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Vyvoj novych SSR markeri u mSice broskvonové
(Myzus persicae)

Souhrn

Myzus persicae (Sulzer) Cili mSice broskvoriova je polokiidlym hmyzem z Celedi
msSicovitych (Aphididae) s kosmopolitnim vyskytem. Jedna se o drobného sktidce, napadajiciho
Siroké spektrum rostlin, véetné rostlin zemédélsky vyznamnych. Proto je zdsadni studovat,
monitorovat a regulovat populace mS§ic. Za ucelem prispét k popula¢nim studiim je cilem této

préace vyvinout nové SSR markery u msice broskvorové.

Pro vyvoj novych markerd bylo v prvnim kroku nutné bioinformatickou analyzou najit
vhodné mikrosatelitni lokusy. Prostfednictvim softwaru GMATA bylo analyzou genomi msice
broskvonové, ziskanych z genomické databaze NCBI, nalezeno 42 266 mikrosatelitnich lokusu,
jejichz pocet byl dale redukovan na zakladé stanovenych kvalitativnich parametrt jako je délka
opakujiciho se motivu nebo celkovy pocet repetic. Ke kandidatnim markerim bylo zapotiebi
navrhnout vhodné primery, coz zuzilo pocet markeri na konecnych 96. Tyto markery byly dale
empiricky testovany v molekularni laboratofi na vzorcich mSic, které byly v roce 2022 ziskany

ze sedmi Ceskych polnich lokalit.

Podminkou pro testovani v labotarofi byla kvalitné provedena DNA izolace, v tomto
ptipadé provadéna fenol-chloroformovou metodou. Po spektrofotometrickém ovéfeni Cistoty a
koncentrace izolované DNA byly navrzené primery vyuzity na amplifikaci hledanych markert
PCR reakci. Prostfednictvim agarozové elektroforézy byla ovéfena nejen schopnost primera
amplifikovat, ale i velikost amplikont a jejich piipadny polymorfismus. Vhodné markery byly
dale osekvenovany Sangerovou metodou a podrobeny fragmentacni analyze na kapilarni
elektroforéze. Optimalizaci markert bylo vybrano 17 novych markera (Myzper-2, -3, -14, -16,
-23,-25, -28, -31, -32, -40, -47, -52, -60, -61, -64, -66 a -71), které vykazovaly polymorfismus

a poskytovaly jednoznacné a reprodukovatelné vysledky.

Kli¢ova slova: msice broskvonova, Myzus persicae, SSR, mikrosatelity



Development of new SSR markers in green peach aphid
(Myzus persicae)

Summary

Myzus persicae (Sulzer), also known as a peach-potato aphid, is a hemipteran insect
belonging to the family Aphididae with a cosmopolitan distribution. It is a small pest attacking
a wide range of plants, including agriculturally significant ones. Therefore, it is crucial to study,
monitor, and control aphid populations. The aim of this study is to contribute to population

studies by developing new SSR markers for the peach-potato aphid.

In the first step of marker development, it was necessary to identify suitable
microsatellite loci through bioinformatic analysis. Using the GMATA software, analysis of
peach-potato aphid genomes obtained from the NCBI genomic database revealed 42,266
microsatellite loci, which were further reduced based on qualitative parameters such as motif
length and number of repeats. Suitable primers needed to be designed for candidate markers,
narrowing down the number of markers to a final 96. These markers were empirically tested in
a molecular laboratory using aphid samples collected from seven field sites in the Czech

Republic in 2022.

A prerequisite for laboratory testing was well-executed DNA isolation, performed in
this case using the phenol-chloroform method. After spectrophotometric verification of the
purity and concentration of isolated DNA, the designed primers were used to amplify the target
markers through PCR reactions. Agarose gel electrophoresis was used to verify not only the
primer's ability to amplify but also the size of the amplicons and their potential polymorphism.
Suitable markers were further sequenced using the Sanger method and subjected to fragment
analysis via capillary electrophoresis. Through marker optimization, 17 new markers (Myzper-
2, -3, -14, -16, -23, -25, -28, -31, -32, -40, -47, -52, -60, -61, -64, -66, and -71) were selected,

demonstrating polymorphism and providing clear and reproducible results.

Keywords: peach-potato aphid, Myzus persicae, SSR, microsatellites
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1 Uvod

MsSice broskvoriova, védecky znaméa jako Myzus persicae (Sulzer), je kosmopolitni
skadce zpaisobujici $kody na mnoha hospodaisky vyznamnych plodinach. Zivi se §tavami z
listd, vyhont a plodu rostlin, coZz mize vést k oslabeni rostlin a sniZeni jejich vynosu, a zaroven
je prenaseCem viru a dalSich chorob. Proto je zasadni monitorovat a regulovat populace msic
pomoci raznych metod, jako je pouziti pfirodnich nepfatel, insekticidi nebo mechanickych

prostiedki.

Ke sledovani a vyhodnoceni proménlivosti populaci a lep§imu porozumeéni biologie mS§ic
1ze vyuzit genetické markery, zejména na urovni nukleovych kyselin. Vhodnymi markery jsou
mikrosatelity, kratké tandemové repetice hojné zastoupené v celém genomu, vykazujici
zejmeéna vysoky polymorfismus a mendelistickou dédi¢nost. Navic je navrh takovych markert

diky zmapovanému genomu msice broskvonové zna¢né€ zjednodusen.

Cilem této prace je optimalizovat navrzené markery pomoci metod molekularni biologie,
tedy PCR, gelové a kapilarni elektroforézy a sekvenace Sangerovou metodou. Vysledné
mikrosatelity a jejich navrzené primery by mély byt reprodukovatelné v dalSich laboratofich a

mély by prispivat k dalsSimu vyzkumu tohoto hmyziho skidce.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Védecka hypotéza:

Msice je vyznamnym Skiidcem polnich plodin zejména diky prenosu fady vir6z. Pro lepsi
porozumeéni biologie mSice a studium jeji genetické variability na urovni populaci jsou
vyuzitelné itzv. molekularné-genetické markery. Predpokladem je, ze nové vyvinuté SSR

markery umozni vyhodnotit genetickou variabilitu u populaci msic.

2.2 C(ile prace:

1) Vyhledat na zakladé bioinformatické analyzy genomickych dat nové kandidatni lokusy
a navrhnout vhodné primery.

2) Empiricky testovat a optimalizovat vybrané markery pomoci molekularné genetickych
metod.

3) Ovefit specifitu markert sekvenovanim.

4) Analyzovat nejvhodné&jsi mikrosatelitni markery a vyhodnotit optimalizovany SSR

panel vyuzitelny pro dalsi studie.
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3 Literarni reSerse
3.1 Mpyzus persicae (Sulzer)

Myzus persicae (Sulzer) cCili msice broskvorniova je drobnym polokfidlym hmyzem
pravdépodobné pochazejicim z Ciny (Saguez et al., 2013). Radi se do fadu msicosavych
(Sternorrhyncha), Celedi mSicovitych (Aphididae), obsahujici mimo jiné rod msSice (Aphis,
Linnaeus, 1758). Ma dva poddruhy, Myzus persicae nicotianae a Myzus persicae persicae
(Schoch et al., 2020). Celedi Aphididae nalezi okolo 5000 druhg, rozsifenych kosmopolitng, a
piiblizné€ 400 z nich jsou Skidci na zemédélsky vyuzivanych plodinach (Capinera, 2008).

3.1.1 Popis Myzus persicae (Sulzer)

MsSice broskvonova je msici vysoce polymorfni, je mensi az stiedni velikosti, s télem
zbarvenym od zelené po Cervenou. Dospélé bezkiidlé samicky maji ovalna téla s délkou
pfiblizné 1,2 -2,1 mm a zbarveny mohou byt do svétle zelené, zluté, Sedozelené, rizové az po
cervenou. Poddruh nicotianae je jes§té rozmanitéjsi a je bohatsi o zafivé zlutou a Cernou barvu.

Okfidleni jedinci maji na bfiSe Cernou skvrnu. Nedospé€lé samice jsou Casto rizové nebo

cervené a nedospéli samci byvaji zpravidla nazloutli, jak je zndzornéno na obrazku ¢. 1

(Capinera, 2004).

AP BRI L L = RSw) E Mﬁd
Obrazek ¢. 1: Riizné zbarveni dospélci a nymfy (vlievo) a ok¥idleny a neokrvidleny dospélec
Myzus persicae (Sulzer) (vpravo). (Prevzato a upraveno z Miller, 2019 a Saguez et al., 2013).

L
’ 2
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3.1.2 Genetika Myzus persicae (Sulzer)
3.1.2.1 Karyotyp

V ramci rodu msice se setkame s vysokou variabilitou karyotypt, od diploidnich jedinct
se Ctyfmi chromozomy az po diploidni jedince s dvaasedmdesati chromozomy. Typicky se,
Myzus persicae véetn€, vyskytuji v podob€ 2n=12 chromozomu (Blackman, 1980) (Obr. €. 2).
Rychly vyvoj novych karyotypi je ziejmé dusledkem holocentrickych chromozomi
postradajicich lokalizované centromery, bez kterych mize dochazet k fuzi chromozomi bez
vétSich dasledkt. Zaroven asexualni reprodukce podporuje pretrvavani téchto zmén do dalsich

generaci (Mathers et al., 2021).
3 4 5

X 1 2

Obrazek ¢. 2: Karyotyp msice broskvoriové. Pét pari autozomdlnich chromozomii (1-5)
dopliuje pdar pohlavnich chromozomii X (prevzato a upraveno z Monti et al., 2012).

3.1.2.2 Velikost genomu

Databaze NCBI GenBank uvadi dva slozené genomy. Poprvé byl v roce 2016 slozen
referen¢ni genom asexualni samicky na urovni scaffoldi (Mathers et al., 2017). Velikosti
odpovida 347 megabazim a obsahuje pies 17 000 gent, kodujicich priblizné 15 000 proteind.
Pozdéji publikovany genom z roku 2023 je o 36 megabazi obsahlejsi a je jiz slozeny na rovni

chromozomu (Feng et al., 2023).

3.1.3 Zivotni cyklus mSice

U msic se setkavame s variaci zivotniho cyklu obnaSejici alternativni metody
prezimovani (Obr. €. 3). Cyklus holocyklicky u mSic pfedstavuje partenogenezi v kombinaci se
sexualni reprodukci tésné pied nastupem zimy a néasledné prezimovani vajicek nakladenych
nejCastéji na zastupcich rodu Prunus. Vajicka se lihnou na jate, kdy se rostlina probouzi z
dormance a zaCne rust, a vylihlé nymfy se zpoCatku Zivi mladymi stonky, listy a kveéty

rostliny. Genera¢ni cykly anholocyklické jsou zavislé na vhodnych podminkach a vyznacuji
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se uplnou absenci sexualni reprodukce (Saguez et al., 2013). Samicky se rozmnozuji pouze
partenogenezi a zaroven viviparii, kdy se rodi jiz ve stadiu nymfy, pfezimuji na travach a obili

a v takovém pfipad€ vajicka vibec nekladou (Zitoudi et al., 2001).

