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Analyza chybovosti SSR markert u psu a vlku

Souhrn

Canis familiaris (pes domaci) se dnes povazuje, ze vSech domacich zvifat, za zvife
¢loveéku citoveé nejbliz§i. Mhohé studie uvadi, ze pes pochazi z vlka,a ze se vlci a psi rozdélili
do riznych druhii zhruba pted 100 000 lety. Uvadi se, ze vlk (Canis lupus) je jediny pfedchidce
psa domaciho. Na zakladé své genetické podoby byli vlk a pes vybrani pro ucely této
diplomové prace jako objekt pro analyzu s vyuzitim STR lokust.

Mikrosatelity (STR) jsou Siroce vyuzivany v riznych molekularnich analyzach DNA jako
klasické genetické markery, jelikoZ jsou polymorfni a snadno detekovatelné pomoci
polymerédzové fetézové reakce (PCR) za pouZziti fluorescencné znacenych primeri a laserového
detek¢éniho systému. STR jsou tvotfeny z nékolikrat se opakujicich motivi o délce 1- 6 bazi. V
experimentalni ¢asti teto diplomové prace byl vyuzit mikrosatelitni systém Mini - DogFiler,
ktery obsahuje 11 mikrosatelitnich markerti rozdelenych do dvou panelt (Panel A: K9 SRY,
VGL1063, VGL2136, VGL1541, VGL1165, VGL1828, VGL2409, panel B: VGL3008,
VGL3438, VGL2009, VGL3112, VGL1606) dle Wictum et al. (2013).

Nejprve byly provedeny nezavislé izolace DNA z bukélnich stéri a exkrementti. Pro
analyzu byly ziskdny vzorky 170 psti plemene ¢eskoslovensky vicak (Canis lupus familiaris) a
39 vzorkl vlka euroasijského (Canis lupus lupus). Dale na zakladé koncentrace primerd,
celkového reakéniho objemu, koncentrace DNA a poctu cyklll v PCR reakci byl optimalizovan
vhodny mikrosatelitni systém. Vybrané genotypy byly testovany prostiednictvim multiplex
PCR a kapilarni elektroforézy a provedeny 4 opakovand genotypovani. Celkem bylo
detekovéano 73 riznych alel v 11 lokusech, pro samotné ¢eskoslovenské vicaky bylo detekovano
67 riznych alel v 11 lokusech, a u vlki bylo nalezeno 31 alel v 11 lokusech. V prib¢hu
genotypovaciho procesu byly zaznamenany prakticky vSechny jevy, které mohou byt zdrojem
chyb, jako jsou kontaminace enviromentalniho DNA vzorku, alelicky drop-out, PCR artefakty
¢i technické nulova alela. Pro vyhodnoceni genetické diverzity vybranych psich plemen/vlkl a
ur¢eni zakladnich populacnich parametrt bylo pouZito nekolik programa.

Zjisténé poznatky ukazuji na vysokou rozliSovaci silu vybraného mikrosatelitniho

systému a na velmi nizkou chybovost.

Klicova slova: Candidae, Canis familiaris, Canis lupus, fylogeneticky puivod,

mikrosatelity, genotypovani, multiplex PCR, kapilarni elektroforéza, chybovost



Estimation of Genotyping Error of SSR Markers in Dogs and
Wolves

Summary

Canis familiaris (domestic dog) for today is considered as the most emotionally intimate
animal. Various studies indicate that the dog comes from a wolf, and that the wolf and the dog
are divided into different species about 100,000 years ago. It is also believed that the wolf is
the only predecessor of the dog. Therefore, on the basis of its genetic similarity, the dog and
the wolf were selected to be the research objectives of this degree work using STR loci.

Microsatellites (STR) are commenly used classic genetic markers in molecular DNA
analysis because they are easily detectable by polymerase chain reaction using stained primers
and a laser system. STR consist of repeated motives and have a length of 1 - 6 base pair. The
microsatellites system was used in the experimental part of this thesis, which consists of 11
microsatellite markers, divided into two panel panels.

In the beginning, DNA was isolated from the excrement and swab test has done. The
analysis was carried out on DNA samples of 170 Czechoslovakian wolf dog breed and 39 DNA
samples of the Eurasian wolf. Further, a suitable microsatellite system was optimized based on
the primer concentration, the volume of the reaction mixture, the DNA concentration, and the
number of cycles. The selected genotypes were tested using multiplex PCR and capillary
electrophoresis and four repetitive genotyping were carried out.

In total, 73 different allels were detected in 11 loci, among the Czechoslovakian dogs
67 different allels in 11 loci, the wolves found 31 alleles in 11 loci.

During genotyping process errors has been reported alomost in all phenomena that can
be in error sources. These include the contamination of enviromental DNA samples, allelic
dropout, PCR artefacts, zero allele. For evaluating the genetic diversity of selected breeds of
dogs and wolves and determining the population parameters, several software programs were
used.

The obtained results indicated a high distinctive ability of the microsatellite system and

a low Genotyping Error.

Keywords: Candidae, Canis familiaris, Canis Lupus, phylogeny, microsatellites,

genotyping, multiplex PCR, capillary electrophoresis, errors
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1 Uvod

Pes domaci (Canis lupus familiaris) je nejvétsi domestikovana Selma. Proces
domestikace pst zacal o ne€kolik tisic let diive nez domestikace jinych savcii. BEhem procesu
domestikace, ktery byl ukoncen pted 14 az 15 ticici lety, doslo na zéklad¢ selekce ke zméné
fady fyziologickych a povahovych vlastnosti. Dnes existuji rizné morfologie psti a po celém
svete se chova vice nez 400 plemen a mistnich razi psa.

V soucasné¢ dobé se pes stal hojné¢ vyuzivanym modelem v mnoha modernich
molekularné genetickych studiich. Jednou z nejrozsifenéjSich metod v genetickych vyzkumech
pst je vyuziti mikrosatelitnich markerd (SSR). Na zaklad¢ analyz s pouzitim SSR markert se
da urcit ptislusnost daného jedince k plemeni nebo oveftit rodicovstvi, zkoumat evolu¢ni vyvoj,
proces domestikace a fylogenetické vztahy psa, studovat genetickou diverzitu psich plemen. S
ohledem na vysokou variabilitu SSR a jejich biologickou podstatu, jsou mikrosatelity velmi

vhodnym markerem pro populacni studie.



2 Cile prace

2.1 Védecka hypotéza

Geneticky vyzkum vyuzivajici molekuldrni markery je nevyhnuteln€ zatizen chybami,
které mohou byt zptisobeny fadou rozlicnych faktorti. To se tyka jakéhokoliv typu vzorku ze
kterého je izolovana DNA a piedevSim u vzorkti s nizsi kvalitou ¢i kvantitou DNA.
Systematicka analyza chybovosti dat zalozend na nezavislych izolacich a opakovaném

genotypovani pak umoziuje odhalovat pficiny a zarovent minimalizovat chybovost.

2.2 Cile prace

Pro ovéfeni vyse uvedené hypotézy je zapotiebi splnit dil¢i cile prace, které jsou pro
ptehlednost uvedeny v nasledujicich bodech:
1) Provést nezavislé izolace DNA z riznych materiala (bukalni stéry, exkrementy)
2) Optimalizovat vhodny mikrosatelitni systém
3) Provést opakované genotypovani u vybrané skupiny vzorkll a stanovit chybovost
analyzy
4) Vyhodnotit genetickou diverzitu vybranych psich plemen/vlki a urcit zakladni

populacni parametry



3 Literarni reSerse

3.1 Canidae (psoviti)

3.1.1 Taxonomické zarazeni psa

Psi, vici, kojoti, Sakali a liSky jsou souhrnné oznacovani jako psovité Selmy a patii do
&eledi psovitych (Canidae). Selmy jsou fazeny do skupiny Laurasiatheria (Madsen et al.,
2001), jedné ze ¢tyt zakladnich linii placentalnich savca (Murphy et al., 2001). V ramci fadu
Selem patii psovité Selmy mezi psotvarné (Caniformia) a zahrnuji 38 znamych druha (Serpell,
1995).

