Wicouits | A 1RETI0 |9 ¥
6 [ApePZVE Wiccesiie | 2240228 1417220 |gn =
T [ApeEvafnal Miciosstelbe | 200400281251 580 |gm =
W [ Wicoraes | DT R0 o i
19 |Api_MP2_\3 Miciosdelle | 2004 120 o= B
o (R L Wicioauis | B040027 1622010 |9m £
3 (A MPIVE Wiciosaelhe | 20200227 1600 = 3
2 |Ape MF3AE |Miciosstelte | 20240227 160630 | g= i
T [ Wicioudibe | ZEH0E2 1546280 | 3
u | Aapts_MIP4_\1 Miciosalelite | 20040227 1528070 |gm £
E [Faon Wiiceaetie = £
% [ape Wicoetie | 204G g 2
T [ Hicioudibe | Z2H0E11 10 B0 3 Wiz

C

==

P Sa

Fiun Hlane:

Traimumen Type

Tramament 10

b) Po otevieni projektu se zobrazi vSechny vlozené a analyzované vzorky. Pro pfidani novych vzorki

zadejte Add samples to Project.

% GeneMuppesr Softwrare § - Apiz MPC [Generic] - gm Iz Logged in Database 150064
File Edit Analysis View Tosls Help

GOR|WF @ANEL @@

= o
© CFun 2024020817_UZ50
G CFun 2004020817 LZ60
i Fun 20240208.05.41_Ap226ang

& Eafun 20044021248 Ao22fordsvek 2 (BN L _MPC_PI_754_12_A02_2024-02+13-1 36446 fom Sampe 02431426120
R AH2- 12158 M0Z26 B [BHCA _AT165_WPC_P1_794_06_FO4_2009112.13-13.44-45 15 EICAGI_ATTIE5 C  |Sampe | VES WS _Aps_WPCI pis_pere MPCI | GEB00IZ oy 2024 112.13-13. 20_WP | 20040213 1§44 08,0
o Elfun 20202 1313 2 MPCE = (B AIT_ATHD WP P _784 01 B01_A06.02-15.15 46.46 138 CBATATIOIRE  [Sampe  (VES |WS_Aps G2 e poreLWCT | GBOIZ Fury 2024021315 20_WP | 2024-012.13 1 345 200
0 un 2032030526032 el CB-A13_AZEA1 VPG PT84 1 501 2024 0213134445 fsa CEAILATHI IS [Swege VES |WS_Aps G2 Apte_pare WPCI | GROIZ For 200402-13-15 20_WF 20240213 1345 200
n [DG-ADE_AB27_MFC_P1_754_03_£03 2040313134486 fxa COACE_PEITMPC  [Swmpe |VES (WS Aps NFCI Apks_poncl WP GSE00IZ Fa 2004 02-12-13-20_WF 20040213 1508120
B3 F-ADE A1 398 NPC_A T4 01_C01 20402131 1488 fra LAEATER NG [Swmpe |ES WS Aps MFCI Bois_pene W2 GSE00IZ o 2024-02-1213-20_WF (20240213 1345200
= L2 L 0P P74 _02_ B2 202403131 54445158 FWLIZLOR WS [Seng |VES WG A PCE ok e W GSE00IL oy 2021-02-13-13 20 WF 2020213 1281210
& N e g N ] Rk para W GSR00T T30 D013 A
m Lo 794 52_007 2 ML 0T (Sl (VES WS _ape T Rpe pare W2 | GSG0E Py 04 03-13-13-20 W F00A-0243 1 26120
® T-405 ATH33_WPC_L_TE4 04 G4 _2008-02-1 3134446 150 T-AD_ATIT MPC  [Sampe |VES |W5_Aps W1 A porel W3 | GSB0GLE o, 2024-02-13-13-20 W6 [2024-02.43 1644000
% KT-AD8_A1134_WP_P_To4_Dd DOk 2024021 31344 481z WT-ADG_ATIS4_MPC  [Sample |VES |WS_Apis WPC2 apie_pone W2 |GRB00IZ o 00902151320 [ 2024-02413 18,44 08.0
0 T-A05_AT135 WP _FI_TA 54 04 2024-02-1313-H-46 (o KTATE_ANISS MG [Sumpe VS |WS_Apis G2 Al _poreLWPCI | GROZ P 204.02-13-15 20_WP 2024 0213 18,44 080
@ T-A12_ATS09_WPC_F1_ToH_54_BoA_3039-02-13-13-4448 1om KTATZATSIS MPC  [Sumge |YES WS Aps MPCI Apks_ponel W2 GSS00Z Fo 2074 02-13-13-20_WF 2024-02-13 1544 080
G (CLLO1 1003 MPC_P1_7S4 02 _EG3 0240213134408 f2a OLADILO0S NP [Swmpe |ES WS Aps NFCI Aok _pencl WP GSE00Z Fa 2024-02-12-13-20_WF (20240213 1426120
& (G L09_L020_WPC_PLTS4 _0_703 203402131 34446 53 OLLISLNPE  [Swmpke |NES |WS_Aws WPCI Pk pere W2 GSE00IZ i 2024-02-1313-20_WE 20240213 1428120
& (V-5 A TGTS_WP_PLTBA_09_GU3_J026-03-13-1 54446 150 OVNIE_ATGTS PG [Seeg | VES WS A WP ok e W GSR00IT 13204 002131505120
o (VA5 _ATGTT_WPC_PLi54_09_F03_004-03-1 1 34455 (VRIS _ATGTT MPC [suep eS| W _Apa WL Rpé pans W GSR00T Py 002131520 WP J024-027 31505120
3 -5 3654 MPC_F1_TE4 _4_AD4_BU06.5- 13124446 138 PEADS_i65a MPC  [Gampi (VES |WE_ape T Apis_pone W3 GS600LT o, 2024-02-12-13-20_W [ J004-02:43 1644000
® PB-A7 4604 W._F1_TE4 053 2024 184 1194448 o PELALT_A04_MPE  [Swmpi (VES (WS _hps 01 e _porcLWE | GEBO0E o, 2024-02.13-13.20_W6 [2024-02.13 1608120
& PE-AD 1575 MPC_F_T94_01_DOT _2024-02-13-13-H-48 fom FEATT_AWSTEING  [Swmpm |VES |WG_Ape G2 Aok pene W2 GoB00IZ For 2001-02-13-13 20 WP [ 2024-02:13 1 345 200
B PHL02_L93 P74 02002 0041315154445 3 Sueg VeS| A LT Rph para W GSR00T Py 002131520 WP J024-02 31 25 T20
B Sampe |VES |5 _ape T gt ponc W2 GS0000T o, 2024-12-113-20_W% 20040243 1426120
B Sampe|VES (WS _ipe_WED e _porc I | GEB00LE i 320,
I (ST-AD3_A08T_MPC_PA_T54_D3 05 2024024 313,444 12 Sampe |VES |MS_ApeWCI Apie_pore WPC2[GSE00UZ o 2004-02-13-13.20_WP (20240243 16.05.120
m ST ATO_A454_MPC_FL_TEH_05_H5_2004 01213134448 tom STAIIAGANC  [Swmpe (VES |S_Aps G2 Al pore WCI | GROZ P 204.02-13-15 20_WP 2024 0213 1808120
® SU-ADS_A11E8_WPC P _754_DR_508 204031313448 122 SUAS_ATEEIC  [Swge |YES WS Aps MFCI Apks_ponel W2 GSS00IZ Fu 2024 02-13-13-20_WF [2024-02-13 1544080
G SULADS_ATTET_WPC__784_04 M 2034 02131244 48 Fza SUAGSAVELMEC  [Swpe |VES WS Aps NFCI Aot penel WP GSE00Z Fa 2024 02-1213-20_WF 20240213 1644080
B [T [ULOIBLOSA W PLTed U2 02 20243131 S AE ToR LOIELOSH WC  [Sempi |VES WS _Aws PCZ Pk e W2 GSE00IZ i 2024021313 20_WF | 20240213 1428120
B | |ZRRTs AR W _PLTH I 0 00 1A TRATS AT [wen V68 WS A PG ok pana W | GSR000L 13200 002131505120