Zastupci msice broskvonové jsou prevazné bezktidli, oktidleni jedinci obou pohlavi se
rodi na podzim za ucelem preletu na rostlinu k pfezimovani, a dale v ptipadé, pokud dostate¢né

zhoustne populace msice na jedné rostliné nebo se stav rostliny zhorsi (Capinera, 2004).

Zivotni cyklus mSic sestava ze tii nasledujicich vyvojovych stadii:

1. Vajicko
Jak je jiz zminéno vySe, vajicka jsou pred nastupem zimy nakladena na zastupce rodu
Prunus. Po nakladeni jsou zbarvena bile az zlut¢, ale brzy tmavnou az do ¢erného odstinu. Jsou

ptiblizn€ 0,6 mm dlouhé a 0,3 mm Siroka (Capinera, 2004).

2. Nymfa
Nymfy jsou zprvu zbarveny zelené€, v pribéhu dospivani se zbarvuji do zluta. Stadium
nymfy se sklada ze 4 ¢i 5 instart, mezi kazdym svlékanim uplynou v priméru pouze dva dny
(Horsfall, 1924; Capinera, 2004). Msice jsou schopny mnozit se velmi rapidn€, denné ptipada

na samici v primeéru jeden az dva novi potomci (Capinera, 2004).

3. Dospélec

Dospivani trva priblizné 10-12 dni a za rok se v mirném klimatu mizeme setkat s dvaceti
generacemi, pii chladnéjSich podminkach pocet generaci klesa (Capinera, 2004).
Dospélé mSice 1ze podle vzhledu rozliSovat na bezkitidlé a okifidlené formy. Po pfiblizn€ osmi
jarnich generacich na jedné rostlin€ se rodi okfidleni jedinci, ktefi kolonizuji téméf vSechny
rostliny v dosahu. Po nasednuti nakladou par vajicek, ze kterych se rodi bezkiidlé msice, a
odlétaji na dalsi rostlinu. Oktidleni dospé€lci méii mezi 1,8 a 2,1 mm v délce, maji ¢ernou hlavu
a hrudnik a zlutavé zelené bricho. Oproti tomu zastupci bezktidlych méfi od 1,7 do 2 mm a

télicka maji zelena ¢i nazloutla (Capinera, 2004).
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Obrazek ¢. 3: Zivotni cyklus msice broskvoriové. V oblastech s chladnymi zimami msice migruji
na drevnatého primdrniho hostitele, kde se samice a samci pdri a kladou vajicka k prezimovdni
(1). Kmenova matka (2) vylihla z vajicka ddva vzniknout cisté partenogenetickym generacim,
kdy prvni okridlena generace (3) migruje na sekunddrni hostitele. Okridlené morfy (4) jsou
produkovdny na podzim v reakci na klesajici fotoperiodu a teplotu a migruji zpét na primdrni
hostitele, aby dokoncily holocyklus. V teplych oblastech dochdzi ke ztrdté sexudlni casti cyklu
(5) a partenogeneze probiha cely rok (6). Partenogenetické samice maji ovSem stdle schopnost
produkovat samce (7) pro vys$si genetickou variabilitu mezi populacemi (prevzato a upraveno
z Field a Blackman, 2003).

3.1.4 Vyznam

Msice broskvoriova je vyznamnym Skidcem rostlin, ktery zpusobuje mechanické
poskozeni pletiv a prenasi vice nez sto virovych onemocnéni. Na rozdil od ostatnich druh msic
se nespecializuje na uzkou skupinu rostlin, ale napada pres sto riznych druha v ramci pfiblizné
40 rostlinnych Celedi (Brust et al., 2018). Mezi nejcastéji napadené hospodarské plodiny patii
fazole, cukrova fepa a titina, tabak, citrusy, a v neposledni fadé brambory, pro jez je mSice
dokonce nejvyznamnéj§im Skidcem na svété. Nevyhnou se ji ani rostliny péstované ve

sklenicich, coz umoziiuje msicim prezit i pii neptiznivych podminkach (Capinera, 2004).

Rostlinam mohou ve vét§im poctu zpusobit vodni stres, vadnuti a snizeni rychlosti ristu,
a pii dlouhodobém vyskytu zptisobuji znacné ztraty na vynosu plodin, zejména okopanin.
Sanim floému pfipravuji rostliny o ziviny a zamezuji jim v rastu a vyvoji, a zaroven Casto
dochazi pfi sani k transportu chorob z jedné rostliny na druhou (Brust et al., 2018). Choroby

prenasené mezi rostlinami stilety msic jsou nejcastéji virového pavodu a jedna se jak o infekce
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perzistentni, kdy vir v mSici pretrvava minuty az hodiny a ve vektoru se mnozi, tak o infekce
neperzistentni, tedy pfenos virovych €astic v ramci minut po sati bez moznosti se ve vektoru
reprodukovat. Piikladem perzistentnich vira bramboru je virova svinutka bramboru (PLRV) a
ptikladem neperzistentnich viri je Y — viréza bramboru (PVY) nebo A — vir6za bramboru
(PVA) (Pinheiro et al., 2019). DalSimi vyznamnymi viry pfenaSenymi m§ici jsou napt. virova
mozaika okurky (CMYV), virus tabdkové mozaiky (TEV) a zastupci rodu Potyvirus (Ali et al.,
2023; Gadhave et al., 2020).

3.1.5 Ochrana

Pred mSicemi a prenosnymi chorobami se lze branit redukci populaci skidce (1),
ochranou pfed transmisi virti sanim (2), pfirozenou rezistenci proti msicim (3) a genetickou
upravou rostlin (4):

1. Se zaméfenim na redukci populaci msic se aplikuji insekticidy, nicméné se potykame s
rostouci rezistenci ms§ic na neékteré typy, napt. organofosfatové insekticidy, karbamaty
a pyrethroidy (Radcliffe a Lagnaoui, 2007). Redukovat populaci 1ze dale mikrovosami
z podceledi Aphidiinae (mSicomaroviti) a Celedi Aphelinidae (msicovnikoviti), nebo
parasitoidy, ktefi kladou vajicka do téla mSice. Larvy se po vylihnuti zivi tkani hmyzu,
¢imz jej zabiji. Jeste vyssi potencial k pfirozené redukci nez mikrovosy skytaji predatori
slunéckoviti (Coccinellidae), zlatoockoviti (Chrysopidae), stievlikoviti (Carabidae) a
pestienkoviti (Syrphidae) (Symondson et al., 2002).

2. Pred transmisi vird mSici chrani rostliny aplikace mineralnich oleja. Ackoliv se
povazuji, zejména u brambor, za nejucinng€jsi zbrani, mechanismus jejich U¢inku na
m3ice neni zcela zndm (Saguez et al., 2013).

3. Neéktefi rostlinni zastupci vykazuji ptirozenou odolnost vici savym skadcum. Naptiklad
Gibson (1971) u celedi lilkovité (Solanaceae) popsal vyhody trichomi, kdy tabak z
trichomu vylucuje pro msice toxické alkaloidy, a trichomy u rajcat lepi a zabrariuji tak
poklidnému kolonizovani. Gen Mi raj¢at a melount chrani pfed motolicemi a mSicemi,
snizuje piijimani floému a zvySuje imrtnost msic, gen Vat stejného ptivodu zabranuje
prenosu neperzistentnich virti (Rossi et al., 1998; Chen et al., 1997).

4. Byt se naskyta atraktivni moznost ochrany genetickou upravou rostlin, obohacujici
plodiny o geny s odolnosti proti msicim, vétSina takovych projektt selhala a zadny z
transgennich zastupct se neosvédcil natolik, aby byl komercné vyuzivan (Saguez et al.,

2013).
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3. 2 Genetické markery

Geneticky marker je obecny termin oznacujici specifickou ¢ast DNA, ktera muaze byt
jednoduSe identifikovana. Marker by mél spliovat nékolik kritérii; mél by byt vysoce
polymorfni s ¢astym vyskytem v genomu, s preferovanym kodominantnim projevem (k
jednoduchému rozliseni heterozygoti od homozygotl), se zietelnym alelickym projevem a
zastoupen pouze jednou kopii (Chesnokov et al., 2020; Salisu et al., 2018). Testovani by mélo
byt rychlé, levné a jednoduché, s vysokou reprodukovatelnosti a snadnou vymeénou udaji mezi

laboratofemi (Rajapakse, 2003).

Jejich detekce a vyuziti se zaklada na riznych principech, proto je zpravidla délime na tfi

tridy:

Morfologické markery, typicky vizualni indikatory fenotypovych znakl, vyuzivané pro

studium kvalitativnich a kvantitativnich znakd. Jsou nejstarsim, ale stale pouzivanym typem
markeru i pfes zna¢né nevyhody; fenotypovy znak by mél byt co nejméné ovlivnitelny vnéjSimi
podminkami a je té€zké urcit, zda se nejedna o interakci vice genti (Chesnokov et al., 2020;
Benin et al., 2008). Jejich pouziti je také omezeno epistatickym 1 pleiotropnim efektem a vékem

1 pohlavim jedince (Chesnokov et al., 2020; Rajapakse, 2003).

Biochemické markery, které se spolu s DNA markery fadi do marker molekularnich, a

vyuzivaji se pro znaceni variability produktt gent, pfedevsim u rostlin. Nej¢astéj§imi zastupci
jsou izoenzymy, strukturou odlisné enzymy katalyzujici stejnou reakci. Vyhodou bilkovinnych
markerd je kodominance znakl, k nevyhodam patii mensi mnozstvi vhodnych proteind a
moznost oznaCeni pouze kddujicich sekvenci DNA. Aplikaci nachazeji prevazné ve studiich

genetické diverzity, struktury a v genetice populaci obecné (Nadeem et al., 2018).