Co se tyce fylogenetickych vztahli v ramci ¢eledi Canidae, bylo odhaleno tfi zdkladni
skupiny (Obr. 1), které ukézala analyza sekvenci vybranych variabilnich oblasti jaderné DNA
u 30 zastupct psovitych Selem (Lindblah-Toh et al., 2005).
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Obr. 1 Fylogenetickeé vztahy v ramci celedi Canidae vypocitané na zakladeé 15 kb jadernych
exonti a intronu

Tti hlavni fylogenetické skupiny jsou vyznaceny ruznymi barvami: liskoviti (Cervené), jihoamericti (zeleng) a vI¢i
(modre). Molekularni fylogeneticky strom byl vytvofen na zakladé sekvenace 12 exont a 4 intronti o celkové délce
14 948 bp DNA. Cerné znacky naznaluji vyskyt tzv. indelti (inzerce a delece), ke kterym se vztahuji hodnoty v
zavorkach uvadéjici jejich mnozstvi. Hodnoty bootstrapu a bayesovské posteriorni pravdépodobnosti jsou uvedeny
nad a pod jednotlivymi vétvemi fylogenetického stromu.

Upraveno dle Wayne a Ostrander, 2007.



3.1.2 Domestikace psa

Domestikace je dlouhy proces béhem kterého dochazi na zaklad¢ selekce ke zméné fady
fyziologickych a povahovych vlastnosti. Proces domestikace psii zacalo nékolik tisic let diive
nez domestikace jinych savct, a to bez ohledu na velmi dlouhou fézi, kterou nékteti nazyvaji
protodomestikace (Galibert et al., 2011).

Doba procesu domestikace a studie vyvoji vzpst je provadéna na zakladé anatomického
srovnani archeologickych nalezti a molekularnich analyz (Germonpré et al., 2009; Castroviejo
et al., 1999; Jennifer et al., 2002).

Kosterni nalezy vlkii a ranych hominidi byly nalezeny spole¢né na nékolika mistech,
jako je Zhoukoundian v severni Cing, pfi¢emz jejich staii je datovano pfiblizné do doby 300
000 let pted nasim letopoctem, nebo jeskyné Lazaret na jihu Francie s pozlstatky starymi 150
000 let pfed nasSim letopoctem. Tyto spolecné ndlezy neprokazuji, Ze jiz dochdzelo k
domestikaci, ale naznacuji, ze lidé a vlci pravdépodobné sdileli stejnd tizemi a zili v izkém
kontaktu (Germonpré et al., 2009). K nejstar§im naleziim psa patii ¢elist z Némecka stara 14
tisic let (Benecke, 1987) a kosterni pozustatky z Izraele, které jsou datovane do doby pied 12
tisici lety (Tchernov et Valla, 1997). Proto se ptedpoklada, Ze se psi poprvé objevili v Eurasii
pted 12 az 14 tisici lety, a Ze pes byl jednim z prvnich domestikovanych Zivoéichu (Taylor,
2008).

Mezi molekularnimi metodami ptevladaji analyzy pomoci s pouzitim mitochondrialni
DNA, které naznacuji, ze se vlci a psi rozdélili do rtiznych druhti zhruba pted 100 000 lety
(Castroviejo et al., 1999; Jennifer et al., 2002). Analyzy mitochondrialni DNA (mtDNA)
naznacily, ze k tomu doslo pted 40 000 lety (Peter Savolainen et al., 2002) a 16 300 (Carles
Vila et al., 1997). Zhang (2002) ve svém studiu mtDNA uvadi, Ze se pes odd¢lil od vlka jako
samostatny druh pied 100 000 lety. Srovnani jaderné genomické informace z vlki, pst a kojoti
naznacuje mozny ¢as domestikace 18 000 - 27 000 pied n.1. (9 000 generaci) (Lindblad-Toh et
al., 2005). Nehled¢ na to, ze se molekularni vypocty tykajici se doby domestikace velmi lisi,
maji tendenci souhlasit s tim, Ze psovité druhy byly domestikovany pied cca 15 000 lety (Peter
Savolainen et al., 2002).

Kombinované studie o chovéni, morfologii a obzvlasté¢ molekularni biologii dnes jasné
ukazuji, ze vlk, Canis lupus, je hlavni, ne-li jediny pfedchidce psa domaciho. Jedna studie
ukézala, Ze pes a vlk sdili 98% své mitochondridlni (mt) DNA. Mezi vlkem a nejbliZ§im
divokym piibuznym kojotem (Can is latrans) je spole¢né pouze 92,5% mtDNA (Carles Vila et
al., 1997).



Canis familiaris (pes domaci) se dnes povazuje ze vSech domacich zvifat za zvife
reproduktivni izolace mezi nimi byla formalizovana s ptichodem klubl plemen a standardy
plemene v poloviné 19. stoleti (Schaefer, 2005). Dnes se po celém svété chova pres 400 plemen
a mistnich razt pst (Van Asch et al., 2009). Evoluc¢ni procesy, které jsou zakladem geneze této

rozmanitosti, nejsou dotate¢né prozkoumany (Boyko et al., 2010).

3.1.3 Fylogeneticky ptvod

Obecné jsou za uplné prvni predky vSech Selem povazovani Credonti (Lange-Badré,
2009) a za prvniho spoleéného prapiedka psovitych Selem se povazuje Miacis, ktery je
spole¢nym piedkem vlku, Sakala a kojota (Sole et al., 2012). Pied 30—40 miliony lety se z rodu
Miacis vyvinula psovitd to prvni skutecna psovita Selma Cynodictis. Déale se z Cynodictis
vyvinul ptedek vlka, pst a liSek Tomarctus, ktery se povazuje za nejstarsiho ,,prapsa® (SMITH
etal., 2016). Dnes je vSak dokazano, ze Tomarktus se na pfimém vyvoji psa domaciho nepodilel
a byl jen slepou vyvojovou vétvi (Taylor et al.). V soucasné dob¢ se povazuje, ze predkem pst
byl mensi druh vlka (Canis lupus pallipes), ktery dodnes Zije v Indii. Dal§imi moznymi piedky
psa jsou vlk mongolsky (Canis lupus chanco) ze severni ¢asti Indie a Tibetu a také vlk stepni
(Canis lupus campestris) ze Stredniho vychodu. VSichni psi domaci pochazeji z jednoho zdroje
a nejsou geneticky sptiznéni s zadnym jinym druhem (Taylor, 2008).

Na spole¢ny fylogeneticky pivod vlki, Sakala a kojota taky ukazuje schodny pocet
chromozoémi a ze se ve skutenosti vSichni ¢lenové Canis mohou mezi sebou pafit a
produkovat fertilni hybridy (Adams et al., 2003). Na zakladé genetickych praci provadénych
pomoci mitochondrialni DNA (mtDNA) existuji nazory, ze psi pochazeji ze ¢tyt (Department
of Bioresource Chemistry et al., 1996) nebo péti (Peter Savolainen et al., 2002) izolovanych
populaci viki.