BEEEEE

H
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¢) Vyberte cilovy adresat se vzorky, které chcete pridat. Zvolte Add to the list a poté Add.

= pper Software 5 MP gged In Datsbase
Fie Edit Analysis View Teols Help
COR | F GESW @8 Y@ rfe2e
Prect
& COFLn 202402408 17_ LS00
- CIRun 202402-08-17_LIZS00
- 3R 202602050541_oz: | i
DR 224021208 Aoz2801 2 [Fun 2024-02-13-13.20_ | 0
@ Sx WW““S@;F:E 5 BKADI_ATIESMPC  |Sampe |VES |ME_Apm MPCE (Apis_panel WPC2 | GEBLOLE [Run 2024-02-13-13-20_MF [ 2024.02-13 1544000 B |Fe
a )
R 202402-13-13:20_WpC | 02_MPC |Sample: :_Ags_ ) X X o jmz
p=ry 0 BH-A13_AZ345_03_WFC_PI_790_01_F12_2004-02-12-0845-57 fsn EH-A15_AZ946_03_WPC |Sample | YES | WS_Apis_WPCZ (Aps_panel_WPCZ|0SEOOLIZ ¥ T 5 E2
A TS_AZ545 1500
d L SO0IPCT i Semples o Project = |
7 B-AT 32548 _MPC_P|_TEE,
B |@ [BRa1s s japc_pi_yen| Lot View .
B [@ [BRA1S 58 M PSS Fes GM Database Samplen To Add: m
o BN _Loa3_we_n 73 0| G ] Fun 202302071516 MF3_XC w|| @] Fun 202302-151150_MP4_PTED
11| [BeLo Los wee_PTe g @ | Fun 202302071516 MP3_PTIC ]
2 BR-A03_ 4 MFC_PLT93 ; 1
e BR-A03_d34 MPC_P_T93 1 & o
14 W u
i & H
O & o
17 W 2 1
0 [ 740 i
@ -
" G Fun 202302161 e kapil L]
] cB-204_pe1 v pi_Ten § | Fun 20230216715 31_MP1_1ZA
= (cB-a04_pe=1 v pi_7en @ Fun 202302161531 MPA_TD L
- | un 202302174820 MP2_126 —
Sl T Run 202302221188 MP1_13A L
£ (CB.A07_AT40_MPC_PLT54 4 G| Fun 202302230844 MP2_138
= G is_As 1500 A | Run 202302231636 MP1_ITA H
. 5| @ Fun 202302231636 MPT_I7A LIZ -
= E il | Aun 202302231696 MP2_178 L
= EETEER T b4 Palbrorpopnfeparid=y o
27 CB-R13_A3341_MPC_pLT98, | Fun 202302271535 148
= oA A e T | Run 202302271535 MF2_14B
- e @ Fun 202302251005 MP1_17A spsk
= HE-AT0ATH0 MAC LT B Fun 202202281332 MP2_156 L]
(& [AE-A10_AT3E MR FLT, @ | Fun 202300281332 MP2_178_thylek
31 HK-AD8_AZ301, a4 @ Fun 202302281332 _toytky L]
L A = | Fun 2023-03-01-08:54_MP2_ 148 _opek. -
2 [ |mam Al A | Fun 2073030108 54_MP2_158 spsk L
B LG _Lid3_WrC_p_7as 0| | Fun 202300030804 PI_64D_dotvomady
s e a3
® 3 -
* AL AT211_MPC_PL753 4 i Fun 2023-00-16-08-24_testPET -
E] a8 AT211_WE_A78 @ Fun 202303171121 leaZPET N3
5 L 468 46 75, G| Fun 202300171121 1sa2PET P4 H
® Fun 2023-03-21-14-51_teat3PET_MPIadmix —1
= S AT A | Fun 202303211451 tes3PET NP4 o) L]
= L2 L1030 M P70 =
0 |KM-LOZ_LO32 1500 WPC_P1J |
w LIS L0352 P PT84 -
a7 [T kLS L3 MPC_PLTE0 D1 FI0_A004-02.08.11-6.02 tem S = CRCEEC] >
< > @ Tl NG _LG0_MPC_Pi_764 01 Hn_Mi3ai-1 313 4d-gh faa TGS L0 WP [Sampe [VES |WE_pm W3 [apis_pans_WPC2 | GSBIOLIE |nmm..mu.u.:n P 30060315 1545300 CHEC W O (]

d) Po vlozeni vzorkl zadejte parametry analyzy — analyza¢ni metodu, panel a velikostni standard.