DNA markery, kterymi 1ze urcit polymorfismus na urovni nukleové kyseliny. Idealné by
mel byt v blizkosti cilového genu a obvykle se spolu s genem dédi. Vyhodami DNA markera
je jejich hojny vyskyt napfic celym genomem, s vysokym vyskytem v nekodujicich sekvencich,
kdy je lze povazovat za geneticky neutralni (Collard et al., 2005). Navic specifické misto
lokusu, na kterém se marker nachazi, mize a nemusi byt znamo, a vliv vn¢jSich podminek na

jejich zmeénu je minimalni az nulovy (Amiteye, 2021; Nadeem et al., 2018).
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DNA markerem mouhou byt SNP (single nucleotide polymorphism) nebo mini- a

mikrosatelity (Al-Samarai et al., 2015):

3.2.1 Jednonukleotidové polymorfismy SNP

Jednonukleotidové polymorfismy SNP jsou definovany jako rozdily v jediném
nukleotidu s frekvenci zastoupeni v populaci nad 1 %, a jsou povazovany za nejhojnéjsi zdroj
genetickych polymorfisma. Vzniknout mohou tfemi zpusoby, nejCastéjsi tranzici (zaména
purinu s purinem nebo pyrimidinu s pyrimidinem), transverzi (zdmeéna purinové baze za
pyrimidinovou nebo pyrimidinové za purinovou) a inzerci ¢i deleci. Byt by jednonukleotidové
polymorfismy mohly ve specifickém misté DNA pii porovnani u vice jedinci obsahovat
vSechny Ctyfi varianty nukleotidd, v praxi se obecné setkavame spise s bialelickymi variantami

(Vignal et al., 2002).

Vyhodami SNP je, vedle jiz zminéné Cetnosti, jejich evolucni stabilita s malou mutacni
rychlosti a moznost jejich vysoce vykonné automatizované analyzy (Duran et al., 2009; Al-

Samarai et al., 2015).
SNP  short tandem repeat (STR)

Voo |
I GTACTAGACTACTACTACTACTACTGGTG...

5 repetic

2 GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

6 repetic

3 GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

7 repetic

Obrdzek ¢. 4: Zndzornéni SNP a mikrosatelitu (STR) na tfech vidknech (upraveno a prevzato
dle Richardson, 2017).

3.2.2 Mikrosatelity (SSRs)

Mikrosatelity, oznacovany také terminy simple sequence repeats (SSRs), short tandem
repeats (STRs) nebo simple sequence length polymorphisms (SSLPs), jsou pfiblizné 1-10
nukleotidi dlouhé tandemové repetice. Spolu s minisatelity (>10 nukleotidl) patii k
tandemovym repeticim (Gemayel et al., 2012). Vyskytuji se jak u eukaryot, tak prokaryot,
zastoupeny jsou hojné napfic¢ celym genomem v koédujici a nekddujici, jaderné i organelové

DNA, s nejc¢astéjSim vyskytem v euchromatinu eukaryot (Vieira et al., 2016).
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Pro své §iroké uplatnéni v populacni genetice, Slechténi, forenzni genetice a mnoha
dalSich biologickych oborech jsou mikrosatelity nejpouzivanégjsi markery. Rozsahl4 aplikace je
umoznéna tim, ze jsou kodominantni a multialelické, vysoce reprodukovatelné a zalozené na
polymerazové ftetézové reakci (Oliveira et al,, 2006). Ta pfinasi vyhody vyuziti malého
mnozstvi templatové DNA (<100 ng) a usnadnéni automatizace spojovanim rdznych
mikrosatelitd do multiplex PCR. Nevyhodami je naopak vysoka Casova a finan¢ni naro¢nost
metod. Vysledky mohou byt navic zkresleny vyskytem nulovych alel (popsany v kapitole 3.3.4.
Zkresleni a chybovost dat).

3.2.3 Puvod mikrosatelita

Mikrosatelity vykazuji vysokou variabilitu. Jejich mutacni rychlost je vyssi nez jinych
asti genomu, typicky v rozsahu od 102 do 10" nukleotidi na lokus za generaci (Sia et al.,
2000). Znamy jsou zatim tfi mechanismy vzniku mikrosatelitl, zapficinéné sklouznutim
polymerazy pii replikaci (1), dvouvlaknovymi zlomy (2) a opakovanou transkripci (3) (obr.
¢. 5):

1. Sklouznuti polymerazy (Replication slippage). Béhem replikace se muze noveé
syntetizovany fetézec chybné sparovat a vytvorit smycku opakujicich se jednotek bud’ na
dcefiném nebo na templatovém vlakné. Pti nasledné replikaci smycky na templatovém fetézci
vznikéd zkracené vlakno, zatimco replikace smycky na dcefiném fetézci podmini expanzi

mikrosatelitu (Chatterjee et al., 2013).

2. Dvouvlaknové zlomy (DSBs double-strand breaks). V prvnim pfipadé mohou
dvouvlaknové zlomy vést k chybnému sparovani koncti jednovlaknové DNA (single strand
annealing, SSA), naslednou opravou parovani vznika kratsi usek repetic. V druhém ptipadé se
jedno ze sparovanych vlaken prodlouzi DNA syntézou podle templatového vliakna, mize vSak
dojit k odpojeni a novému chybnému sparovani, pfi némz vznika prodlouzeni vldkna (Paques

a Haber, 1999).

3. Opakovana transkripce (transcription through a repeat). Formace R-smycky (R-loop),
trinukleotidového hybridu DNA a RNA za transkribujici RNA polymerazou podporuje vznik
smyCky 1 v neprepisujicim se vlakne (Hegazy et al., 2020). Jakmile enzym RNaza H R-smyc¢ku

rozvolni, opétovné sparovani netranskribovaného fetézce nesouciho vzniklou smycku by
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znamenalo vytvoreni kompenzacni smycky v templatovém fetézci. CAG a CTG smycky
stabilizuje MutSp, protein rozpoznavajiciho neshody, a blokuje nejen mismatch repair systém,
ale i RNA polymerazu na obou fetézcich (Pearson et al., 1997; Tian et al., 2009). Pozastavena
polymeraza je hlavni signal pro iniciaci TC-NER (transcription-coupled nucleotide excision
repair), nukleotidové excizni opravy sprazené s transkripci, a oprava op€tovné muze vyustit v

prodlouzeni nebo zkraceni vlaken (Chatterjee et al., 2013).

1 2 3
A
A,
N gy
Dvouvlaknove R-smyéka
: v Zlomy
M
Pfipojeni  Pfipojeni a syntéza v MutSp
Sklouznuti stabilizujici
polymerazy "~ vlasenku
s 3 - =
:ji_— - - - 2 — Pozastavend
RMAPI
Desfinné ny ) taktivuje TC-MERy
Templatové cerinne Odpojenia chybné
vldkno vlgkno Spérovénr e e e— [E— T_
NaSlE.dUJICI Oprava a
replikace Fixace replikace
Zkraceni Prodlouzeni Zkraceni Prodlouzeni Zkraceni Prodlouzeni

Obrazek ¢. 5: Znazornéni mechanismii vzniku mikrosatelitii. Prevzato a upraveno z Chatterjee
etal, 2013.
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3.2.4 Klasifikace mikrosatelitu

Mikrosatelity jsou velmi variabilni a mezi autory se setkdme s nejednotnou definici i
klasifikaci mikrosatelitli, pfesto se lze nejCastéji v literatufe setkat s klasifikaci dle vyskytu,

typu repetitivni sekvence a délce motivu (Obr. €. 6).

1. Vyskyt a zdroje mikrosatelitt
Podle Al-Samarai et al. (2015) jsou mikrosatelity klasifikovany dle vyskytu na genomické
(gSSRs), tedy mikrosatelity zastoupeny v jaderném genomu, a mikrosatelity organelové,

nachazejici se v mitochondrialnim ¢i chloroplastovém genomu.

2. Typ repetitivni sekvence
Repetitivni sekvence nejsou definovany jednotné a napfic literaturou se definuji jako
useky dlouhé 1-10 (Gemayel et al., 2012), 1-6 (Chen et al., 2006) ¢i 2-6 nukleotidi (Zhang et
al., 2014). Takto kratké opakujici se sekvence oznaujeme jako motivy a v souvislosti s jejich
usporadanim se déli na:
a. jednoduché (simple) repetice
e jednoducha dokonala repetitivni sekvence je kontinudlni a neni pferuSena
zadnou bazi nepatfici do motivu (napi. TATATATATATATATA)
e jednoducha nedokonala repetice (simple imperfect) - fada je tvorena nestejné
dlouhymi repeticemi (napt. TATATATACTATATA) (Al-Samarai et al., 2015)
b. slozené (compound) repetice
o slozené dokonalé repetice jsou slozeny z dvou a vice repetativnich motiva stejné
délky (napt. AGAGAGAGCGTGAGAGAGAG)
o slozené nedokonalé repetice jsou preruseny jednou nebo vice repeticemi rizné
délky (napt. AGAGAGAGAGTCTCTCTC) (Oliveira et al., 2006, Al-Samarai
et al., 2015)

3. Délka mikrosatelitu
Samotny mikrosatelit bez ohledu na délku repetice 1ze posuzovat dle jeho celkové délky
a tfidit do jednotlivych tfid:
I.  tfida mikrosatelitd - repetice delsi nez 20 part bazi
II.  tfida mikrosatelitd - repetice delsi nebo rovnych 12 para bazi a kratSich nebo rovnych
20 part bazi

II.  tfida mikrosatelita - repetice krat$i nez 12 para bazi (Srivastava et al., 2019)
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Typy
\ | mikrosatelitQ

I

( S 3 ZaloZené na
| Zalozené na délce

=X typu repetitivni
repetitivni sekvence  ince

Trida | Trida 11 Trida 111
(>20 bp) (<20, =12 bp) (<12 bp)

Slozend W Slozena

Jednoducha
nedokonala
repetice

Jednoducha ™

dokonala nedokonala
repetice repetice

dokonala
repetice

Obrazek ¢. 6: Klasifikace mikrosatelitii (prrevzato a upraveno ze Srivastava et al., 2019).

3.3 Molekularné genetické metody

3.3.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce (PCR, z anglického polymerase chain reaction) je
molekularn€ geneticka metoda pouzivana pro zmnozeni useki DNA. Objev metody je
pripisovan od roku 1985 americkému chemikovi a drziteli Nobelovy ceny za chemii (1993)

Karymu Banksovi Mullisovi (Kaunitz, 2015).

Princip PCR reakce je zalozen na nékolikandsobném opakovani piirozeného procesu
replikace. Vyzaduje pritomnost smési dNTP (deoxyribonukleosidtrifosfat) nukleotidd,
templatové DNA vzorku, synteticky pfipravenych DNA primerti a DNA polymerazy, nejcastéji
termostabilni DNA polymerazy z bakterie Thermus aquaticus, oznaCované také jako Tagq

polymeraza (Joshi et al., 2011; Garibyan et al., 2013).