Moderni plemena pst vznikla v diisledku miniméln€ dvou sad demografickych udélosti
spojenym s rapidnim zmenSenim populaéni velikosti (bottleneck-efekt hrdla lahve) v zacatcich
domestikace. Prvni bottleneck je spojen s domestikaci vlka a to pted asi 7 000 az 50 000
generacemi. Druha série bottleneckl vyplyva z intenzivni selekce pro vytvoreni modernich
plemen, ktera probéhla ptiblizné pted 50 az 100 generacemi (Obr. 2) (Lindblah- Toh et al.,
2005).
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Obr. 2 Schéma vzniku psa z vika. Sitka Sipky naznacuje velikost populace, jsou vyznaceny

bottlenecky na pocatku domestikace a pri vzniku plemen.

Upravebo dle Lindblad-Toh et al. 2005.

Na zéklad¢ vysledkii prace Parker et al. (2004), béhem které bylo analyzovano 96
mikrosatelitnich lokust u 414 ¢istokrevnych pst reprezentujicich 85 plemen, se da rozliSovat
malou skupinu starych plemen rGzného geografického pivodu, kterd byla zakladem pro

moderni plemena (Obr.3).
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Obr.3 Fylogeneticky strom vytvoreny na zaklade analyzy mikrosatelitii, zndzornujici nejstarsi
plemena psu.

Hodnoty bootstrapu jsou uvedeny nad a pod jednotlivymi vétvemi fylogenetického stromu.
Upraveno dle Parker et al. 2004.



3.1.4 Genetika psu

V roce 2005 byly publikovany vysledky projektu, jehoz cilem bylo sekvenovat cely
genom psa. Byla pouzita DNA feny Tashy plemene boxer, ktera byla vybrana ze skupiny 120
pst na zaklad¢é nejnizsi trovné hetozygotnosti v testovanych lokusech (Lindblah-Toh et al.
2005). Sestavena sekvence ukazala, Ze genom psa obsahuje cca 2,4 x 10° para bazi DNA, coz
psa je o 18 % mensi, neZ je genom cloveéka, a 0 6 % mensi nez mysi genom. Pes ma 19 300
strukturnich gend. VéEtsi ¢ast DNA nic nekdduje (Parker et al., 2010 ; Hitte et al., 2005). Na
zakladé sekvenovani genomu psa bylo objeveno 2.1 milion SNP (Lindblad-Toh et al., 2005).
Bylo zjisténo, ze Cetnost vyskytu SNP ¢ini mezi riznymi plemeny pst zhruba 1 SNP na 900
bp, mezi psy a kojotem 1 SNP na 420 bp, mezi psy a viky zhruba 1SNP na 580 bp (Ostrander
a Wyen, 2004).

Na zéklad¢ vyzkumi bylo stanoveno, Ze lidé a psi maji podobné trovné celkové
nukleotidové diverzity, 8*10, které predstavuji celkovy pocet nukleotidovych substituci na
bp. Rozdily mezi plemeny pst jsou vS§ak mnohem vétsi nez variace mezi lidskymi populacemi
(27,5% oproti 5,4%). Naopak, stupen genetické homogenity je mnohem vyssi v ramci
jednotlivych plemen pst nez u odlisnych lidskych populaci (Ostrander a Wyen, 2004).

Studie pouzivajici mikrosatelitni markery ukézaly, ze kazdé¢ plemeno mé unikatni
genetickou strukturu zaloZenou na frekvenci a distribuci alel, kterd umozZnuje jedinecnou
identifikaci témét kazdého plemene. Silna geneticka diferenciace mezi plemeny psii naznacuje,
ze z jednotlivych genotypt psi miize byt urcena ptislusnost k plemenu (Heidi G. Parker et al.,
2004).

3.2 Repetitivni sekvence

Genom, predevsim eukaryotnich organismu, se sklada z unikatni DNA a z opakujicich
se neboli repetitivnich DNA sekvenci (Obr. 4). Opakujici se sekvence vétSinou nekoduji Zzadny

peptidovy fetézec a d€li se na tandemové a roztrousené repetice.
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Obr. 4 Opakujici se DNA sekvence v eukaryotickém genomu.
Upraveno dle Richard et al., 2008.

Roztrousené repetice jsou rozptyleny po celém genomu (Beranek, 2016), kdezto
tandemové repetice nasleduji tésné za sebou a jejich délka mize dosahovat az fadu megabazi.
Podle délky repetitvnich motivli, poctu jejich kopii v genomu a nukleotidového slozeni
repetitivnich sekvenci se tandemové repetice dale déli na satelity, minisatelity a mikrosatelity

(Obr. 5) (Richards et al., 2008).
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Obr. 5 Velikosti motivu, délky a mnozstvi satelitnich sekvenci v eukaryotickych organismech.

Vysvétlivky: Pro kazdou kategorii (satelity, minisatelity a mikrosatelity) se v logaritmické stupnici zobrazuje
rozdéleni délky motivt, celkova délka opakujicich se jednotek a mnozstvi kazdé opakované kategorie
tandemovych repetic v eukaryotickém genomu. Maximalni délka satelitni DNA neni znama kvili nedostatku

informaci o sekvenci (teCkované ¢ary a otaznik).

Satelitni DNA jsou nekddujici DNA sekvence dlouhé 20 — 1000 bp tvoficich bloky o
velikosti az milionu para bazi (Volkov, 2007).

Minisatelitni DNA ptedstavuje motivy dlouhé 6 — 100 bp, které jsou soucasti telomer a
jinych casti chromosomt (Vergnaud et Denoeud, 2000). Celkova délka minisateliti byva od
100 bp do 20 000 bp (Beranek, 2016). Minisatelity jsou ¢asto bohaté na G / C baze a rychle
mutuji (Vergnaud et Denoeud, 2000) a predpoklada se, ze vznikaji diky replika¢nimu
sklouznuti nebo rekombinace mezi kratkymi pfimymi opakovanimi (Haber et Louis, 1998;
Taylor et Breden, 2000).

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice dlouhé 1- 6 nukleotida (Hile et al., 2010),
nicméné néktefi autofi uvadéji odlisnou délku jako napt. 2 — 8 bp (Bellemain, 2005) ¢i 2- 5 bp
(Chistiakov et al., 2008). Typicky dosahuji celkové délky v fadu n€kolik desitek bazi (Roztocil
et Bartos, 2011).
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3.2.1 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou znamé také jako kratké tandemové repetice (SSR- Single Sequence
Repeats) nebo jednoduché opakujici se sekvence (STRs- Short Tandem Repeats) (Lepais et al.,
2011).

U eukaryotickych organismi se STRs nejvice vyskytuji v genomu savct, pficemz mezi
savci se neobvykle velky poc¢et mikrosatelitd objevuje u hlodavcu (Bellemain et al., 2005).
V genomu prokaryotnich organismi se mikrosatelitni sekvence pfili§ nevyskytuji (Morgante et
al., 2002).

Bylo zjisténo, ze pocet mikrosatelitnich lokust pozitivné koreluje s velikosti genomu u
savcu (Jurka et al., 2000; Katti et al., 2001), ale u rostlin je tomu naopak (Morgante et al., 2002).
Zaroven plati, ze Cetnost vyskytu SSR oblasti se znacné 1isi i mezi blizce ptibuznymi druhy
jako jsou lidé a simpanzi (Webster et al., 2002).

NejcastéjSim typem mikrosatelitniho opakovani jsou jednonukleotidové repetice,
predevsim adeninové (Bellemain et al., 2005). Druhym nejrozsifenégj$im typem motivi jsou
dinukleotidové motivy, mezi které patti (CA)n, (AT)n, (GA)n, (GA)n, které se Casto nachazi v
intronech a v ptipadé (AT)n i v mistech replikac¢nich pocatkt (Bellemain et al., 2005). Pro
kodujici sekvence nékterych genll jsou typické hexanukleotidové a trinukleotidové repetice

(Beranek, 2016).