T GeneMapper Software & - "Apis MPC [Generic] - gm s Logged In Detabase 3500GA -
File Edit fnaysis View Tools Help

COH |WF | EEEL B

B @ | Teble Sonrg: | | Mkrmasteky_epon @B P De

& RiPone [yr——"
5 R 2040208 17_LiZ50

& CIFn 20240208 17_117600 [BUae Swtl 1l [Sencie e [sarrae Ty [Funsme Run Dite \Lm \we-
DR mmmm:"_hz‘ ‘*i KA1 3_AZ346_WPC_P1_754_D1 _FN 202402131 3-44.46 158 HIADS_BZI01_MPC | Sampie. ‘MZ]’N D2131320_ W m-lﬂ-!] |5 S0 . .
IR 2026021208 Ao2260d [T | |PH-ADS 2501 MPC P1_754 D1 FON 202402151 2ad-db fea BW.ATS_&Z548 WFC  [Sampe [P s H e B3 3650 |@ | @ |.

@ DR 202402121538 K24
& R 202402131320 WPE|
o+ Fn 20240213120 WP
- )Fin 202403220505 263

2 Gemehapper Solware § - pis MPC [Generc] - g s Logged I Detahase 350064
Fie Edit Anabyis View Tocls Help

ol WF  EEQU | A P @ | Table Seng: | | Miooratety_sipon |2 e
- & Froect Sampies Genotypes.
O o ¢ 02 177 7000 [t [Sanpia Fio [Sarmpie e Sanplo Ty 5PN 5w Storcird Fun Heme. R Do & T
@ bhmmm,_” g BRCATI_A2348_WPC_PL7S1_01 01 0040215154445 fm [Fs8_pza0i WPC [sample 7S (oseocuz o 2024-02.13-13-20_WP | 2024-02.15 1345200
553 Aun 2004-02-12:08_402260 R A2 NP 754 01 PO 005548 |eais a2 . [Sanele | vES Gswiiz i 3034-02-15.13-20_y® | S00-02.15 1345200
- Aun 202402121538 k
& Eaim 0000131320 W
& B Rn ey R
- aged .
udH\EE\IEm\EI\DOM&S«m\&-—m—m ‘@lre | Be
Samoles  Genatypes
B [Status [Sampie il TSampie Nome. [Sampio Ty [SFN_[Analy=is Method [Panel [Size Stardard [Fun biame [Fun Dote & Time
® [BH-ATS_AZSH6_NPC_P1_794_01_EO1_2004-02-13-1344.45 158 [FRCADG AZS01 MPC— [Sampke [ VES |5 Apis WPC2 !cs&ucuz (RN 2024.0213.45.20 WP 2024-02 131345290
37 [ [CADS_AZI0N MPC_P_T94 01 FOT 2040313134448 foa [BATs AR S (V65 e [am o T st [ 2034.62.13.13:20 9| 2024.02-13 1346 0
R e
- Aom_penel_MP2
i Qum:uzmzn )| Aps_panel_MP1
W2
1S Fois pent B
b MS Aps_panl_A
MHC_kure
MHC S Equdae
| MHC_1_ 2019
Ly49_Equidae
| Lo 2019
WC_7pl_Equdae
P MHC_7pl_2019
3| Aoe_panel_MPC2
.
5| | Ave_oanei_MPC
- MS A _pant v
< >
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e) Oznacte vzorky a zadejte Analyze Selected Samples (pro piipadnou Upravu parametrd analyzy

otevrete Analysis Method editor).

= GeneMapper Software & - "Apis MPC [Generic] - gm Is Logged In Database 1500GA
File Edit Anabysis View Tools Help

| CirleL B @ | Tabie Seling. | |Mivosstelty_expot
T Crt St
£ CtrisQ
=)
=)
=)
e CuieR
=
:9 Analyze Al Curbohifte R
Analyze Markess..
Analysis Methed Editor..
Size Standard Editor..
Low Qualityto Top CuieB

Non-cencordant Samples ta Top

) Po prob¢hnuti analyzy oteviete Display Plots pro grafické znazornéni vysledkil.

5 Genehlappes Sftware § - Apis MPC [Genei] - gm I Logged i Database 350064
Fie Ede Anslysis View Togls, Help

COH | aF (AN L | @EE | @ | Ttesens | Moy soot YB|Pfe|TDe

¥ CRun 2004.02.08.17_LIZADISRE
@ Run 2024402:06-17_UZ6d0
@ CRun 203402:0909-41_to2i [
@ C3Run 2024021208_ko2260 |ER3

CRun 202402-12-15-38_Ap22
§ Do st
@ 3 Run 02403 220505-26-73

g) Elektroforetogram znazorfujici vysledky FA.

Ke kazdému mikrosatelitu jsou pfifazeny biny (alely). Peak oznacuje pritomnost dané alely ve
vzorku. Je mozné meénit zobrazeni, aby se zobrazovaly pouze mikrosatelity oznaené danou
fluorescencni barvou (Obr. 7-10). Prvotni informaci o kvalité analyzy zjistime pomoci

elektroforetogramu surovych dat (Obr. 5).

= Samples Plot o

File Edit View Tools Allles Help
[ E e —— V@ | ams o m | BT | Wy | Bas

b | b | M |

[sampse rae Ssmpie tame Panai 05 sa
HI-ADS_A2301_MFT_P_Ta4_01_FO1_2024.02.13 | BoATs_nzods_wee. I ] -
o | EPoES i ]
® o 20 @ o e m a @ =0

=L Bl ]

[z 9,97 fix 13307 fr 71067

s 50 K Py
e 137,29 BT
A i 217

<
KA AT WP TR 01 R A T et e e e ez | |8

o0 ] [ ]
- o s £ e £ En s = s
™
o )
\
1 A
‘xx 307.34) TELEED 1z 382.85]
R sidss sides
< >
e _s201 WP ok 0171 Aneaa 3 peats e ee  [spaswna ez |8 (@
L ] o
w0 0 n 50 i 220 250 m o
o
s
e 2iaie
N
it 2501 WP 7 0101 Boakin 1 swavs i e [senpwa ez @ |
HECTER | Loz ]
w m o - £ I s a )
s

= |

iz 10484
[al 204

31



Ales Knoll a kol. (2024) Metodika hodnoceni diverzity véely medonosné pomoci mikrosatelitovych markerii

Obr. 5 Elektroforetogram surovych dat
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Kvalitu separace 1ze ovéfit pomoci velikostniho standardu znaceného LIZ (oranzovy), viz Obr. 6.