Prubéh metody v termocykleru ma tii faze (Obr. €. 7). Prvni fazi je denaturace, kdy se
zahtatim nad 90 °C rozvolni dvouvlaknova DNA na dvé samostatna vlakna. Rozvolnéni umozni
pii ochlazovani na piiblizn€¢ 50 °C nasednuti primert, kratkych definovanych useki DNA

komplementarnich k templatu, jez urcuji, jaké useky DNA se budou amplifikovat, a proto
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druhou fazi nazyvame nasedani primeru i annealing. Pti tfeti, elongacni fazi, termocykler zvysi
teplotu na 72 °C a DNA polymeraza prodluzuje primery piidavanim komplementarnich
nukleotidi (Garibyan et al., 2013). Cykly amplifikace se dale podle nastaveného programu
opakuji 15 - 30krat pro vyssi pocet amplikond, pti¢emz se pii kazdém cyklu pocet specifickych

casti molekul DNA vzorku zdvojnasobi (Saiki, 1989).

1
: i
Pocateéni : :
denaturace 1 el :
DNA : aze urac :
I sasesiEg,
100w 94°C : 94°C ,.--..---"- Faze extenze.o:
G e s Faze anelace g
£ 3min ! 1min 72°C
© : 85°C
g s0- ! i
o I 45s 1
) 1 -
- 1 H
0 1 M
I X .
' Cas (min) i
1X : 35X : 1X
l .

Obrazek ¢. 7: Teplotni profil PCR reakce (prevzato a upraveno ze Shahzad et al., 2020).

3.3.2 Elektroforéza

Elektroforéza je laboratorni metoda slouzici k separaci DNA, RNA nebo proteint,
zalozené na principu separace podle velikosti molekul a velikosti elektrického naboje. Vyuziva
schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se v elektrickém poli, které je vytvoreno konstantnim

stejnosmérnym napétim mezi dvéma elektrodami (Anderson, 1989).

3.3.2.1 Agardzova gelova elektroforéza

Agardzova gelova elektroforéza je jednoducha a efektivni metoda pro separaci,
identifikaci a Cisténi DNA fragmenti o velikosti 0,5 - 25 kilobazi. Vzorky DNA se nanasi do
jamek v gelu a po aplikaci proudu DNA fragmenty migruji pfitahovanim negativné nabitych
fosfati k pozitivné nabité anodé (Obr. €. 8). Protoze DNA molekuly maji staly pomér velikosti

molekuly a velikosti naboje, molekuly se separuji na zaklad¢ velikosti (Lee et al., 2012).

Agardza je polysacharid tvoreny stfidajicimi se podjednotkami galaktozy a 3,6-

anhydrogalaktozy, izolovany z moiskych fas rodi Gelidium a Gracilaria (Gustavsson, 2003).
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Béhem tuhnuti gelu maji polymery agardzy schopnost nekovalentné se vazat a vytvaret sit' s
pory, jejichz velikost uréuje propustnost gelu (Lee et al., 2012). Cim vétsi podil agarozy je v
gelu, tim je sit’ hust&jsi a fragmenty migruji pomaleji (Magdeldin, 2012).

Misto aplikace
Kryt vzorkd

Anoda
.’i Agardzovy gel E-ii Katoda

- Napdjeci zdroj

{

= ] Knoty

JEEaN
l

T
|
Niiii

/
/
\

Nadrze s pufrem

Obrazek ¢. 8: Schéma gelové elektroforézy na agardozovém gelu (prevzato a upraveno ze
Sonagra a Dholariya, 2024).

3.3.2.2 Gelova kapilarni elektroforéza

Obdobne¢ jako jiz zminéné principy metod je gelova kapilarni elektroforéza zalozena na
rozdilné pohyblivosti biomolekul v elektrickém poli. K migraci gelem, cCasto také
polyakrylamidovym ¢i agar6zovym, ovSem dochazi v kfemenné kapilafe s délkou mezi 25 a 60
cm a prumérem 25 az 100 um (Schaeper, 2002). Vng¢jsi vrstva kapilary je potazena ochrannou
vrstvou polyimidu, ktera konci v misté, kde je na kapilaru napojen detektor. Detektor snima
fluorescen¢ni znacky navazané na DNA v case podle velikosti naboje a velikosti fragmentu,
menSi fragmenty s presnosti na jednu bazi projedou kapilarou rychleji a snimany jsou diive
(Freitag, 2000). Kapilaru a detektor dopliiuje zdroj vysokého napéti s platinovymi elektrodami,
nadoba se zakladnim elektrolytem a nadoba se vzorkem (Obr. €. 9) (Schaeper, 2002).
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Obrazek ¢. 9: Schéma pristroje pro kapilarni elektroforézu. Prevzato z Pyell 2006.

3.3.3 Sekvenace DNA

Sangerovo sekvenovani, Casto oznaCovano jako dideoxy sekvenace, je metoda
vyuzivajici oligonukleotidové primery k vyhledani konkrétniho useku DNA. Po denaturaci
nukleovych kyselin hybridizuji navrzené primery na jednovlaknovou DNA a prodluzuji se
pomoci smési deoxynukleotidtrifosfati (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a dideoxynukleotid-
trifosfati (ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP). U dideoxynukleotidtrifosfati chybi oproti
nukleotidtrifosfatim hydroxylova skupina na 3’ uhliku, ktera pii syntéze DNA slouzi k
vytvoreni fosfodiesterové vazby s dal§im nukleotidem, a syntéza vlakna v tomto kroku konci
(Sanger et al., 1977). Dfive se Sangerova metoda sekvenovani provadéla oddélené ve Ctyfech
vzorcich a vyuzivala rizné délky syntetizovanych fragmentt, v dne$ni dobé se pro snadnou
detekci kazdy dideoxynukleotid lisi fluorescencni znackou. Detekce amplikond probiha v
kapilarni elektroforéze pomoci laseru a CCD detektoru napojeného na pocita, ktery snima
fluorescenci ddNTP navazanych na jednotlivé fragmenty a stanovuje poradi nukleotidi (Obr.

¢. 10) (Karger a Guttman, 2009).
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Obrazek ¢. 10: Schéma Sangerovy metody s vyuZitim kapildrni gelové elektroforézy s vyslednym

I

Zaznam fluorescencnich
signald

elektroferogramem (prevzato a upraveno dle Pasquarelli, 2021).

3.3.4 Zkresleni a chybovost dat

v ramci vyhodnocovani vzniklych produktd jsou Castymi tkazy vyskytnulovych alel (1),

Kapilara
s gelem

Detektor

Separace DNA fragmentd
kapilarni elektroforézou

Elektroferogram

PCR je jedna z nejpopularnéjSich metod molekularni biologie, pfesto neni bezchybna a

koktavych produktt (2) ¢i netemplatovych adenint pfidanych na konce amplikona (3).

1) Nulova alela je termin obecné pouzivany pro alelu pfitomnou ve vzorku, ale

neamplifikujici pfi PCR reakci. Konkrétné u mikrosatelitti termin odkazuje nejen na
neamplifikujici alelu, ale i na alelu malo amplifikujici. Pfi¢inou selhani amplifikace
je v tadé ptipadi mutace lokalizovana v misté, na které naseda jeden z navrzenych
primert, vedouci k syntéze produktu pouze jednoho (¢i dokonce zadného) vlakna.
Protoze produkt bud’ viibec nevznikl, nebo ho vzniklo malé mnozstvi, alela se na

nasledujici agarozové elektroforéze neprojevi a heterozygoti mohou byt mylné
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2)

povazovani za homozygoty (Yang et al., 2013). Nulové alely mohou dale vznikat
rozdily ve velikosti alelovych amplikonti (Wattier et al., 1998). Kvili kompetitivni
povaze PCR se kratsi alely Casto amplifikuji efektivnéji a vice nez vétsi, takze u
heterozygotniho jedince mize byt detekovana pouze mensi ze dvou alel. Takové alely
se nékdy nazyvaji ,,CasteCné nulové alely”, protoze je lze Casto zviditelnit vét§im
mnozstvi vzorku (Dakin a Avise, 2004). Tretim zdrojem tohoto jevu muze byt
nekvalitni DNA nebo jeji malé mnozstvi. V nékterych pfipadech se jedna ¢i vice alel
neamplifikuje, zatimco u jinych lokus se mohou amplifikovat relativné snadno ze
stejného vzorku. Takové vzorky jsou Casto také mylné znacené jako homozygotni

(Gagneux et al., 1997).

Na elektroferogramu kapilarni gelové elektroforézy lze detekovat mensi piky v tésné
blizkosti pozadované cilové alely. Takové piky se oznacuji jako koktavé produkty
(Obr. ¢. 11). Vysoka frekvence chybného parovani a mutaci SSR usektl nastava pii
replikaci DNA jak in vivo, tak v laboratornich podminkach. U mikrosateliti bézné
dochazi k inzerci ¢i deleci repetic a vznikaji kratsi ¢i delsi nove vzniklé fetézce (Obr.
&. 12). Cim vétsi podet opakovani repetic a &im mensi velikost opakujicich se motivi,

tim Castéji se koktavé produkty projevi (Shinde et al., 2003).

26 28 20 2w 254

T R
Obrazek ¢. 11: Koktavy pik zndzornény
na elektroferogramu (Sailus et al., 2012).
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Krok 1. Replikace

Ennnn- oSl

Templatové vliakno

Krok 2.
Denaturace

Krok 3. Nové vlakno je o jednu repetici kratsi nei templatové viakno

>

Krok 4. PCR produkt je o repetici kratsi

Obrazek ¢. 12: Zndazornéni vzniku koktavého piku pri
PCR reakci (Sailus et al., 2012).

3) Castym ukazem je také vyskyt pridanych netemplatovych nukleotidti. Nejéast&ji
vyuzivand a komeréné dostupna Taq polymerdza ma nezadouci vlastnost syntézy
netemplatového nukleotidu na 3° konci amplikonu, nejcastéji adeninu. Velikost takto
postihnutych amplikont se v dal§ich metodach projevi o nukleotid delsi, nez jak byly

pomoci primert navrhnuty (Farrell, 2017).
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4 Metodika

4.1 Bioinformaticka analyza dat

4.1.1 Navrh mikrosatelitnich markeru

Z genomové databaze GenBank Narodniho centra pro biotechnologické informace
(NCBI) byla wvyhledana a stazena data referencniho genomu Myzus persicea
(GCA _001856785.1), sestaveného na urovni scaffoldi. Ze ziskanych dat byly vyhledany
programem Genome-wide Microsatellite Analyzing Toward Application (GMATA) (Wang,
2016) mikrosatelity dle nastavenych parametrii, tedy mikrosatelity sestavajici pouze z Cistych
repetic o velikosti motivt od tri po hexanukleotidové a s opakovanim repetic v tandemu 7 az

20krat (vCetné).