3.2.1.2 Polymorfismus a mutace mikrosatelitii

Polymorfismem v DNA se nazyva pfirozené se objevujici zmény v sekvenci DNA s
vice neZ jednou alelou, kterd je zastoupena v populaci s frekvenci vice neZ 1% . Pfi¢inou mnoha
polymorfismi DNA je vysoké variabilita opakujicich se sekvenci DNA (Vojacek et Kettner,
2017).

Mikrosatelitni polymorfismy jsou multialelické a vétSinou to jsou dinukleotidové
repetice. Fenotypove se obvykle neprojevuji, nebot’ se nachazeji bud’ v usecich mezi geny nebo
uvnitf genll, zejména v intronech. Nekteré typy mikrosatelitnich opakovani se v§ak mohou
nachazet 1 v kodujicich oblastech gent. Tyto polymorfismy mohou vest k zaméné
aminokyseliny, a pak se mohou projevit proteinovym polymorfismem (Vojacek et Kettner,
2017). Stale cast¢ji se ukazuje, Ze i polymorfismy v nekddujicich oblastech ¢i polymorfismy,

které nevedou k zamén€ aminokyseliny, nemusi byt fenotypove neutralni — mohou podminovat
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urcité lehci, netypické formy nemoci (hranice mezi polymorfismem a mutaci je nékdy velmi
tenka) (Zhivotovsky et al., 2003; Omenpuenko et al., 2018).

Vysoky polymorfismus SSR je disledkem jejich zvySené mutacni rychlosti. Dle Li Jin
(1996) se frekvence mutace mikrosatelitii pohybuje od 1.2 * 10 do 1.5 * 102, Bylo navrzeno
nékolik mutacnich mechanizmi, které zvySuji variabilitu mikrosatelit, mezi které patii
replikacni sklouznuti, retrotranspozony a nerovnomeérny crossing-over (Richard a Paques,
2000). Ptevladajicim z téchto mechanizmt je sklouznuti DNA polymerazy, pfi kterém miize
dojit k posunu nukleotidu v ramci repetic a prodlouzeni nebo zkraceni replikovaného vldkna
pti replikaci. Sklouznuti je zplsobeno zastavenim DNA polymerazy v pribéhu syntézy
komplementarniho fetézce, jeji disociaci a rychlé reasociaci v odlisné pozici (Obr. 6). Pti
opétovném nasednuti polymerdzy nemusi byt vldkna vzdy plné komplementarni kvili
chybnému parovani nukleotidi, jelikoz ¢ast vldkna mize vytvofit ,,smycku‘ (Beranek, 2016),
coz vede k prodlouzeni ¢i zkraceni fetézce podle toho, jestli se jedna o templatové vldkno

(matefské) nebo nové synstetizované (dcefingé).

(a) zvySovani poctu repetic (b) snizovani poctu repetic
1. 2 3 4 1 2 3 4
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 }—iV /37—4;->
1 1 2
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— T —— < r— < — < — < — - —" —r— i — —— -<—— el — ~C—-— - — - — - —oSi—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3
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3 l 3
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3 frends in Genetics

Obr. 6 Replikacni sklouznuti.

Vysvétlivky: kazda Cislice reprezentuje jeden repetitivni motiv.
Upraveno dle Ellegren, 2004.
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Ke sklouznuti polymerazy mize také dochazet pii replikaci STR lokust in vitro béhem
PCR a vytvareji se tzv. ,,koktavé“ produkty (Obr. 7).

Skuteéna alela
Koktavé
produkty

g

1|

Obr. 7 Ukdzka koktavych produktii u genetického profilu.

Vnitini faktory ovliviujici frekvence mutaci mikrosateliti zahrnuji typ repetice a pocet
opakovani (Obr. 8) (Atul Grover et Sharma, 2011).

|P°E"-‘ opakovani |<7 Vniténi faktory | ——| Typ opakovani
! y

I Délka mikrosatelitu | Schopnost vytvafet
sekundarni
struktury

Faktory ovliviiujici

Vék, pohlavi, druh |$——
mutace mikrosatelitu

Transkripéni Lokalni genomické
statut | Pozice v genomu | > faktory

| SamUict Sekvencs ‘_:’ Frekvence mutaci

Obr. 8 Faktory oviiviiujici mutaci a frekvenci mutace mikrosatelitii.
Upraveno dle Atul Grover et Sharma, 2011.
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Nékteré motivy maji veétsi mutacni frekvenci kvili vlastni komplementarité, ktera
zpusobuje replikacni sklouznuti DNA polymerazy na téchto mistech. Stejné tak je
pravdépodobné, Zze delsi opakovani poskytne vice prostoru pro DNA-polymerazu, aby
podstoupila sklouznuti. Nicméné mikrosatelity, které spadaji do urcitych genomickych oblasti,
naptiklad v genu, vykazuji nizsi frekvenci mutace ve srovnani s mikrosatelity, které jsou od
téchto oblasti vzdaleny (Atul Grover et Sharma, 2011).

Polymorfismy jsou disledkem pfirozené variability DNA a jsou vyuzivané Vv
genetickém mapovani, diagnostice, individudlni identifikaci i1 pifi studiu fylogenetické

ptibuznosti mezi organismy (Zhivotovsky et al., 2003).

3.2.1.3 Vyuziti mikrosatelitii jako molekularne — genetickych markerii

STR lokusy byly identifikovany v fad¢ genomu rostlin a zivocichi a v soucasné dobé
jsou Siroce pouzivany v ruznych molekularnich analyzdch DNA jako genetické markery
(Butler, 2007).

SSR se staly zlatym standardem pro profilovani DNA, jelikoZz jsou polymorfni a snadno
detekovatelné pomoci polymerdzové ftetézové reakce (PCR) za pouziti fluorescenéné
znaenych primert a laserového detekéniho systému (Wictum et al., 2013).

U pst také bylo zaznamenano velké mnozstvi markerdt STR (Neff et al., 1999) a tyto
jsou Siroce vyuzivany v populacni genetice a pti analyze ptibuznosti jak pro ucely chovu, tak i
pro forenzni analyzu (Jouquand et al., 2000; Wictum et al., 2013).

Molekularni analyza DNA Zzivocichi se stale Castéji pouziva jako dikaz v systémech
trestniho soudnictvi po celém svété. U lidi analyza vyuZiva moZnosti pfenosu biologického
materidlu mezi pachatelem a obéti. U psit se DNA muiZe odebirat naptiklad ve formé chlupt,
slin, krve, mo¢i a vykali, kterd je pfitomna ve velkém mnozstvi v domacim prostiedi a je ¢asto

pouzivana béhem vysetfovani zlo¢inu (D'Andrea et al., 1998; Tarditi et al., 2011)

3.3 Metody

3.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR- Polymerase chain reaction) je metoda umoziujici
detekcei specifické sekvence DNA pomoci amplifikace in vitro. Princip PCR byl vyvinut v roce
1984 americkym biochemikem Karlem Banksem Mullisem v Kalifornii, ktery byl za tento

objev v roce 1993 ocenén Nobelovou cenou za chemii (Bartlett et Stirling, 2003).
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Princip PCR je zalozen na opakujicich se cyklech, kdy kazdy cyklus zahrnuje tfi kroky
(BAKAR et al., 2017; Bouchalova et Hajduch, 2016). V prvnim kroku dochazi k denaturaci
dvouvlaknovych molekul DNA za piisobeni vysoké teploty (90-97°C). Dale nasleduje faze,
ktera oznacuje jako annelace, ptfi které dochazi k rychlému poklesu teploty na 50-60°C a
nasednuti primert (hybridizace) na komplementarni tseky DNA. Tietim krokem je syntéza
komplementarniho DNA vlakna pomoci Taq polymerazy pii teploté cca 72 °C (Obr. 9) (Joshi
et Deshpande, 2010).