Obr. 6 Elektroforetogram velikostniho standardu
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Obr. 7 Elektroforetogram mikrosatelitli znacenych 6-FAM (modra)
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Vysv. Obr.7-10: Horni lista - oznaceni rozsahu alel dané¢ho mikrosatelitu (napt. A079), sz

alely; al — oznaceni alely

Obr. 8 Elektroforetogram mikrosateliti znacenych VIC (zelend)
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Obr. 9 Elektroforetogram mikrosatelitti znacenych NED (Cerna)
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Obr. 10 Elektroforetogram mikrosateliti znacenych PET (Eervend)
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h) Pro zobrazeni genotypt zvolte zalozku Genotypes.
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4.6.3 Export vysledki

a) Oznacte vzorky, které chcete exportovat a zadejte File-Export Combined Table.
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b) Zadejte cilovy adresat, poté zakliknéte One line per sample a zvolte Export.
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c) Data ze vzniklého textového souboru je mozné prevést do MS Excel nebo podobného programu pro

dalsi upravu a analyzu dat.
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d) Ukéazka vyexportovaného vysledku. Lze upravit do pozadovaného formatu.

Analysis Size
Sample File Sample Name Method Panel Standard Run Name Run Date & Time Lane Well Marker Dye Allelel Allele2 Sizel  Size2
BI-A03_A678_MP3_P1 629 23 BI- MS Apis MPC2 Apis_panel MPC2 GS600LIZ Run 2023-02-15- 15.02.2023 7:10 8 H1l  AB)I24 B 213 213.17
H11_2023-02-14-17-03-29.fsa A03_A678 MP3 11-50_MP3_PT7C
BI-A03_A679_MP3 Pl 631 18  BI- MS_Apis MPC2 Apis_panel MPC2 GS600LIZ Run 2023-02-15- 15.02.2023 22:58 5 E0O6  A(B)I24 B 213 215 213.28 215.32
E06_2023-02-15-11-52-31.fsa A03_A679_MP3 11-50_MP3_PT7C
BI-A04_A683 _MP3 Pl 629 22  BI- MS_Apis MPC2 Apis_panel MPC2 GS600LIZ Run 2023-02-15- 15.02.2023 22:58 2 BI0 A(B)I24 B 213 220 213.29  219.52

B10_2023-02-14-17-03-29.fsa

A04_A683 MP3

11-50_ MP3_PT7C
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4.7 Statistické zpracovani vysledkii

4.7.1 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 ptivétivy balik s intuitivnim a konzistentnim rozhranim, ktery uZzivatelim umoziuje

analyzovat Sirokou skalu analyz populacnich genetickych dat v softwarovém prostredi MS Excel.

Software a podptirna dokumentace jsou volné k dispozici na strankach The Australian National

University, Canberra, Austrdlie na adrese URL https://biology-assets.anu.edu.au/GenAlEx. Na této

adrese je k dispozici i podrobny manudl.

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

4.7.2 Vstupni format dat
Vstupni format dat je GenePop (genotyp MS je ve dvou sloupcich). Soubor je textovy (*.txt).

Title line:"Bee"
A(B)024

A088

AP043

POP

Global, 100100 144146 142144 ...

Global, 100102 146146 136142 ...
Global, 100102 138144 136136 ...

4.7.3 Programové rozhrani v MS Excel

Soubor Doml  VloZeni Kresleni Rozlofenistranky Vzorce Data Revize Zobrazeni  Automatizovat  Vjvojaf  Dopliky  Mapovéda  GenAlEx

m W @ B E | e - Eb

Parameters Data Frequency- = Distance- Create  Manage-  Color-  Import- Graph Stats  Options
~ e Based ~ Based ~ v Data ~ Rand~ | Export~ v - v
setup Analysis Options Data Management Other Options
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4.7.4 Import dat
V zalozce Import-Export si vybereme Import a pak GenePop... a vybereme umisténi souboru

vstupnich data. Dojde k importu dat do programu GenAlEx.

3 | CEE
I\";_-_jjl . IZ}

Impaort- Graph Stats  Options
Export ~ - - -

Import > Genotypes...

Export > Sequences...

GenePep...
Tab Delimited...

Space Delimited...

Folder Nexus Alignments...

4.7.5 Pouzité ukazatele genetické diverzity
Postupujte v souladu s manualem k software, zvolte pozadovanou funkci, napt. funkce dle

Tab.10. V Tab. 11 je uveden piiklad vyhodnoceni diverzity.

C::

Frequency-| Distance-
Based ~ Based ~

Frequency...
Disequil >

(3-5tatistics...
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Tab. 10 Vysvétleni parametri diverzity (GenAlEx 6.5)

Symbol Vyznam Funkce program Vypocet

N pocet No.

Na pocet rtiznych alel No. of Different Alleles

Ne pocet efektivnich alel No. of Effective Alleles 1
Ne=1"m

| Shannon's Information Index I = 21’.— In p,

Ho zjisténa heterozygotnost Observed Heterozygosity No. of Hets / N

He océekavana heterozygotnost  Expected Heterozygosity H, = l_z ;?r-:

uHe nestranna o¢ekavana Unbiased Expected Heterozygosity (2N / (2N-1)) * He

heterozygotnost
F fixa¢ni index Fixation Index Fe H,-H,
H,

kde pi je frekvence i-té alely v populaci

Jako doplitkovy parametr Ize spocitat polymorfni informacni obsah (PIC), a to podle nasledujiciho

VZOorce:

PIC=H- 2§p$ Zn:pf
=1 j=itd

kde H = heterozygotnost, p; = ¢etnost i-té alely, p; = Cetnost j-té alely, n = pocet alel
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4.8 Diverzita zjiSténa v modelové populaci véel

V Tab. 11 jsou uvedeny alely detekované u jednotlivych mikrosatelitnich markerti a jejich

cetnost, frekvence. U vSech testovanych mikrosatelitnich markertt byla prokdzan polymorfismus.

Nejvyssi variabilitu vykazuje mikrosatelit HB-C16-01, u kterého bylo stanoveno celkem 21 riznych

alelickych variant. Nejmensi, ale stale dostacujici variabilitu, maji mikrosatelity Ap249 a Ap223 (oba

po Ctytech alelach).