Pro vybrani kvalitnéjsich potencialnich markerd byl vyuzit program Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (Zhang et al., 2000), slouzici k porovnani a vybrani vhodnych
sekvenci, které nemaji podobnost s dal§imi misty v genomu. Z dat bylo BLAST programem
vybrano pfes pét set vhodnych potencialnich markert, které byly v dal§im kroku podrobeny
vybéru programem Primer3 (Untergasser et al., 2007). Tento software slouzi k navrhnuti
primert pro PCR. Primery byly selektovany na zaklade vhodné délky, poméru zastoupeni part
guaninu a cytosinu oproti param adeninu a thyminu, nachylnosti k vytvoreni dimert ¢i vlasenek

a hodnoty anela¢ni teploty. Pro testovani v laboratofi bylo vybrano 96 lokusu.

4.2 Material

Jedinci Myzus persicae byli ziskani ze sbéri ze sedmi Ceskych polnich lokalit z roku 2022.
Pro testovani bylo vybrano 9 testovacich vzorka z Plzné, Litohlav, Kladna, ValeCova, Zabtehu,
Brna a Litoméfic. V prvnim kole agardzové elektroforézy byly vyuzity vzorky P11, P13 a P14.
2. kolo probé&hlo s deviti vzorky, V3, V5, V7, K11, K16, Z3, 75, P13 a P14.
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4.2.1 Izolace DNA

Izolace DNA mSic byla provedena dle protokolu ,DNA Protocols for Plants" (Doyle

1991) po jedné dospélé msici na zkumavku nasledujicim postupem:

1) Mrazeny jedinec byl ve zkumavce s 200 pul CTAB pufru a 2 pl RNazy rozmélnén sklenénou
tyCinkou.

2) Do zkumavky bylo pfidano po 2 pl proteinazy a 2 pl merkaptoethanolu a smés byla po
promichani inkubovana 1 hodinu pfi 65 °C.

3) Po inkubaci bylo piidano 200 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1 a
vzorky byly centrifugovany 10 minut pfi 12 000 x g. Po centrifugaci byl z kazdého vzorku odlit
supernatant.

4) V dal§im kroku bylo do kazdé zkumavky pfidano 200 ul izopropanolu, nasledované
centrifugaci 10 minut pfi 12 000 x g a odliti horni faze.

5) Poté bylo do zkumavek napipetovano 225 pl 70% etanolu a 25 pl octanu. Po 10 minutach
centrifugace byl opét odlit supernatant.

6) Poslednim promyvacim krokem bylo pfidani 96% etanolu, vzorky byly naposledy
centrifugovany a zbaveny supernatantu.

7) Nakonec bylo pfidano do zkumavek 20 pl TE pufru.

Izolovana DNA byla podrobena kvantifikaci UV spektrofotometrem S-111107
NanoPhotometer (Implen) pro zjiSténi koncentrace, Cistoty a kvality. Méfeny roztok byl
spektrofotometricky vyhodnocen pii vlnovych délkach 260 nm a 280 nm, které odpovidaji
maximalni absorbanci pro DNA a proteiny. Z naméfenych hodnot byla s vyuzitim Lambert —
Beerovym zakona odvozena koncentrace DNA, ktera byla pro dalsi ucely u kazdého vzorku

nafedéna na 0,25 ng/pl.
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4.3 Design testovani vybranych lokusu

Lokusy byly testovany po jednotlivych vzorcich ve tiech krocich. V prvnim kroku byly
amplikony tfi vzorkd msSic testovany gelovou elektroforézou ve 2% agar6zovém gelu pro
oveéteni amplifikace. Vyfazeny tak byly neamplifikujici markery nebo markery
s nespecifickymi amplikony a dimery. Zaroven byla ovétena predpokladana velikost amplikont
(od 104 bp do 310 bp), ktera byla odvozena od hmotnostniho standardu GeneRuler 100 bp Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA).

Druhym krokem byly potencidlni markery selektovany na 4% agar6zovém gelu na deviti
jedincich. Byla tak ovéfena schopnost amplifikace na dalSich deviti vzorcich a zaroven vybrany
markery vykazujici polymorfismy. Markery byly dale sekvenovany Sangerovou
dideoxytermina¢ni metodou firmou Eurofins Genomics. Pouze kvalitné osekvenované vzorky
byly v poslednim kroku podrobeny kapilarni elektroforéze, pro néz byly zakoupeny

fluorescencné znacené primery (Generi-Biotech, CR).

4.3.1 PCR

Polymerazova fetézova reakce byla provedena po jednotlivych lokusech ve dvou
provedenich v zavislosti na cilové aplikaci:

1. Amplifikace mikrosatelitl pro nasledné ovéreni na gelové elektroforéze s reakcni smési
o objemu 10 pl s nasledujicim slozenim: 0,25 ng DNA, 0,2 uM forward primeru, 0,2
UM reverse primeru, 3 pl ddH>O a 1x Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen). Polymerazova
fetézova reakce probihala v termocykleru C-1000 (Bio-Rad) (obrazek €. 12) a podminky
amplifikace jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

2. Amplifikace marker pro ovéreni na kapilarni elektroforéze s reakcni smési o objemu
10 pl s nasledujicim slozenim: 0,25 ng DNA, 0,2 uM fluorescen¢né znaceného forward
primeru, 0,2 uM reverse primeru, 3 pul ddH20 a 1x Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen).
Polymerazova tetézova reakce probihala téz v termocykleru C-1000 (Bio-Rad) a
podminky amplifikace, uvedeny v tabulce €. 2, se oproti prvnimu kroku lisi niz§im
poctem cykli a pridanou elongacni fazi po poslednim cyklu. Jelikoz Tag polymeraza
pfidava nahodné netemplatovy nukleotid na konec nékterych amplikont, elongacni faze
rovné€z slouzi k rovnomérnému navazani adenini na posledni nukleotid vSech

fragmentt.
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Faze Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykli

Predenaturace 95 5 1
Denaturace 94 0,5 34
Anelace 60 1,5 34
Elongace 72 1 34

Postelongace 72 10 1

Tabulka ¢. 1: Podminky amplifikace markerii pro ovéreni na gelové elektroforéze

Faze Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykld
Predenaturace 95 5 1
Denaturace 94 0,5 29
Anelace 60 1,5 29
Elongace 72 1 29
Postelongace 60 80 1

Tabulka ¢. 2: Podminky amplifikace markerii pro ovéreni na kapildrni elektroforéze

Obrdzek ¢. 13: Termocycler C1000 (Bio-Rad).
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4.3.2 Elektroforéza

4.3.2.1 Agardzova elektroforéza

Agarozova elektroforéza byla vyuzita pro ovéfeni amplifikace navrzenych markert.
Separace amplikont probihala v prvnim kroku v 2% agar6zovém gelu a v druhém kroku, pro
véEtsi presnost, ve 4% agarozovém gelu. Vzorky byly obarveny ethidium bromidem a nasledné
separovany v gelu ponotfeném v 1x TBE pufru v cele SubCell GT (Bio-Rad) pfi napéti 5 V/cm
(Obr. €. 14). Pro relativni porovnani velikosti byly vzorky doplnény hmotnostnim standardem,
nafedénym ve smeési: 1 pl hmotnostni standard GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, USA), 6 ul ddH2O a 3 pl barvy (20% sacharo6za, 0,05% bromenolova modr,
0,05% xylencyanolova modr). Separované vzorky byly vizualizovany UV transiluminatorem a
snimky pofizeny digitalni kamerou pfistroje GelDoc XR (Bio-Rad). Fotografie byly dale
zpracovany programem Quantity One ver. 4.6.2 (Bio-Rad, USA).

VRN i

Obrazek ¢. 14: Cela SubCell GT pro agardzovou elektroforézu.

4.3.2.2 Sekvenace

Vybrané lokusy byly naamplifikovany ve dvou az tii kopiich na vzorek a nasledné rozdéleny
na agarozové elektroforéze v 1% agar6zovém gelu. Markery byly vyfezany pomoci skalpelu a
nasledné vycistény pomoci GeneJET Gel Extraction kitu (Thermo Fisher Scientific, USA) dle

manualu.
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4.3.2.3 Kapilarni gelova elektroforéza

Pro kapilarni gelovou elektroforézu byly testovany lokusy, které se projevily na
agarozové elektroforéze jako polymorfni a které byly kvalitné osekvenovany Sangerovou
metodou. Sekvenace byla potiebna pro ovéfeni, zda skutecné amplifikuji nami vybrané lokusy,
nebo jiné misto v genomu. Pro fragmentacni analyzu bylo po amplifikaci (viz tabulka ¢. 2) do
kazdé zkumavky pripraveno 1 ul amplifikovaného vzorku, 12 ul formamidu a 0,25 pl
hmotnostniho standardu GeneScan™ 600 LIZ™ dye Size Standard ver. 2.0 (Thermo Fisher
Scientific, USA). Pfipravené vzorky byly denaturovany v termocykleru C-1000 (Bio-Rad) na
pét minut pifi 95 °C a nasledné zchlazeny na 4°C. Formamid zde slouzi ke stabilizaci

jednovlaknové DNA a hmotnostni standard umoziiuje porovnani velikosti fragmenta.

Fragmentacni analyza byla provedena v analyzatoru ABIPRISM 310 (Life Technologies,
USA) znazornéném na obrazku €. 15. Vzorky byly separovany kapilarou o rozmeérech 47 cm x
50 um z kfemicitého skla. Podminky separace byly nastaveny pomoci programu Datacollection

software ver. 310. Nastfik byl nastaven na pét sekund s napétim 10kV. Napéti pfi separaci bylo

zvySeno na 15kV pii teploté 60 °C po dobu 1680 s.