AT IR ™™ nativni
DNA
LT LG LTS
1 krok -
denaturace N L LU IO ECL I 14 1
dalins g gl AL ANAN N NN

2 _krok - nasednuti

primerd (50-60°C) MW M
|
ook orcs FIEITIEEIY™ NSNS

komplementarniho
feté 72°C ]
e P | LT RIThTTTT LT

Obr. 9 Schéma reakce PCR.
Upraveno dle Ceru (2012).

Pro spravny prubéh PCR musi reakce obsahovat templatovou DNA, F a R primery, PCR
pufr, Tag polymerazu, MgClz a smés vSech 4 deoxynukleotidtrifosfati (Lorenz, 2012).

Pocet cyklu v PCR reakci se obvykle pohybuje od 15 do 35 cyklta (Kutiko, 2011). Po
kazdém cyklu PCR dojde k zdvojnasobeni poctu kopii tseku, ktery je vymezen ptislusnymi
primery, a proto mnozstvi cilové sekvence DNA roste exponencialné (Gaurav Solanki, 2014).
V idealnim pfipadé se po 35 cyklech PCR vytvoii cca 34 000 000 000 kopii pozadované
sekvence vychoziho templatu (Obr.10).
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Obr. 10 Schéma namnozeni useku DNA v PCR reakci (2012).

PCR probiha v pfistroji zvaném termocykler (Obr.11), ktery zajiStuje zvySeni nebo
snizeni teploty o n¢kolik desitek stupiii Celsia béhem nékolika vtefin (Penka et Slavickova,
2011).

Obr. 11 Termocycler C1000 (Bio-Rad).

16



3.3.1.1 Taq polymeraza

Amplifikace DNA v PCR reakci probihda pomoci termostabilni DNA polymerazy
(Henry A. Erlich et al., 1991). Nejcastéji se pouziva Taq polymeraza, ktera byla izolovana z
bakterie Thermus aquaticus zijici v horkych pramenech pii teploté 110°C (Randall K. Saiki et
al., 1988). Tag polymeraza syntezuje komplementarni vlakno podle templatové ssDNA ve
sméru od 5' konce k 3' konci (Gibbs, 1990). Vlastni syntéza nového vldkna probiha ve 3. fazi -
elongaci pii teploté 72°C. Po dokonceni syntézy se znovu opakuje prvni krok PCR (denaturace

pti teploté 95°C), ale Taq polymeraza zlstava aktivni.

3.3.1.2 Multiplex PCR

Pti multiplexové PCR je v reakéni smési pfitomno vice parii primerd, coz dovoluje
amplifikovat rizné oblasti templatové DNA (Obr. 12). Multiplex PCR umoznuje identifikovat
jednotlivé typy amplikoni pomoci fluorescenéni znacky kovalentné¢ navazané na primery

(Butler, c2010).

Amplifikace 3 lokusu templatové DNA najednou

— —> —»
-« -— -«
Lokus A Lokus B Lokus C

Obr. 12 Schématické zndazornéni amplifikace nékolika lokusii templdtové DNA pomoci riiznych

primerit v multiplexové PCR.

Upraveno dle Butler (2010).

3.3.2 Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, ktera se vyuziva k separaci molekul v elektrickém poli na

zéklade¢ jejich ndboje nebo velikosti (CtpyukoBa et Kanbsicosa, 2012.).
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3.3.2.1 Agarozova elektroforéza

V ptipadé separace DNA se nejéastéji pouziva gelova elektroforéza (Obr. 13).
Standardni gel obsahuje 1- 1,5 % agar6zy. Gely tvofi pomérn¢ hustou trojrozmérnou sit
(Ky3ueroBa et Pomanora, 2012), kterou kratsi fragmenty a tedy mensi molekuly prochazeji
rychleji nez vétsi fragmenty a molekuly (FOpren Béxkep, 2017). Cim je obsah agarézy vyssi,
tim je lepsi separacni schopnost gelu, ale zaroven je pribéh elektroforézy pomalejsi a technika
smérem ke kladné elektrodé (anod€) diky svému elektrickému nadboji, ktery jim davaji fosfatové
skupiny (Dovichi et Zhang, 2000). Pro detekci DNA se vyuziva barveni napiiklad ethidium

bromidem (Konapatenko et al., 2015).

Obr. 13 Aparatura na agarosovou elektroforézu.

Horizontalni separacni cela Sub Cell (Bio- Rad).

3.3.2.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (Obr. 14) je moderni analytickd metoda, ktera vyuziva princip

migrace nabitych ¢astic v elektrickém poli (Kemp, 2015).
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Obr. 14 Geneticky analyzér ABI PRISM 310 (Life Technologies).

Systém kapilarni elektroforézy zahrnuje laser, sklenénou kapildru, fluorescenéni
detektor, automaticky podava¢ zkumavek (Butler, 2012) a zafizeni, které vyhodnocuje data

(Rak et al., 2008), jak je znazornéno na obrazku 15.

Vyhodnoceni dat

5-20kV

Obr. 15 Schematicky popis kapildarni elektroforézy.
Upraveno dle Heiger, 2010.
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Separace probiha v kapilafe naplnéné roztokem elektrolytu (nejcastéji pufrem), kterym
prochazeji fragmenty molekul DNA (Bartinkova et Paulik, 2005). Kapilary jsou vyrobené ze
skla o priméru 25-75 um. Celkova délka je taky rtizna, obvykle 25 az 75 cm (Obr. 15). Pied
kazdym vzorkem je nasan novy pufr (Heiger D., 2010).

300-400 pm

Obr. 16 Parametry kapilary (Heiger, 2010).

Pro ureni délky amplifikovanych fragmentt se obvykle pouziva fluorescenéni metoda

(Pelt-Verkuil et al., c2008).

3.3 STR genotypovani

Pro stanoveni genotypu daného jedince se nejéastéji pouzivaji STR markery. Analyzu
1ze provést riznymi zplsoby, pricemz nejbéznéjsim postupem je amplifikace vybranych lokust
pomoci singleplex ¢i multiplex PCR a nasledna separace v kapilarni elektroforéze (Obr. 17)

(Rak et al., 2008; Butler, 2004).
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Obr. 17 STR genotypovani.

A) Amplifikace useku DNA s STR oblasti pomoci fluorescen¢né znacenych primerti.
B) Alelicky Zebiik pro STR marker D3S1358 a dva rizné geterozygotni genotypy.

3.4 Problematika chybovosti pFi genotypovani

Pfi genotypovani muze dochdzet kK riznym chybam (Obr. 18), mezi které patii
sklouznuti polymerdzy, netemplatové pifidani nukleotidu, vyskyt nulové alely a koktavych
produktt (Lepais et al., 2011). Dalsim faktorem zkreslujicim vysledek genotypovani mize byt
napiiklad i kontaminace vzorku (Obr. 19) a fada dalSich jevi.

Mezi nejdulezitéjsi jevy ovliviujici kvalitu genotypovani je vyskyt tzv. nulové alely,
coz je jev, kdy nedochazi k amplifikaci jedné nebo obou alel ptislusného lokusu béhem PCR
(Obr. 20 d). Divody mohou byt riizné a jako Casta pfi¢ina je uvadéna zaména nukleotidu ¢i
indel v misté nasedani primeru (PRIMMER et al., 1995). N¢ktefi autofi jesté rozliSuji tzv.
technickou nulovou alelu ¢i alelicky drop-out, kdy amplifikaci ovliviiuji podminky PCR napf.
ptitomnost inhibi¢nich latek v reakci ¢i kvalita templatové DNA (Chatain et al., 1998; Gagneux
et al., 1997). Dalsi pti¢inou muze byt i rozdilna uc¢innost PCR reakce kvili rizné délce alel u
heterozygotniho jedince. Kvili tomu, Ze se kratké alely syntetizuji rychleji nez dlouhé, se podafi
detekovat jenom kratsi alelu (Wattier et al., 1998). Pti vyhodnoceni bude mit v takovém piipade

heterozygotni jedinec homozygotni profil (Dakin et Avise, 2004).
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(a) (c)

(b) (d)

Obr. 18 Zdaznamy SSR profilii z kapilarni elektroforézy.