Tab. 11 Zjisténé alely a jejich absolutni frekvence

A088 | Apll3 | Ap249 A014 A079 | Ap223 | Ap226n | HB-C16-01| AP019 | HB-C16-05
135 3 |195 1 |[207 88|214 69|90 16|168 128|230 24|247 1 |133 32|76 88
136 1 |211 84(214 22|216 5 |96 3 |174 3 |232 3 |249 11 |135 58|78 18
138 141213 1 [215 9 |217 2 |100 15|178 80|234 34253 1 |137 14|86 1
141 2 |217 26217 219 5 102 22182 9 |236 42|255 12 |139 14|92 1
142 2 |219 3 220 13|104 27 238 257 1 141 94 1
143 3 |221 2 222 2 |106 16 240 271 1 |142 96 1
144 121225 2 224 2 (108 10 242 273 5 102 1
146 731235 1 225 1 (110 8 244 12275 7 104 6
148 9 226 1 (114 3 246 1 |277 4 106 1
149 1 229 7 279 14 112 1
231 6 281 7 113 1
233 1 283 19
234 2 285 12
235 2 287 9
243 1 289 2
246 1 293 1
295 6
297 2
301 1
303 1
309 1
Tab. 12 Ptiklad vyhodnoceni — vysledky diverzity souboru validace
Locus N Na Ne | Ho He uHe F PIC
A088 60 10,000 2,492 1,378 0,583 0,599 0,604 0,026 0,575
Apll3 60 8,000 1,858 0,929 0,433 0,462 0,466 0,061 0,414
Ap249 60 4,000 1,733 0,773 0,417 0,423 0,426 0,015 0,380
A014 60 16,000 2,829 1,680 0,600 0,647 0,652 0,072 0,631
A079 60 9,000 6,754 2,016 0,833 0,852 0,859 0,022 0,835
Ap223 60 4,000 1,980 0,896 0,567 0,495 0,499 -0,145 0,440
Ap226n 60 9,000 3,939 1,557 0,767 0,746 0,752 -0,028 0,705
HB-C16-01 59 21,000 11,247 2,626 0,763 0,911 0,919 0,163 0,904
AP019 60 6,000 3,011 1,285 0,700 0,668 0,674 -0,048 0,618
HB-C16-05 60 11,000 1,775 0,981 0,433 0,437 0,440 0,008 0,409
Mean 59,900 9,800 3,762 1,412 0,610 0,624 0,629 0,015
SE 0,100 1,672 0,960 0,184 0,048 0,055 0,055 0,026
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Heterozygotnost je ukazatel hodnotici stav, kdy jedinec ma dv¢ odli$né alely v daném lokuse
umisténé na homolognich chromozomech. Genetickd rozmanitost v populaci se vyznacuje vyssi

heterozygotnosti, niz§i mira heterozygotnosti miize signalizovat genetickou uniformitu.

Hodnoty ocekavané heterozygotnosti (He) se v naSem souboru pro validaci pohybovaly

v rozmezi 0,4265 az 0,9189. Zjisténa heterozygotnost (Ho) nabyvala hodnot od 0,4167 do 0,8333.

Miru variability alel na jednom konkrétnim lokusu v populaci ukazuje tzv. hodnota PIC
(polymorfni informacni obsah). Hodnota PIC je rozdé€lena do tii kategorii. Prvni kategorie nabyva
hodnot PIC mensich nez 0,25. Tyto hodnoty vykazuji nizky polymorfismus a z divodu nizkého poctu
alel v daném lokusu velmi tézko rozli§i mezi sebou jedince ¢i populace. Stiedni hodnoty PIC se pohybuji
v rozmezi 0,25 az 0,5 a vy$si hodnoty PIC jsou nad hodnotu 0,5. Podle ziskanych vysledkii ma nejnizsi
hodnotu PIC mikrosatelit Ap249 (0,3803), ktery vykazuje i nejnizs§i hodnoty océekavané
heterozygotnosti (Hex) a zjisténa heterozygotnosti (Ho). Nejvyssi vahu informovanosti mé marker HB-

C16-01 (0,9044), ktery dosahoval vysokych hodnot i v ptipadé He a Ho.

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

Q| B EH B 9 6

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

0 Shannon > Paired SNP LD (Known Phase)..
Relatedness > Paired SNP LD (Unknown Phase)...
Multilocus > [IPLLT ApZAT

_ N 211 217 207 207
Assignment 217 217 207 207
144 1A 47 47 anTy A4ER

Tab. 13 Ptiklad — vypoctené hodnoty pro soubor validace

Locus DF ChiSq Prob Signif
A088 45 135,889 0,000 il
Apl113 28 3,967 1,000 ns
Ap249 6 2,019 0,918 ns
A014 120 115,916 0,588 ns
A079 36 32,584 0,632 ns
Ap223 6 3,324 0,767 ns
Ap226n 36 22,407 0,963 ns
HB-C16-01 210 186,061 0,882 ns
AP019 15 17,762 0,275 ns
HB-C16-05 55 32,193 0,994 ns

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

P<0,01, *** P<0,001
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Pozn. S vyjimkou mikrosatelitu AO88 jsou vSechny v genetické rovnovaze. Je tieba vzit k tvahu, ze
v ptipadé¢ malého mnozstvi vzorkli a zaroven velkého mnozstvi alel je bézné, ze takovy soubor

Vv rovnovaze neni.

5 Validace metodiky

5.1 Popis

Metodika byla vyvinuta na zakladé dat ziskanych z analyzy variability populace véel v Ceské
republiky, kterd sestdva z22 mikrosatelitovych lokust analyzovanych celkem ve 4 rtznych
multiplexech. Vysledky ztéto rozsahlé analyzy byly srovnany s vysledky ziskanymi novym
multiplexem sestavenym pro tuto certifikovanou metodiku sloZzenym z 10 vybranych mikrosatelitovych
lokusti. Pro validaci byl pouzit nahodny vybér 60 vzorkd, a to ve 3 nezavislych analyzach (reakcich) po

20 vzorcich.

5.2 Vysledky validace

Vysledky srovnani genotypti u vybranych 60 vzorka véel v Ceské republice jsou uvedeny
v Tab.14. Vyhodnoceni frekvenci alel je uvedeno v Tab. 11. Zakladni charakteristiky diverzity jsou

uvedeny v Tab. 12.
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Tab. 14 Srovnani genotypt ziskanych pomoci metodiky 4 multiplexti (sloupec vlevo) a multiplexu pro

certifikovanou metodiku (sloupec vpravo)
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5 |8 g |8

~ o e lo la . e R . R
Ml EF O BEE O BE O OB B OFE OB O
S|gl2 |glg|g|g 2|2 |2l |22 |22 |2 |F 2] |FI|F
A450 (146 146 | 211 211 (207 207 | 229 229 |104 104 |178 178 |234 234 (249 249 |135 135 |76 76
146 146 (217 217 |207 207 | 231 231 {106 106 |182 182 |236 236 |[275 275 |135 135 |113 113

A479 | 138 138 | 217 217 [207 207 |214 214 |102 102 {178 178 |236 236 |279 279 |133 133 (76 76
144 144 | 217 217 |207 207 (214 214 {102 102 [178 178 |236 236 |285 285 |135 135 |78 78