. > 7%
Obrazek ¢. 15: Geneticky analyzér ABI PRISM 310 pro kapildarni elektroforézu.
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4.3 Statisticka analyza a zpracovani dat

Vysledky bioinformatické analyzy a jejich interpretace v jednotlivych krocich byly
zpracovavany v programech Microsoft Excel Microsoft 365 a Libre Office 2024. Vysledky sek-
venace byly zpracovavany programy BioEdit ver. 7.2 a Ugene ver. 50.0 (Okonechnikov et al.
2012). V poslednim kroku byly vysledky fragmentacni analyzy zpracovany programem
GeneMapper ver. 4.1.
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S Vysledky

5.1 Vysledky bioinformatické analyzy

Bioinformatickou analyzou byly vyhledany mikrosatelity z celého referenéniho genomu
m3ice o velikosti 347,3 Mb. Programem GMATA bylo v prvnim kroku nalezeno celkem 42
266 mikrosateliti. Vybrané mikrosatelity obsahujici tri az hexanukleotidové motivy mély
nejvetsi zastoupeni trinukleotidovych (94,8 %) a tetranukleotidovych (4,1 %) motiva.
Pentanukleotidové zastupovaly necelé procento (0,9 %) a hexanukleotidovych motivi bylo
nejméné (0,2 %), viz tabulka €. 3.

Délka motivu (nt) 3 4 5 6
Pocet lokusu 40054 1726 398 88

Tabulka ¢.3: — Délky motivii potencialnich markeru v nukleotidech vybranych programem
GMATA.

Z téchto dat bylo dale na zaklad€ srovnani podobnosti sekvenci v genomu vybrano
programem BLAST 548 jedine¢nych markerti, z toho 539 (98 %) s trinukleotidovym motivem,

7 s tetranukleotidovym a pouze 2 s pentanukleotidovym, znazornénych v tabulce €. 4:

Pocet 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 19 20
repetic

Tri 191 152 77 52 28 15 7 4 5 2 4

Tetra 6 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 O
Penta 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O
Tabulka ¢.4: Zastoupeni dle poctu repetic potencidalnich markerit vybranych programem
GMATA.

(1ri = trinukleotidové, Tetra = tetranukleotidové, Penta = pentanukleotidové)

V poslednim kroku byly s pomoci programu Primer3 navrzeny primery pro 96 vybranych
lokusti, které se dale testovaly v laboratofi. Z hlediska délky motivu meély prevazujici
zastoupeni trinukleotidové mikrosatelity (98 %) a pouze dva mikrosatelity obsahovaly

tetranukleotidovy motiv (2 %), jak je znadzornéno na grafu €. 1.
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Graf ¢. 1: Zastoupeni jednotlivych motivit u vybranych 96 markerii.

Vybrané potencialni markery se nachazi na vSech chromozomech vcetné nejvétsiho a
zaroven pohlavniho chromozomu X. Nejvice markera nalezi ¢tvrtému chromozomu a nejméné

jich je soucasti patého chromozomu (Graf €. 2).

Zastoupeni testovanych markert na jednotlivych
chromozomech

16; 17% 18;19%

9; 9%

16; 17%

22;23%
15;15%

mChr.1 mChr.2 mChr.3 wmChr.4 mChr.5 mChr.6

Graf ¢. 2: Umisténi 96 testovanych markerit v genomu.
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5.2 Testovani navrzenych markeru v laboratori
5.2.1 Testovani navrzenych markeru na agarozové elektroforéze

Testovani agardzovou elektroforézou bylo provedeno ve dvou krocich. V prvnim byly
vzorky tifi jedinci testovany na 2% agarozovém gelu, kdy z96 pocateCnich lokust
amplifikovalo 78, tedy 81,3 % (Obr. €. 16). Tyto lokusy byly dale testovany na 4% agar6zovém
gelu na deviti jedincich a ze 78 lokusti se ukazalo polymorfnich a amplifikujicich 33, coz

odpovida 34,4 % z celkového mnozstvi markert.

1000 bp

500 bp —P s

Obrazek ¢. 16: Ukdzka 1. a 2. kola testovdni na agarozovém gelu. 1. kolo probéhlo na 2%
agarozovém gelu s hmotnostnim standardem GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Hm. st.) pro
ovéreni velikosti a schopnosti amplifikace na jedincich P11, P13 a P14. 2. kolo probéhlo na
deviti jedincich, V3, V5, V7, K11, K16, Z3, Z5, P13 a P14 bez nutnosti ovérovat si velikost
mikrosatelitit a tedy bez hmotnostniho standardu.
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5.2.2 Sekvenace

V dalsim kroku bylo vybranych 33 lokust sekvenovano firmou Eurofins Genomics, a
pouze 20 z nich, tedy 20,8 % z celkového poctu markert, bylo kvalitné osekvenovano pro
naslednou selekci na kapilarni elektroforéze. Vysledky vSech sekvenaci jsou znazornény
v piiloze v tabulkach ¢. 6-13. Nize (Obrazek ¢. 17) je ukazka vysledku sekvenovani, ktery
znazornuje kvalitné osekvenovany marker. Z celkového po¢tu 20 markert bylo 13 markera
vytazeno, jelikoz nebyly osekvenovany v dostatecné kvalité. Takovy priklad, zpracovany

v programu Ugene (Okonechnikov et al., 2012)., je znazornén na obrazku ¢. 18.

e L e e [ e L L [ [T [ IFTCTTT [ [y [ [ [ e I e |
refseq CAGATGGTGCTCGTTCCCTATGATAGTAATATATGGTCGTATATGGATAC ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTTGGCGGAATTTCCGTGG
cons T e e e e e e e e i ee e e aa e L

COILE = c i s s s s s s s a s % s s a2 % s s : 4 %% "0 % 4% mw w s momw EoE s omw wosoma o wmomEEEmoEEEamomE E s moew wmososawmoarEwEoEE s EeomwEsosmawwososwm oo

refseq TTCTGTCTCAAGC
CONS .. iieaaaaaaa

Obrdzek ¢.17: Osekvenovany marker Myzper-64. Referencni sekvence (refseq) markeru
Myzper-64 byla srovndna s vyslednou (cons = consensus) sekvenci u vybraného jedince (cons).
Tecky v druhém rddku znamenaji shodu s referencni sekvenci, zmény v sekvenci se znaci
pismenkem odpovidajicimu bdzi nukleotidu. Mikrosatelit referencni sekvence je o trojici
nukleotidi ATT kratsi.

5.2.3 Testovani navrzenych markeru na kapilarni elektroforéze

V poslednim kroku bylo 20 osekvenovanych markert testovano pomoci fragmentacni
analyzy na kapilarni elektroforéze, a zavérem znich bylo vybrano 17 markert (17,7 %
z celkového poctu) odpovidajici  kvality, vykazujicich polymorfismus s moznosti
reprodukovatelnosti v dalSich laboratofich. Pouze jediny z markerd (Myzper-61) sestava
z tetranukleotidového motivu (5,6 %) a u 16 zbyvajicich markert (94,4 %) se vyskytuji rizné
trinukleotidové motivy. Vysledky fragmentacni analyzy jsou znazornény na obrazku ¢. 19.
Umisténi markera v genomu, jejich velikosti a navrzené primery jsou shrnuty na nasledujicich
stranach v tabulce €. 5 a grafu ¢. 3. Vysledky fragmentacni analyzy jsou uvedeny v piiloze

v obr. ¢. 20-23.
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Obrdzek ¢.18: Nekvalitné osekvenovany marker Myzper-11. Prvni obrdzek zndzorfiuje pribliZzeny usek opakujiciho se motivu ATA,
ndasledovany nerozpoznatelnou sekvenci. Druhy obrdzek zndzoriuje cely osekvenovany marker.
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Obrazek ¢. 19: Fragmentacni analyza markeru Myzper-3 a Myzper-52. VyS$§i piky zndazoriuji alely, mensi piky na prvnim obrdzku koktavé

produkty.
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Pocet repe-

Marker Motiv tic Umisténi Velikost markeru (bp) F primer (5¢-3¢) R primer (5¢-3¢)

Myzper-2 CGC 7 | chromozom 4 138 | GGTCCTCTATTAGCCTCCGC ATAGAGCAACAGCAGCACCG
Myzper-3 TAA 17 | chromozom 6 119 | GTATACCTGCGCACCGAGTT AGTCATGGTCAGCACAGTCG
Myzper-14 ATT 8 | chromozom 5 146 | TCCGAGGGTAGGTAGGTATATCC CCTGCTCCACTTCCCCTA
Myzper-16 GTC 8 | chromozom 4 147 | CATTTTGCAGACAGACGCC AGGTATATAATGTCCGCTGAGAAGA
Myzper-23 TAT 12 | chromozom 1 220 | ACTAATTGCCGAATGTGCG GGTCGTCCAGTTCATTCTTACT
Myzper-25 CAA 7 | chromozom 6 181 | GTCCAACCCTAACCGCTACT GGGTGTTGTATGCTGGGAAC
Myzper-28 TGC 12 | chromozom 4 189 | CACTCACGTTTAGTTGCGGG TGCTTCTTTGCTTGCTGGAA
Myzper-31 TCG 8 | chromozom 2 236 | ATGCAGCGACCTCCAAATG TTATTGTTCTGCTCGCACGG
Myzper-32 CGT 7 | chromozom 6 209 | ATCCACCCACGCAACAAC CAGAAAACGAAAGGGGACG
Myzper-40 CTG 11| chromozom 6 196 | GGATGTGGGTGTGTACGAGTA CCGGGATAGAGTAAGGCAAAG
Myzper-47 ATA 10 | chromozom 1 230 | TGACCCACACACGGAATTTAT CATACACCTTTGGCGGAATC
Myzper-52 GCG 9| chromozom 1 187 | GCAGCGATCAACATCAAACG CCACTGTCCCGAATTGTAGC
Myzper-60 ATT 8 | chromozom 4 224 | AGCTACCCTCCTTTTCGGTAC GATGTCGCTCGCTCACAAG
Myzper-61 GTGC 7 | chromozom 3 228 | GCAGCCAAAGTTTCGTTTACC ACGCCTTGGGTTGATTTTACA
Myzper-64 ATT 10 | chromozom 4 210 | CAGATGGTGCTCGTTCCCTA GCTTGAGACAGAACCCGACA
Myzper-66 AAT 10 | chromozom 2 213 | CGGCTTTGATGTCGTTAATGAG CATGTTACACGCACGCTGG
Myzper-71 TCC 8 | chromozom 2 276 | GAAAACCACTAGCACTCGACG TGTCTTTGGTGGTGTCCTCA

Tabulka ¢. 5: Charakteristika 17 vybranych markerii spolu s navrzenymi primery.
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6 Diskuze

Mikrosatelitni markery jsou vyznamnym nastrojem genetického vyzkumu se Sirokou
Skalou uplatnéni. Napfi¢ vSemi fiSemi umoziuji studium genetické rozmanitosti a struktury
populaci. Mohou byt pouzity k urCeni pfibuzenskych vztahti mezi jedinci a k vytvoreni
genealogickych stromu, ve forenzni védeé jsou vyuzivany k identifikaci jednotlivct. PouZivaji
se pro monitoring deédinosti genetickych onemocnéni a v chovu zvirat ke sledovani

genetického ptivodu a vybéru rodict s pozadovanymi vlastnostmi.