Spravny profil (a), Spatny pomér vysky jednotlivych piki u heterozygota (PHR — peak height ratio), ktery vede
k tzv. alelickému drop-outu (b), nadmémé koktani (c) a ,,dvojité“ piky (d). Skute¢né alely jsou oznaeny
hvézdickami (Lepais et al., 2011).

Komplikace pfi genotypovani vsak mohou zpisobovat i dalsi jevy jakymi je vyskyt
koktavych produktli a pridavani netemplatového A. Koktavé produkty vznikaji sklouznutim
DNA polymerazy v prubc¢hu PCR a vznikaji tak amplikony krat$i o jednu ¢i n€kolik repetic.
Casto pak byva problém urdit, jestli je p¥islusny signal skute¢nou alelou nebo pouze koktavym
produktem. Identifikaci alel ztéZzuje i1 tzv. +A ¢i netemplatové A, coz je vlastnost fady
polymeraz, které pifi syntéze nového vlakna Casto ptidavaji jeden nukleotid navic oproti
templatové sekvenci a typicky se jedna prave o adenin. Diky tomu pii PCR vznika ¢ast produktt
bez netemplatového A a ¢ast produktli s netemplatovym A, coz se projevuje jako “dvojpik” na
elektroforeogramu. Tento problém lze vyfeSit né€kolika zpisoby, jakym je pouzivani
specidlnich polymeraz, které tuto vlastnost nemaji a nebo se prodluzuje doba trvani finélni

elongace, aby mé¢la polymeraza ¢as syntetizovat netemplatové A u vSech produkti.
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4 Material a metody

4.1 Zivo&isny material a izolace DNA

Pro analyzu byly ziskany vzorky 170 pst plemene ¢eskoslovensky vi¢ak (Canis lupus
familiaris) a 39 vzorkt vlka euroasijského (Canis lupus lupus).

U plemene ceskoslovensky vi¢ak byly ziskany vzorky DNA pochazejici z bukalnich
stéri. Pro tucely kvantifikace chybovosti bylo ndhodné vybrano 23 jedinci plemene
Ceskoslovensky vi¢dk (¢sv), u kterych byl ziskdn kvalitni profil. U téchto vzorkli byla
provedena nezavisla izolace DNA a opakovana genetickd analyza stejnym zptisobem jako u
puvodnich vzorkt, které nyni slouzily jako referencni genotypy. Kazdy z 23 vzorkl byl
testovan ve 4 nezavislych opakovanich.

Vzorky vl¢i DNA pochazely z exkrementi a u vSech 41 vzorkl byla opétovné
provedena jeji izolace. Jako referencni vzorky slouzily vzorky z ptivodni izolace uskute¢néné
v roce 2015. Tyto nové izolaty byly stejné jako v ptipadé vzorkil Csv testovany ve 4

opakovanich.

4.2 1zolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci komeréné dodavaného kitu dle manualu vyrobce.
Pro izolaci DNA z bukalnich stérti byl pouzit kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel) a pro
izolaci z exkrementii byl pouzit DNA QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen).

Stru¢ny protokol pro izolaci genomové DNA z exkrementl je uveden v nasledujicich
bodech:
1. Bylo zvazeno 180 — 220 mg exkrementtl.
2. Bylo ptidano 1,6 ul roztoku Buffer ASL a dikladné promichano pomoci vibraéni tiepacky
po dobu 1 minuty, dokud nebyla smés homogenni.
3. Vzorek byl centrifugovan po dobu 1 minuty pfi maximalni rychlosti.
4. Byl odebran supernatant cca 1,4 ml a pridana 1 tabletu InhibitEx.
5. Vzorek byl promichan pomoci vibra¢ni tiepacky po dobu 1 minuty, inkubovan pii pokojové
teploté (15 - 25 °C) a centrifugovan po dobu 3 min.
6. Supernatant byl pfenesen na kolonku a centrifugovan po dobu 3 min.
7. Do nové zkumavky byl ptidan 25 pl protein kinazy A a 600 pl supernatantu. Zkumavka byla

promichéna pomoci vibraéni tfepacky po dobu 15 sekund.
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8. Vzorek byl Inkubovan pti teploté 70 °C po dobu 10 minut.
9. Bylo ptidano 600 pul 96 — 100 % etanolu a promichano pomoci pipety nebo pomoci vibracni
trepacky.
10. Pripraveny lyzat (600 ul) byl pfenesen na kolonku, ktera byla vlozena do sbérné zkumavky.
Kolonka byla centrifugovana po dobu 1 minuty. Sbérna zkumavka se supernatantem byla
odstranéna. Kolonka byla umisténa do nové 2 ml sbérné zkumavky (v kitu).
11. Byl piidan 500 pl Buffer AW1. Zkumavka s kolonkou byla centrifugovana po dobu 1
minuty. Sbérna kumavka se supernatantem byla odstran¢na. Kolonka byla umisténa do nové 2
ml sbérné zkumavky (v kitu).
12. Ptidat 500 pl Buffer AW2. Centrifugovat po dobu 3 minutiy. Sbérna zkumavka se
supernatantem byla odstranéna. Kolonka byla umisténa do nové 2 ml sbérné zkumavky (v kitu).
13. Byl ptidan 100 Buffer AE, inkubovan pii pokojové teploté po bodu 1 min a nasledné
centrifugovan po dobul min. Sbérna kumavka se supernatantem byla odstranéna.

Struény protokol pro izolaci genomové DNA z bukélnich stérd je uveden v nasledujicich
bodech:
1. Do zkumavky s karta¢kem pro odbér DNA bylo ptidano 180 ul T1 a 25 pul roztoku Proteinazy
K a promichano. Smés byla dikladné¢ promichana pomoci pipety nebo pomoci vibracni
tiepacky pro ziskani uniformni suspenze.
2. Vzorek byl inkubovan pfi teploté 56 °C po dobu 3 hodin. Béhem inkubace byl trikrat
promichan pomoci vibra¢ni tfepacky.
3. Bylo ptidano 200 pl B3, promichano pomoci vibraéni tfepacky a inkubovano pii 70°C po
dobu 10 minut.
4. Bylo ptidano 210 pl 100% ethanolu a roztok byl lehce promichan.
5. Bylo pteneseno 600 pl pfipravého lyzatu na kolonku, ktera byla vloZzena do sbérné
zkumavky. Kolonka byla centrifugovana po dobu 1 minuty pii 11 000 x g. Sbérna zkumavka
se supernatantem byla odstranéna. Kolonka byla umisténa do nové 2 ml sbérné zkumavky (v
Kitu).
6. Byl pridan 500 pl Wash Buffer I (s pfidanym etanolem). Zkumavka byla centrifugovana po
dobu 1 minuty pfi 11000 x g. Sbérna zkumavka se supernatantem byla odstranéna. Kolonka
byla umisténa do nové 2 ml sbérné zkumavky (v kitu).
7. Bylo pfidano 600 pl B5 na kolonku. Zkumavka byla centrifugovana po dobu 1 minuty pfi
11000 x g. Sbérna zkumavka se supernatantem byla odstranéna. Kolonka byla umisténa do
nové 2 ml sbérné zkumavky (v kitu).