A539 |144 144 |217 217 (207 207 |220 220 |100 100 |178 178 |234 234 (277 277 |135 135 |76 76
146 146 (217 217 |215 215 |220 220 [106 106 |178 178 |244 244 |277 277 |137 137 |76 76

Ab54 (138 138 | 211 211 |207 207 {216 216 |108 108 |168 168 |236 236 [255 255 |133 133 |76 76
146 146 | 219 219 (214 214 (220 220 (114 114 |178 178 |244 244 |295 295 |133 133 |76 76

A568 |146 146 |211 211 [215 215 (214 214 |90 90 178 178 |230 230 (285 285 (135 135 |76 76
148 148 | 211 211 |[215 215 (231 231 |104 104 [182 182 236 236 |285 285 |135 135 (76 76

A611 (146 146 |217 217 |207 207 {220 220 (102 102 |178 178 |230 230 |277 277 |135 135 |76 76
146 146 | 221 221 (214 214 (231 231 [104 104 |182 182 |234 234 |277 285 |139 139 |76 76

A651 |146 146 |211 211 {207 207 [220 220 |102 102 |178 178 |236 236 |283 283 (137 137 |76 76
146 146 | 235 235 [207 207 (222 222 |104 104 [178 178 (244 244 |285 285 |139 139 (76 76

A997 |146 146 |211 211 {207 207 [214 214 |104 104 | 168 168 |234 234 |249 249 [135 135 |76 76
146 146 | 219 219 |(214 214 (220 220 {108 108 [178 178 |234 234 |283 283 |135 135 |76 76

L83 146 146 | 211 211 (207 207 |214 214 {104 104 |174 174 |234 234 |287 287 |133 133 |76 76
148 148 | 211 211 (214 214 (214 214 [108 108 [178 178 |244 244 |295 295 |135 135 |76 76

L148 |146 146 |211 211 |207 207 |214 214 |104 104 |178 178 |232 232 |0 283 (133 133 |76 76
146 146 | 211 211 (215 215 (217 217 |106 106 |[182 182 |236 236 |0 287 [135 135 |76 76

L499 (144 144 |211 211 [207 207 |214 214 |104 104 (168 168 |230 230 |287 287 [135 135 |76 76
146 146 (217 217 |214 214 |224 224 [106 106 |178 178 | 238 238 (295 295 |137 137 |76 76

Al1760 | 146 146 |217 217 [207 207 |[214 214 |102 102 |168 168 |234 234 |281 281 (133 133 |76 76
146 146 | 217 217 |207 207 |214 214 {110 110 [178 178 |236 236 |281 281 |137 137 |78 78

L461 |141 141 | 211 211 [207 207 |214 214 |102 102 (178 178 |230 230 | 249 249 (133 133 |76 76
146 146 (211 211 (215 215|233 233 {108 108 |178 178 |236 236 279 279 |135 135 |76 76

A362 |146 146 |211 211 {207 207 |[214 214 |104 104 |178 178 |232 232 |271 271 |135 135 |76 76
146 146 (217 217 |214 214 |214 214 {104 104 |182 182 |236 236 (283 283 |139 139 |76 76

Al1079 138 138 | 211 211 {207 207 |214 214 |102 102 (168 168 |232 232 |0 283 |135 135 |76 76
146 146 | 211 211 (207 207 (214 214 |106 106 |[178 178 |234 234 |0 285 (137 137 |78 78
A1360|146 146 | 211 211 |207 207 (214 214 {100 100 {178 178 |234 234 |283 283 |133 133 |76 76
146 146 (211 211 (207 207 |214 214 {106 106 |178 178 | 238 238 (283 283 |135 135 |78 78

1211 |146 146 | 211 211 {207 207 |219 219 |90 90 178 178 [234 234 | 255 255 |133 133 |76 76
146 146 | 211 211 (214 214 (220 220 {100 100 [178 178 |240 240 |285 255 |135 135 |76 76

A2263| 146 146 | 211 211 |207 207 |214 214 |90 90 168 168 | 236 236 279 279 (135 135 |76 76
148 148 (217 217 |215 215 |214 214 {106 106 |178 178 |242 242 |285 285 |137 137 |76 76