Jelikoz je mSice broskvoniova vyznamnym Skddcem zemédé€lskych rostlin
s kosmopolitnim vyskytem, t€si se pozornosti védeckych tyml z vice zemi svéta. Databaze
Scopus uvadi na t¢éma mikrosatelitnich markerti msice broskvornové 27 publikovanych clanki.
Studie se zamétuji zejména na populacni analyzy a rezistenci na insekticidy, orientované na
ochranu zemédelskych plodin. Dalsi studie se vénuji diky determinovému typu XO pohlavi u
msSice mechanismu segregace chromozomu pii bunécném déleni a pienosu pohlavnich
chromozomt. MSice je navic schopna reagovat na specifické podnéty prostiedi a ménit tak
vyvoj svého potomstva, vSe pomoci epigenetickych modifikaci chromatinu, a pro studie

1

epigenetiky a polyfenismu’ se v posledni dobé stdva modelovym organismem. Lze proto

predpokladat Siroké vyuziti navrhnutych SSR markert ve vice biologickych odvétvich.

Z 27 vyhledanych ¢lanka se ani jeden nezabyva navrhem mikrosatelitnich markerti msice
de novo a v ramci této prace neni mozné provést srovnani vysledkl s jinymi studiemi na stejné
téma. Studie zabyvajici se analyzou mikrosatelitnich marker msic Casto srovnavaji markery
jiného druhu, nebo odkazuji na nepublikované zdroje (napf. (Sloane et al., 2001;

Margaritopoulos et al., 2007)).

Vysledky lze nicméné srovnat se studiemi zaméfenymi na jiné druhy. Napiiklad
Bazsalovicsova a kolektiv (2018), navrhujici mikrosatelitni markery tasemnici
Dibothriocephalus latus, vybrali z 6020 kandidatnich mikrosateliti 122 pro testovani
v laboratofi. 78 markert vyhodnotili jako optimalni (63 %). JelikoZ je tasemnice hermafrodit a
je schopna samooplozeni, pouze 6 (5 %) z testovanych lokust vykazovalo polymorfismus.
Studie zabyvajici se rostlinou Aconitum carmichaelii z Celedi pryskyinikovitych uvadi 55

lokust ziskanych bioinformatickou analyzou pro testovani v laboratofi, ze kterych ziskali 14

! Polyfenismus je vzhledova odli§nost riznych generaci jednoho druhu, nazyvana také sezonni polymorfismus.
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(25 %) vhodnych lokust s vysokym polymorfismem a vysokym poctem primérmého poctu alel
na lokus (4,85), u rostlin béznych (Yang et al., 2017). Lze proto konstatovat, ze navrh a
optimalizace novych markera jsou velmi variabilnimi procesy alisi se v zavislosti na vybraném

druhu a 1isi.

6.1 Bioinformaticka analyza

S pomoci bioinformatické analyzy a zejména s vyuzitim nedavno slozeného genomu
mSice broskvonové na chromozomalni urovni lze konstatovat, ze vyhledani mikrosatelitti a
navrh jejich primerd umoznuji vyuzité softwary rychle a jednoduse. Ze 42 266 nalezenych
mikrosatelitd bylo diky pfisnym kvalitativnim parametrim vybrano ,,pouze” 96 potencialnich
markerd, jejichz primery nasedaly, ve vétSiné pfipad, bezproblémové a pii PCR reakci
dochazelo k pozadované amplifikaci lokust. Vyuzité programy lze proto pozadovat za
efektivni a potvrzuji to studie na podobné téma, které pouzivaji stejné ¢i obdobné softwary ve
stejném sledu i1 slozeni (Losada et al., 2023; Taheri et al. 2018). Setkat se lze s riznymi
variacemi, napf.s doplnénim o program “CLC Genomics Workbench”, ktery podle
referencnich genomu odstrani mitochondrialni a ribozomalni sekvence (Ariede et al., 2018).
Nékteré studie ovSem pouzivaji mitochondrialni mikrosatelitni markery, nebot’ maji haploidni
charakter, jsou dédény maternaln€ a vykazuji vysokou variabilitu (Behura, 2006). U hmyzu lze
navic aplikovat univerzalni primery diky vysoce konzervovanym mitochondrialnim sekvencim
(Roehrdanz, 1993). Naopak chromozomalni mikrosatelitni markery jsou c¢asto druhové
specifické a oproti mitochondrialnim zpravidla nejsou aplikovatelné mezi riznymi taxony

(Senan et al., 2014).

Jelikoz analyza markera v této praci byla zalozena na osekvenovanych chromozomech,
potencidlni komplikace s mitochondridlnim genomem byly jednoduSe vyfeSeny jeho
odstranénim z analyzovanych sekvenc¢nich dat. Problémové by se ovSem mohlo zdat umisténi
markeri na pohlavnim chromozomu X, na kterém se nachazi tfi vybrané markery (Myzper-31,
Myzper-66 a Myzper-71). Dédi¢nost pohlavnich chromozoma neodpovida mendelistickym
pravidlim dédi¢nosti, a svym umisténim tak neodpovidaji vlastnostem, které by meély pro
markery vSeobecné platit. Nicméné v ramci studii zabyvajicich se dédi¢nosti pohlavniho
chromozomu X a segregace chromozomu pifi bunéném déleni byly pouzity prave
mikrosatelitni markery lezici na chromozomu X (Wilson et al., 2014), a proto by mély byt

zatazeny do vyslednych markera.
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6.2 Optimalizace

Izolace DNA msSic byla provedena dle protokolu ,,DNA Protocols for Plants" (Doyle
1991). Jedna o osvédcenou metodu a izolace probehla bez komplikaci, nicméné problémovou
Casti se ukazalo méfeni UV spektrofotometrem S-111107 NanoPhotometer (Implen), ktery
slouzil k naméfeni koncentrace a Cistoty nukleovych kyselin. Byt by podle naméfené
koncentrace mély vSechny vzorky po odvozeném zifedéni odpovidat stejné koncentraci,
v prubéhu optimalizace nékteré vzorky predpokladu neodpovidaly. Koncentrace v prubéhu
vétsiny metod nezkreslila vysledky, komplikace se ukazala az na fragmentacni analyze, kdy se
pii vysoké koncentraci DNA vyskytly vzorky s tzv. ,offscale piky“, tedy vzorky s pfili$
intenzivnim signalem, ktery komplikuje zejména u multiplexovych analyz vyhodnoceni dat. U

takovych vzorkl bylo nutné fragmentacni analyzu na kapilarni elektroforéze zopakovat.

Izolovanad DNA byla amplifikovana a primery navrzené programem Primer3 se ukazaly
byt navrzeny efektivné, nebot’ ve vétsiné piipada lokusy pii PCR reakci uspésné amplifikovaly
(81,25 %). U amplikond, u kterych k amplifikaci nedoslo, 1ze diskutovat o vyskytu nulovych
alel (zminénych v podkapitole 3.3.4. Zkresleni a chybovost dat). Pfestoze lze jev ovérit, metody
jsou Gasové naroéné a v ramci této prace nebyly vyuzity. Usp&snost PCR reakci proto mohla

byt potencialné vyS$si, nez uvadi vysledky publikované v této praci.

Nasledna vizualizace a separace amplikont gelovou elektroforézou lze také povazovat za
velmi efektivni. Nékteré studie vyuzivaji drazsi alternativu, separaci na akrylamidovém gelu,

pro lepsi rozliSeni (Anderson et al., 2002; Malloch et al., 2006).

Dalsim krokem optimalizace byla sekvenace DNA, slouzici k ovéfeni specifity
amplifikace. Vysledky sekvenace mimo jiné potvrdily, ze v ramci repetic genomu se nejcastéji
mezi populacemi setkdme s rozdilem délky v repetitivnich usecich o tfi nukleotidy. Délka

motivu je nejspi§ zalozena na zachovani ¢teciho ramce pred kodujici sekvenci.

Co se posledniho kroku optimalizace tyCe, konvencné byva polymorfismus mikrosatelitd
analyzovan pomoci fragmentacni analyzy provadénou kapilarni gelovou elektroforézou.
Nehled¢ na to, ze je to Casove a financné€ naro¢na metoda, nedokéaze ukazat plny polymorfismus
lokusu, protoze neurcuje poradi bazi daného fragmentu, ale pouze rozdily ve velikosti produktu.
Jako feSeni se nabizi sekvenovani nové generace (NGS), schopné vysokokapacitni sekvenace.
V takovém piipadé by bylo nutné pfipravit knihovnu pro aplikaci primert se specialné

navrzenymi adaptory. Sekvenovani pomoci NGS misto pouziti sekvenovani Sangerovou
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metodou nasledovanou fragmentacni analyzou na kapilarni elektroforéze by proto bylo jesté
financné narocn€jsi. NGS navic zatim neni na optimalni urovni a potykd se s
jednonukleotidovymi polymorfismy a slozenymi repeticemi, coz je v praci s mikrosatelity

zasadni prekazka (Dashnow et al., 2015).

Kromé moznosti aplikace NGS pro urychleni navrhnuti a optimalizace markera 1ze také
usnadnit a urychlit jejich pouziti vytvorenim multiplex PCR. Termin multiplex oznacuje
metodu PCR, ktera umoziuje amplifikaci vice cilovych sekvenci souCasné v jedné reakci.
S vysledky z fragmentacni analyzy na kapilarni elektroforéze l1ze takové multiplexy navrhnout.
V principu je zapotiebi do jednoho multiplexu navrhnout vice markert podle jejich konkrétnich
primert, napt. podle podobné Tm (teploty tani) primeru, a zaroven tak, aby nemohlo dochazet
k dimerizaci. Vysledky prace jsou pro tento navrh optimalni, z Casovych divodu se jej nicméné

nepodafilo navrhnout.

Dalsi kroky by se kromé multiplexu mohly zabyvat také rozsifenim mnozstvi vzorku,
nebot’ pristupné vzorky byly pouze ze sedmi lokalit Ceské republiky. Msice je nicméné

kosmopolitni a markery by mély byt rozsifeny o vice polymorfnich zastupcu.
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7 Zavér
Na zavér 1ze konstatovat, ze v§echny stanovené cile byly v ramci diplomové prace splnény.
Jejich struény prehled je shrnut v nasledujicich bodech:
e Byly vyhledany nové kandidatni lokusy prostifednictvim genomovych databazi a
prostfednictvim bioinformatické analyzy byly vybrany markery pro testovani
v laboratofi.
e Vybranym markeram byly navrzeny odpovidajici primery a pomoci
molekularné genetickych metod empiricky hodnoceny.
e Markery odpovidajici parametrim byly osekvenovany.
e Byly vybrany nejvhodnéjsi mikrosatelitni markery pro SSR panel, vyuzitelny

pro dalsi studie.