8. Bylo pfidano 100 ul BE na kolonku. Centrifugovat po dobu 1 minuty pti 11000 x g.
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9. Sbérna kumavka se supernatantem byla odstranéna.

Ziskana DNA byla nasledné testovana z hlediska kvality a kvantity pomoci UV
spektrometru S-111107 NanoPhotometer (Implen). Cistota izolované DNA byla zji§tovana na
zakladé poméru absorbaci A260/A280 (Tab. 1 a 2 ) a vysokomolekularita DNA byla ovéfena
pomoci elektroforetické separace v 1% agarézovém gelu. Vzorky byly barveny ethidium

bromidem a vizualizovany pomoci UV transiluminatoru (Obr. 21 a 22).

4.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Analyza chybovosti byla provedena na dvou panelech znatenych A a B u
mikrosatelitniho systému Mini-DogFiler (Kun et al., 2013), ktery byl specialné navrzeny pro
analyzu vzorkt s degradovanou DNA. Detailni informace ohledné vybranych lokusti, sekvenci

primert, pouzitych fluoroforech a orientacni velikosti uvadi obrazek 23.

Lokus Panel Fluorescencni barva  MiniSTR sekvence primeru (5 -37) Velikostni rozmezi

K9 SRY A F NED GAACGCATTCITGGTGTGGT 80
R TGATCTCTGAGTTTTGCATTTGG

VGL1063 A F PET AGCCACAGAGCCTGAGAGTG 86-138
R GTTTCTT CAATCACCACCTTCCCTCCT

VGL2136 A F VIC TTAAAGGTAACAAGGATGTACTGATGG 77-121
R GCATGGAGAAAAAGCAGGTG

VGL1541 A F NED CCTGATGGAAGAGCTTACTGAGTTT 147-203
R GTTTCTT TGAAGGTCTAGAGAGCAACTCCTG

VGL1165 A F GFAM ATCTTCCTCTGGCACCACCT 120-202
R GTTTCTT TGAAGATACATAGAAAATAAGGCCAGA

VGL1828 A F VIC TCCCTTCATTTCCTTTCCTCTC 135-199
R GTTTCIT GGAGCCTGCTTCTCCTTCTC

VGL2409 A F NED GTGCTTCAACCTCTGTTTCIGAAT 100-148
R GTTTCTT GATAGACCTCCATAACTGACCATAGG

VGL3008 B F GFAM AGAACACGGTTATTTGCTAGGC 112-180
R GTTTCTT CCAACAGCAGCAGAGGAAGT

VGL3438 B F viC TGCTACACTATATGTTGGCAAATTGA 100-152
R GTTTCIT GGACTGCCCTCACAAGCAT

VGL2009 B F PET GCTCTTAAATTTTCTGGGTTTGG 105-145
R GTTTCIT GAATTTTCGGTGTTGTATATCCAGT

VGL3112 B F PET CCAATAGAGCATTAAGTAGAGCTGAAA 160-192
R GTTTCTT TTCAGAATTAATCTCCTCACTTTTAATAATATC

VGL1606 B F NED TCTGATTCTAAAGGGTAGTAAAAAGGA 112-176
R GTTTCIT TAAGCTAAAAAGATACTATTTGCATTGG

Obr. 23 Zakladni informace o primerech pro Mini-DogFiler.

Prvni faze optimalizace byla provadéna na 4 testovacich genotypech s dostate¢nym
mnozstvim DNA, ktera byla izolovana z bukalnich stérl, a poté nasledovalo testovani na
dalSich 4 vzorcich, jejichz DNA byla ziskana izolaci z exkrementl. Nejdiilezitej$i soucasti
optimalizacniho procesu bylo stanoveni nejvhodnéjSich koncentraci pro jednotlivé primery

s ohledem na uc¢innost amplifikace, velikost amplikont a pouzitou fluorescencni barvicku. Dle
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ptislusného primeru byly testovany koncentrace v rozmezi od 0,07 uM do 0,6 uM. Pro DNA
izolovanou z exkrementl bylo dale testovano mnozstvi DNA v reakci (2 nebo 4 ul), pocet PCR
cykli (35 nebo 40) a celkovy objem reakcni smési (10 nebo 20 ul).

Pro srovnavaci ucely paralelné bézicich analyz, zajisténi konzistence mezi jednotlivymi
behy a celkové zvySeni kvality prace byl spolu s testovacimi genotypy poustén i tzv. alelicky
7ebiik vytvofeny v laboratoii KGS (Obr. 24 a 25). Tento Zebiik byl vytvofen smichanim
vhodnych genotypt, které dohromady reprezentuji vétSinu detekovanych alel pro testované
lokusy. Dale byly rovnéz pouzivany negativni kontroly, které slouzily k ovéfeni zda nedoslo ke

kontaminaci vzorka béhem PCR.
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Obr. 24 Ukdzka vytvoreného alelického Zebriku pro panel A mikrosatelitniho systému Mini
Dog-Filer.
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Obr. 25 Ukdzka vytvoreného alelického zebriku pro panel B mikrosatelitniho systému Mini

Dog-Filer.

4.3.1 Testovani DNA izolované z bukalnich stéru

Veskeré amplifikace byly provadény v podobé tzv. multiplex PCR a finalni sloZeni

reakéni smési o objemu 10 pl bylo nasledujici: 1x Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen), 1 pl

primerové smesi obsahujici 7 (panel A) nebo 5 (panel B) parti primert, 10 ng DNA a 3 pl

ddH.0. Koncentrace jednotlivych primera pro panel A a panel B uvadi tabulka 3.

Tab.3 Koncentrace primerii pro panel A a panel B.

Panel Lokus C [nM]
A K9 SRY 0,1
A VGL1063 0,4
A VGL2136 0,1
A VGL1541 0,2
A VGL1165 0,2
A VGL1828 0,1
A VGL2409 0,2
B VGL3008 0,07
B VGL3438 0,05
B VGL2009 0,2
B VGL3112 0,2
B VGL1606 0,2
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Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (Bio-Rad) nebo T Gradient Thermo
(Biometra) s teplotnim profilem uvedenym v tabulce 4. Po ukonceni amplifikace byly vzorky

v termocykleru ochlazeny na 12°C.

Tab. 4 Teplotni profil PCR reakce pro vzorky DNA izolované z bukdlnich sterii.

Doba trvani | Teplota °C | Pocet cykla
Pied-denaturace 900 s 95 1
Denaturace 30s 94 35
Annelace 90s 60 35
Elongace 60 s 72 35
Finalni elongace 4800 s 72 1

4.3.2 Testovani DNA izolované z exkrementu

Na zéklad¢ testovani fady variant multiplex PCR bylo finalni sloZeni reakéni smési o
objemu 10 pl nasledujici: 1x Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen), 1 pl primerové smési obsahujici
7 (panel A) nebo 5 para (panel B) primeru a 4 ul DNA. Koncentrace jednotlivych primert pro
panel A a panel B uvadi tabulka 5.

Tab.5 Koncentrace primerii pro panel A a panel B.

Panel Lokus C [nM]
A K9 SRY 0,1
A VGL1063 0,4
A VGL2136 0,2
A VGL1541 0,4
A VGL1165 0,4
A VGL1828 0,2
A VGL2409 0,4
B VGL3008 0,07
B VGL3438 0,1
B VVGL2009 0,4
B VGL3112 0,6
B VGL1606 0,4
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Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (Bio-Rad) nebo T Gradient Thermo
(Biometra) s teplotnim profilem uvedenym v tabulce 6.
Po ukonceni amplifikace byly vzorky v termocykleru ochlazeny na 12°C a hned

pouzity v ndvaznych analyzach nebo byly uloZzeny do mraziciho boxu pfi teploté -20°C.