Al1316 | 146 146 | 211 211 (207 207 |214 214 |102 102 |168 168 |234 234 (279 279 |133 133 |76 76
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146 146 211 211 [207 207 |214 214 |104 104 |178 178 |246 246 |279 297 |135 135 |76 76
A434 | 138 138 | 211 211 |214 214 |219 219 |104 104 | 168 168 (244 244 (249 249 (135 135 (76 76
148 148 |217 217 |214 214 |229 229 |112 104 |178 178 |244 244 (249 249 (139 139 |76 76
AO08 |144 144 |211 211 |207 207 |214 214 |102 102 |168 168 |230 230 |279 279 |133 133 |76 76
146 146 (211 211 |207 207 |220 220 |102 102 |178 178 |236 236 |279 279 |135 135 |96 96
A740 |138 138 | 211 211 |207 207 |219 219 |100 100 |168 168 230 230 (279 279 [133 133 |76 76
146 146 |217 217 |207 207 |220 220 |100 100 |178 178 {236 236 289 289 |137 137 |104 104
A1339|146 146 |211 211 [207 207 (214 214 |90 90 |168 168 |230 230 |275 275 |133 133 |76 76
146 146 (211 211 |207 207 |214 214 |100 100 |178 178 |236 236 |275 275 |135 135 |76 76
A1575| 146 146 | 211 211 |207 207 |214 214 (108 108 |178 178 |230 230 |277 277 |133 133 |76 76
146 146 |213 213 |207 207 |214 214 |110 110 |178 178 |234 234 (279 279 (133 133 |76 76
A2301| 144 144 | 211 211 |207 207 |214 214 |90 90 |168 168 |230 230 [255 255 (133 133 |76 76
146 146 (217 217 [207 207 [214 214 |90 90 |182 182 |234 234 |283 283 |137 137 |104 104
A2946 | 144 144 | 195 195 | 207 207 (214 214 (90 90 |168 168 |230 230 |283 283 |135 135 |76 76
146 146 |211 211 |207 207 |214 214 |100 100 | 178 178 |234 234 (283 283 |135 135 |76 76
A3341|144 144 | 211 211 |207 207 {214 214 (90 90 |178 178 |230 230 |255 255 |135 135 (78 78
146 146 |211 211 |215 215|216 216 |114 114 |178 178 |234 234 |287 287 |137 137 |102 102
L032 |148 148 |211 211 |207 207 |214 214 |100 100 (178 178 229 230 |281 281 |135 135 |76 76
148 148 |211 211 |207 207 |214 214 |104 104 | 178 178 |234 234 (281 281 (139 139 |76 76
LOO1 |146 146 |217 217 |207 207 |214 214 |106 106 |168 168 |234 234 |0 295 135 135 |76 76
148 148 |219 219 |207 207 |214 214 |114 114 |178 178 (244 244 |0 295 |135 135 |76 76
LO30 |138 138 |211 211 |207 207 |214 214 |102 102 (174 174 |229 230 |285 285 |133 133 |76 76
146 146 |211 211 |207 207 |231 231 |110 110 |178 178 |[244 244 (295 295 (135 135 |78 78
L92 138 138 |211 211 |207 207 |214 214 |102 102 |178 178 |236 236 (273 273 |135 135 |76 76
146 146 | 211 211 |214 214 |220 220 |106 106 |182 182 (244 244 |0 285 [139 139 |78 78
L054 | 146 146 |211 211 |207 207 |214 214 |104 104 |178 178 (234 234 (283 283 |133 133 |76 76
146 146 |217 217 |214 214 |214 214 |104 104 | 178 178 |244 244 (287 287 (135 135 |78 78
LO09 |144 144 |211 211 |207 207 |214 214 |90 90 |178 178 (229 230 (279 279 |135 135 |76 76
144 144 (211 211 |214 214 |220 220 |106 106 |178 178 |236 236 |289 289 |135 135 |76 76
L020 |138 138 |211 211 |207 207 |224 224 |90 90 |178 178 |234 234 |275 275|139 139 |76 76
144 144 217 217 |214 214 |229 229 |100 100 |[178 178 {236 236 |0 281 |141 141 |76 76
L033 |146 146 |217 211 |207 207 |214 214 |104 104 |178 178 (236 236 (279 279 |135 135 |76 76
146 146 (217 217 [207 207 |231 231 |104 104 |178 178 |236 236 |283 283 |135 135 |76 76
A085 | 143 143 | 211 211 |207 207 [214 214 (104 104 |168 168 |236 236 |255 255 |135 135 (76 76
146 146 |225 225 |217 217 |216 216 |106 106 |178 178 [236 236 (285 285 (137 137 |76 76
A086 |143 143 |211 211 |207 207 |220 220 |100 100 | 168 168 |236 236 255 255 (133 133 |76 76
146 146 | 225 225 |207 207 |231 231 |108 108 |178 178 [236 236 (279 279 (139 139 |78 78
A087 | 143 143 |217 217 |207 207 (216 216 |100 100 |168 168 |236 236 |273 273 |133 133 |76 76
146 146 (217 217 |215 215 |246 246 |110 110 |178 178 |236 236 |273 273 |139 139 |78 78
AG29 | 141 141 | 211 211 |207 207 |214 214 |102 102 | 168 168 236 236 (249 249 (135 135 (76 76
146 146 | 211 211 |214 214 |214 214 |108 108 | 182 182 (236 236 |0 287 |139 139 |76 76
A1877 | 142 142 | 211 211 |207 207 |214 214 (102 102 |178 178 |234 234 |283 283 |133 133 |76 76
146 146 (211 211 |207 207 |226 226 |104 104 |178 178 |236 236 |287 287 |135 135 |86 86
Al1875|142 142 |211 211 |207 207 |219 219 |90 90 |178 178 |230 230 (249 249 (135 135 |76 76
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146 146 (217 217 {207 207 [225 225 |102 102 |178 178 |234 234 |255 255 |135 135 |94 94
A454 | 135 135 | 211 211 |207 207 |214 214 |90 90 |178 178 |234 234 (249 249 (133 133 |76 76
146 146 |217 217 |207 207 |214 214 |106 106 |182 182 (236 236 |0 283 |139 139 |76 76
A594 | 135 135 |211 211 [207 207 |214 214 |90 90 |178 178 |230 230 |279 279 |135 135 (76 76
144 144 211 211 |207 207 |220 220 |104 104 |178 178 |236 236 |287 287 |135 135 |76 76
Al1609 | 136 136 | 211 211 |214 214 |214 214 |110 110 |178 178 |236 236 255 255 (137 137 |76 76
149 149 |217 217 |215 215|229 229 |110 110 |178 178 [236 236 |273 273 |142 142 |104 104
Al1134 138 138 211 211 [207 207 |214 214 |102 102 |168 168 |236 236 |0 281 |133 133 |76 76
146 146 (217 217 [207 207 |229 229 |104 104 |168 168 |236 236 |0 285 |133 133 |76 76
Al135|138 138 | 211 211 |214 214 |214 214 |102 102 | 168 168 |234 234 (249 249 (133 133 |76 76
144 144 | 211 211 |214 214 | 222 222 |104 104 | 178 178 (244 244 |0 279 (133 133 |78 78
Al187 | 135 135 | 211 211 |207 207 |214 214 |104 104 |174 174 |236 236 |275 275 [135 135 (76 76
148 148 (211 211 |207 207 |214 214 |110 110 |178 178 |236 236 |283 283 |135 135 |76 76
Al1017|138 138 |211 211 |207 207 {214 214 (90 90 |178 178 |234 234 |285 285 |135 135 (76 76
146 146 |211 211 |207 207 |219 219 |102 102 |178 178 |234 234 (293 293 135 135 |76 76
A1052 | 146 146 |211 211 |207 207 {214 214 (90 90 |168 168 |236 236 |257 257 |137 137 |76 76
146 146 |211 211 |207 207 |243 243 |106 106 |178 178 [236 236 (279 279 (139 139 |78 78
Al1118|146 146 |211 211 |207 207 [214 214 [100 100 |178 178 |234 234 |253 253 |133 135 |76 76
146 146 |211 211 |214 214 |214 214 |106 106 |178 178 |234 234 (283 283 135 135 |92 92
A2513 | 146 146 | 211 211 |207 207 {214 214 (90 90 |168 168 |230 230 |283 283 |133 133 |76 76
146 146 |211 211 |214 214 |214 214 |108 108 |178 178 {236 236 |[303 303 |135 135 |104 104
A2542138 138 |211 211 |207 207 (214 214 (100 100 |178 178 |230 230 |249 249 |135 135 (78 78
146 146 | 211 211 |214 214 |214 214 |104 104 | 178 178 [234 234 |301 301 135 135 |104 104
A2685|146 146 | 211 211 |207 207 [214 214 |0 100 | 167 168 |230 230 {291 O 135 135 |76 76
146 146 |217 217 |207 207 |214 214 |0 108 | 178 178 | 236 236 {299 O 135 135 |76 76
A3288 | 138 138 | 211 211 |207 207 |214 214 |96 96 |178 178 |230 230 (283 283 (133 133 |76 76
148 148 |211 211 |207 207 |229 229 |110 110 |178 178 |234 234 (309 309 (137 137 |76 76
AT756 | 146 146 |211 211 |207 207 |214 214 |96 96 |168 168 (234 234 (281 281 [133 133 |78 78
146 146 (211 211 |214 214 |214 214 |102 102 |168 168 |236 236 |297 297 |135 135 |106 106
A787 |138 138 |211 211 |207 207 (214 214 |96 96 |168 168 |234 234 |247 247 |133 133 |78 78
146 146 |211 211 |207 207 |229 229 |106 106 |178 178 [236 236 (273 273 |135 135 |78 78
Al431|146 146 | 211 211 |207 207 |216 216 |102 102 |178 178 |230 230 (249 249 |133 133 [104 104
146 146 (221 221 |207 207 |235 235 |102 102 |178 178 |244 244 |287 287 |135 135 |112 112
A2683 | 146 146 |211 211 |207 207 [217 217 |0 104 | 178 178 |230 230 {275 275 [135 135 |76 76
146 146 |211 211 |207 207 |235 235 |0 108 | 178 178 | 234 234 [275 275 (139 139 |78 78
A3407 | 146 146 | 211 211 |207 207 |214 214 |102 102 |178 178 |230 230 [255 255 (133 133 |76 76
146 146 |217 217 |207 207 |234 234 |104 104 | 178 178 |234 234 (283 283 137 137 |78 78
A842 | 146 146 |211 211 [207 207 |214 214 |100 100 |168 168 |230 230 |255 255 |135 135 (76 76
146 146 (211 211 |214 214 |234 234 |106 106 |178 178 |234 234 |255 255 |139 139 |76 76