Markery se v praktické Casti prace ukazaly jako polymorfni, proto lze fici, ze spliuji
predpoklad pro vyhodnoceni genetické variability u populaci msic. Hypotézu proto lze

povazovat za potvrzenou.
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9 Samostatné prilohy

MP002-refseq
MP002-cons

MP002-refseq
MP002-cons

MP003-refseq
MP003-cons

MP003-refseq
MP003-cons

MP008-refseq
MP008-cons

MP008-refseq
MP008-cons

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
GGTCCTCTATTAGCCTCCGCGTCCGCGGGGTTAGCGGGAGATCTAAATTTCCTTTGATGTGAGCCGACATCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGTTCTGTT

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
GTATACCTGCGCACCGAGTTTCTTATCCTCGTTATTAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATCCTGACAATACAC

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
TCGGCTTACTCCTGAACAACATTCAAGAATGGTCGCTGCTTCGTTTCAACAACAACAACAACAACAACAGCAACGGCAGCAAGAACAACCGAGGGTAATG

Tabulka c.6: Osekvenované markery Myzper-2, Myzper-3 a Myzper-8.




MPOl1l4-refseq
MPOl1l4-cons

MPOl1l4-refseq
MPOl1l4-cons

MP016_ refseq
MP016_ cons

MP016_ refseq
MP016_ cons

MP023-refseq
MP023-cons

MP023-refseq
MP023-cons

MP023-refseq
MP023-cons

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
TCCGAGGGTAGGTAGGTATATCCGGTTATTATCGTAGGGGTGAGGCGCACGTGAGTAGTACGAGAGAGAAGCAAGAGGGTTACGATTATTATTATTATTA

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
CATTTTGCAGACAGACGCCGGTTTTCGAAGCACGCACCAACGCAGCGGACACCGAGATCATTGTGG TT-T-GTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCTTGT

.................................................................. R <
110 120 130 140 150
| | | | cleeadld | | | |
TTGATACACCTTCAAGTGGATTTCCTCTTCTCAGCGGACATTATATACCT
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
ACTAATTGCCGAATGTGCGCCGCGGTACAAGCTAACGATCTCGTTTGATTGATGTTGCTGCACATTTCAATGTCCTTGCCGGTCTATGTGTGTATACATT

Tabulka ¢. 7: Osekvenované markery Myzper-14, Myzper-16 a Myzper-23.




MP025-refseq
MP025-cons

MP025-refseq
MP025-cons

MP028-refseq
MP028-cons

MP028-refseq
MP028-cons

MP031l-refseq
MPO031l-cons

MP031l-refseq
MPO031l-cons

MP031l-refseq
MPO031l-cons

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
GTCCAACCCTAACCGCTACTACCGCTCGATACCACAATGCACATACGTTCTTTGTCGTCGTTGTTTGTATATCGTAATAATAATAATAATAATAATAATA

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
CACTCACGTTTAGTTGCGGGGGGTGTAGACTGATGATGTTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGTTGTTGCTGTTGATGTTTCTGGG

140
B e T T e e L e T I

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
ATGCAGCGACCTCCAAATGTCCGGCCAAGCGAACGGACAACAAGCGACGTTGGTGGTAGGACCGTCGTCATACGTATTCTTGGTAGCGGTGGTGGCGGTG

Tabulka ¢.8: Osekvenované markery Myzper-25, Myzper-28 a Myzper-31.




MP032-refseq
MP032-cons

MP032-refseq
MP032-cons

MP032-refseq
MP032-cons

MP036-refseq
MP036-cons

MP036-refseq
MP036-cons

MP036-refseq
MP036-cons

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
ATCCACCCACGCAACAACGCGCACTTGCACCACATGAGGAAATCCCCCCCTCGGGCCCGGGGAGACTTTATTGATTCATTCCGCGTTTCGTGCGCAGCCC

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
CCGCTGCTTTAGGTTATTGTCTTAAACTCGTCATGGAATGCTACGCAGCTTTGTTTTATGGGATTCTCGGGGAATCGTTGAGTTGAAGCGAGTCAGCGCA

Tabulka ¢.9: Osekvenované markery Myzper-32 a Myzper-36.




MP040-cons
MP040-refseq

MP040-cons
MP040-refseq

MP047-cons
MP047-refseq
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MP047-refseq
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MP047-refseq

MP052-refseq
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MP052-refseq
MP052-cons

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
GGATGTGGGTGTGTACGAGTATTTGTATAGGAGTACATAGTTTAATATCTGCCAGCCTTTTCCTCCCCTAATATTAATTACAGAAATGCCCCACACATCC

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
R e T e e e I I I I I e
Cc GGAATTTATTTTTGGGTCGCCAGCGCGTTCCGCCGGCGCGGCGACGGTGGCAACATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAAARA
A C C A C A C A . & i ittt ittt ittt et ettt ae ot s ae s oo eoneeeneeaeeaeeaneeaneeeneeneeneeaeeaeeaeeaneeaneaneenns

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

T T e e T L e T I I L e T
TAATGTGCAACCACGTCGCCCTGCTGGCGGGCCGGCGTTTCATTCGCGTCTGCCTCCGTACATCCGAAATCGGCGAATCAGCCGCCCGAAATTCCCACCG

.................................................. Gttt e e
210 220 230
| I | |
CCGCCACGGCGATTCCGCCAAA-G-G--TG
...................... G.T.TA
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
GCAGCGATCAACATCAAACGGCTGCGGCGAAGTCGGAGGACAAAACTCGAACGCGCCAGCCAAACGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGTTTCAGA

Tabulka ¢.10: Osekvenované markery Myzper-40, Myzper-47 a Myzper-52.
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MP060-refseq
MP060-cons

MP060-refseq
MP060-cons

MP060-refseq
MP060-cons

MPO61-refseq
MPO61-cons

MPO61-refseq
MPO61-cons

MPO61-refseq
MPO61-cons

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
AGCTACCCTCCTTTTCGGTACGTCTTCTTATCAAGTCATGTGGTTATCAGACTCCCGAGTGTCCGTCCGATCGTTTCATCCATGGAATAACGCGCTCGTA

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
GCAGCCAAAGTTTCGTTTACCACGATGGATTTCTTCTAAACAAAGGTAACGTGAAAAGGACAGATATCTTGTGCGTGCGTGCGTGCGTGCGTGCGTGCAT

170

T T e e T L e T I I L e T
GCGTGCGTGTTTGTGTGTGTGTATGTGTTTATACACATCCGTTGTATGTGTTTACGCGATCGCGGGCGCGTGTGTGCAACCATCGTCTCGACTCTCGAGT

Tabulka ¢.11: Osekvenované markery Myzper-60 a Myzper-61.
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MP064-refseq
MP064-cons

MP064-refseq
MP064-cons

MP064-refseq
MP064-cons

MP066-refseq
MP0O66-cons

MP066-refseq
MP0O66-cons

MP066-refseq
MP0O66-cons

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
CAGATGGTGCTCGTTCCCTATGATAGTAATATATGGTCGTATATGGATAC ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTTGGCGGAATTTCCGTGG

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
CGGCTTTGATGTCGTTAATGAGAGAAATTGAAGAAAGCGTGAATTAATTATCCCGTTAGAATTAGATGTGTCCCGATTGACGAAATAATAATAATAATAA

Tabulka ¢.12: Osekvenované markery Myzper-64 a Myzper-66.

Vil




MPO71-refseq
MPO71-cons

MPO71-refseq
MPO71-cons

MPO71-refseq

MPO71-cons

MP082-cons

MP082-refseq

MP082-cons
MP082-refseq

MP082-cons
MP082-refseq

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
GAAAACCACTAGCACTCGACGCACACTTCTACGTACAAGGGGAAAATAATAAGAAAAGAAGAAACAAAACTCTTAAAAGAGATCTCTTCCTCCCGTCCGT

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T e e T L e T I I L e T
CCGTGGAGGCTTCAATATGCATTACTTGACGCGACATCTGTCGGAGTTGGCCATCCGGTCTCTTGCTCGTCTCACTCTTATCAGCCGCGACAACAAAGCG

Tabulka ¢.13: Osekvenované markery Myzper-71 a Myzper-82.
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Obrdzek ¢. 20: Fragmentacni analyza markerit Myzper-2, Myzper-3, Myzper-14, Myzper-16.
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Obrazek ¢. 21:

Fragmentacni analyza markerit Myzper-23, Myzper-25, Myzper-28, Myzper-31.




MPO32_N_2-20-24-8-50 PMisa MPO32_N_ None ]
[ 4 B 120 150 200 240 2500 360
3000
2000
1000
N A
MPO4D_0_2-24.24.4-20 AMfzs MPO40_0_ Hone ’T
4 &0 hrd 160 200 24 280 360
3000
2000
1000 J
. W
MPO47_N_2.21.24.7-13 AMiza MPOST_N_ Hone |ri ]
] 40 &0 1 160 200 240 200 60
3000
2000
1000
A i
n
MPO52_N_2-21-24-10-40 AM fza MPOS2_N_ Neore |ri
0 E B 120 160 200 240 £l 360
3000
2000
1000 l
[

Obrdzek ¢. 22: Fragmentacni analyza markerit Myzper-32, Myzper-40, Myzper-47, Myzper-52.

Xl



MPOBD_J_2-21-24-11-49 AM fza MPOBO_J_ Hone i

[ @ & 120 180 0 280 z0 20
2000
2000
1000 Nnm
P )\ o
MPOB1_0_2-21-24-6-10 PM {32 MPOB1_0_ Nora ‘
0 a a0 120 160 200 2 ) 320
3000
2000
h A l 1
a
MPOB4_0_2-2824-4-24 Fiisa MPOB4_0_ Hone
o 0 a0 120 180 200 4 80 320
000
4000
2000 J\ 1
n
MPOEG_K_2-25.24.5.33 PMisa MPOBE_K_ Hone []
[ @ a0 120 180 00 28 z0 20
5000
000
2000 l
M A
MPOT1_K_2-25-24-5.01 PMisa MPOTI_K_ Hone
0 L @i 120 80 20 24 Z0 20

2000

2000

- J
o Vi

Obrdzek ¢. 23: Fragmentacni analyza markerit Myzper-60, Myzper-61, Myzper-64, Myzper-66, Myzper-71.
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