Chybgjici (nulové) alely oznaceny Zluté.
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5.3 Zavér

Z celkového poctu 600 genotypt byl zjistén nesoulad u 5 (0,83 %), vzdy pouze u mikrosatelitu
HB-C16-01, pfi¢emz genotypy pro certifikovanou metodiku byly uréeny spravné, chybéla jedna z alel
u heterozygota v ptipadé metodiky 4 multiplexil. ,,Ztrata“ alely je jev, ktery je u mikrosatelitd zndmy
a relativné bézny. 5 genotypid nebylo viibec urc¢eno u ptivodni sady 4 multiplexti (z toho 4 u HB-C16-
01), pricemz u multiplexu pro certifikovanou metodiku pfislusné genotypy ziskany byly. Naopak
u metodiky pro certifikaci nebyl ziskan genotyp pouze v jenom piipad€, a to op€t u mikrosatelitu
HB-C16-01.

Celkové se jedna o dobry soulad vysledkil soulad mezi genotyp zjiSténymi v zakladnich

multiplexech a lze konstatovat, Ze pfedlozena metodikou pro certifikaci tak ma vysokou spolehlivost.

6 Novost postupu

Metodika pro hodnoceni genetické variability véely medonosné specializovana na populaci vcel
chovanych v Ceské republice doposud neni k dispozici. PouZiti metodik publikovanych v zahrani&i
(napt. Kiikrer et al. 2021), neni vhodné vzhledem k finan¢ni a ¢asové naro¢nosti uvedené metodiky
i tomu, Ze ne viechny zde uvedené lokusy jsou v populaci véel v CR informativni (validni). Totéz plati
i pro dal§i zahrani¢ni prace, nebot vSechny ve svété pouzivané metodiky byly vyvijeny pro ucely

védeckého vyzkumu, nikoliv pro aplikované vyuziti.

7 Uplatnéni metodiky

Metodika bude nabizena k pouziti véelatskym svaziim a Slechtitelim pro efektivni hodnoceni
variability ve S$lechténych populacich a sledovani genetické variability ve vcelstvech u béznych
chovateld, ktefi maji byt cilem Slechtitelské Cinnosti. Zaroven si variabilitu mohou nechat otestovat
i jednotlivi chovatelé v¢el. Metodika sice neni optimalizovana pro oveéfovani pivodu (maternity) véel,
nicméné z podstaty této analyzy orientacni zavéry umoznuje. Vlastni provedeni musi byt realizovano
v laboratofich ovladajicich zakladni technologie prace s DNA, tzn. izolaci DNA, amplifikaci DNA

a fluorescencni fragmentacni analyzu.

8 Ekonomické aspekty

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

Predpokladem pro realizaci metodiky uzivatelem je prislusné pristrojové vybaveni uvedené
v kapitole 4.5.1 této metodiky. Dale je tfeba potizeni sady 10 fluorescencnich a 10 standardnich primert
v cené 38 tis K¢ v¢. DPH. Vlastni provadéni metodiky jiz vyzaduje pouze pokroc¢ilé odborné znalosti a
zkuSenosti personalu a dale naklady na laboratorni materidl. Ty zahrnuji cenu DNA izola¢niho kitu,

PCR polymerazovy mix, zkumavky a plasty, polymer POP-7, elektroforetické pufry, velikostni
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standard. Celkové materialni naklady na analyzu jednoho vzorku jsou cca 300 K¢. Néklady Ize snizit
cca o 10-20 % v ptipade analyzy vétSiho mnozstvi vzorkil, v maximalnim procentu pfi analyze celého
plata (96 vzorki).

Vyvinutim multiplexu pro testovani 10 nejvice informaticich MS umoznilo snizit ndklady, a to
pfiblizné 3x oproti piivodnimu systému zahrnujicim 22 mikrosatelitii a 4 multiplexy.

Odhad ekonomického piinosu pro uzivatele a pfinos z hlediska uréeni a ptfipadné ochrany
diverzity je zhlediska finan¢niho problematicky vycislitelny. Nicméne z hlediska biologického,
ekologického a ekonomického je pfinos védecky podlozen. Uchovani genetické diverzity u vcel je totiz
vyznamné pro potencidlni §lechténi a pro adaptaci podminky prostiedi obecné, obzvlasté pak v dobé
probihajici globélni klimatické zmény. NaSe metodika umozniuje diverzitu hodnotit a sledovat.
Neexistovala doposud zadna jednoducha a relativné levna metodika pro hodnoceni diverzity u vcel

v

v CR.
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