Tab. 6 Teplotni profil PCR reakce pro vzorky DNA izolované z exkrementii

Doba trvani | Teplota °C | Pocet cykla
Pied-denaturace 900 s 95 1
Denaturace 30s 94 40
Annelace 90s 60 40
Elongace 60 s 72 40
Finalni elongace 4800 s 72 1
4.4 Elektroforéza

4.4.1 Agarozova elektroforéza

Tento zakladni typ elektroforézy byl pouzit pro ovéfeni vysledkli izolace DNA. Pro
testovani byla pouzita cela SubCell GT (Bio-Rad) naplnéna 1x TBE pufrem. Vlastni

elektroforetické separace probihala v 1% agarézovém gelu pii napéti 4 V cm™,

4.4.2 Kapilarni elektroforéza

Pted separaci v kapilarni elektroforéze byly PCR produkty nejprve nafedény v poméru
1:9-19 vodou. Dale byl 1 pl fedéného PCR produktu smichan s 12 pl Hi-Di formamidu a 0,2
ul hmotnostniho standardu GeneScan LIZ600 (Life Technologies). Vyslednd smés byla
denaturovana v termocykleru pii teploté 95°C po dobu 5 minut a prudce ochlazena na 4°C.

Fragmenta¢ni analyza byla provedena pomoci pfistroje ABI PRISM 310 (Life
Technologies) s47 cm dlouhou kapilarou, ktera byla vyplnéna polymerem POP4 (Life
Technologies). Doba nasttiku se pohybovala v rozmezi 5 az 7 s pti napéti 3 az 15kV v zavislosti

na testovaném panelu a vzorku. Vlastni separace probihala pfi teploté 60°C po dobu 20 minut.
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4.5 Statisticka analyza a zpracovani dat

Zpracovani hrubych dat z fragmentacni analyzy a identifikace jednotlivych alel dle
vytvotenych alelickych zebtiki bylo provedeno pomoci programu GeneMapper v4.1 (Life
Technologies).

Chybovost dat byla pocitana na zaklad¢ nejCastéji pouzivanych parametrd, jako je
chybovost na alelu, chybovost na lokus a pozorovanad chybovost na geneticky profil
(Pompanon, 2005) spole¢né s praméry téchto hodnot. Vychazi se z predpokladu kdy bylo u n
jedincti provedeno genotypovani po jednotlivych lokusech u t opakovéni. Pro diploidni
organismy bylo hodnoceno 2nt alel a nt lokust proti referenénim vzorkam.

Primérné chybovost na alelu (ea) se pocita jako podil alelickych rozdili (ma) viici poctu
replikovanych alel (2nt):

m,

e =
@ 2nt
Primérné chybovost na lokus () je vyjadiena jako podil poctu genotypil s minimalné
jednim alelickym rozdilem v pfislusném lokusu vici poctu replikovanych genotypi ptislusného
lokusu (nt):
m I
e, = —
L™ nt
Chybovost na geneticky profil (eos) je déana podilem poctu genetickych profila s

minimalné jednim alelickym rozdilem a poétem replikovanych profila (nt):

m
e, .= —>—

obs nt
Pro stanoveni zakladnich populaénich deskriptorti jakymi je pocet alel (k), polymorfni
informacni obsah (PIC), heterozygotnost pozorovana (Hobs) a oekavana (Hexp) byl pouzit
software Cervus v3.0.3 (Kalinowski et al., 2007). Odhad stfedni chyby priméru
heterozygotnosti o¢ekdvané byl proveden s pomoci programu Pedant (Johnson a Hayden,
2007). Testovani piipadnych odchylek od Hardy-Weinbergerovské rovnovahy a odhad
frekvence nulovych alel bylo provedeno v nékolika programech a sice Cervus v3.0.3

(Kalinowski et al., 2007) a MicroChecker v2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004).
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Dale byla zjiStovana rozliSovaci schopnost testovaného mikrosatelitniho systému t;.
schopnost jednozna¢né identifikovat kazdého jedince a schopnost odlisit od sebe psa a vlka na
molekularni urovni. Prvni metodou bylo parové porovnani jedinct, které bylo provedeno
rovnéz v programu Cervus 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007), kdy byl postupné stanoven pocet
stejnych genotypt pfi shodé ve vSech lokusech, pfi rozdilu v jednom lokusu, dvou lokusech
atd. Jako doplnujici metoda byla pouzita hierarchicka shlukova analyza (CLU), ktera byla
udélana v programu STATISTICA 13.3. (TIBCO Software Inc., 2017). Pro vypocet
genetickych vzdalenosti mezi jedinci byla vytvoiena Da matice (Nei et al., 1983) v programu
Populations v1.2.3.0 (Langella, 1999), ktera slouzila jako vstupni soubor pro CLU analyzu.

Vlastni shlukovani bylo provedeno metodou nevazené¢ho pruméru skupin dvojic (UPGMA).
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5 Vysledky

5.1 Ovéreni Cistoty a stanoveni mnozstvi DNA

Souhrnné vysledky stanoveného mnozstvi izolované DNA spolu s hodnotami pomérii
absorbanci Aze0/Aze0 uvadi tabulky 4a a 4b. Zaroven byla rovnéz ovéfena vysokomolekularita
DNA pomoci agaroézové elektroforézy (Obr. 20 a Obr. 21). Jak je z obrazkl patrné, DNA
izolovana z bukalnich stérti vytvaii ocekavany profil odpovidajici slabé fragmentované a tedy
kvalitni DNA. Naopak u fady vzorkid DNA izolované z exkrementl byl ziskan profil svéd¢ici

0 jejim malém mnozZstvi a silné degradaci.

Tab. 1 Koncentrace a c¢istota DNA izolované z exkrementii

Nazev c Nazev C Nazev C
A260/280 A260/280 A260/280
vzorku | [ng/ul] vzorku | ng/ul vzorku | [ng/pl]
V1a 430 1,937 V14c | 3033 | 2,061 V28 448 1,954
V2a 402 1,917 V15c 384 1,874 V29 727 1,988

V3a 568 1,934 | Viec | 1226 | 1,948 V30 250 1,845

V4 15 1,579 | Vvi7c | 925 | 1,823 V3l 2134 1,914
V5 10 1,538 V18 | 5396 | 1,544 V3la 862 1,977
V6 215 | 2,048 Al9 6 3 V31lb 2908 2,045

V7 334 2,055 A20 17 1,789 V3lc 2958 2,023
V8 30,5 1,848 A21 40 2,286 V32 134 1,829
V9 42 1,909 A22 207 | 2,107 V32a 646 1,827
V10 74,5 1,935 A23 164 | 2,137 V32b 1087 1,962
V11 15,5 1,632 V24 | 63,5 2,016 V33 47 1,958
V12 29,5 1,735 V24 | 63,5 | 2,016 V34 172 1,859
V13c = 1057 | 1,840 V25 274 | 1,919 V35 102 1,933

Poznamka: ¢ — koncentrace.
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Tab. 2 Koncentrace a cistota DNA izolované z bukalnich sréri

Nazev C Nazev C Nazev C

A260/280 A260/280 A260/280
vzorku | ng/nl vzorku | [ng/pl] vzorku | [ng/nl]
CSVv34 15,8 1,8 CSVv620 | 10,5 2,1 CSV906 7,8 2,2

CSV1311 | 12,0 16 | CSV629 | 10,8 2,1 CSV990 11,9 2,1
CSv83 8,4 20 | CSV634 | 123 15 CSVv1013 | 134 2,0
CSvs87 9,5 2,1 | CSV676 | 155 2,3 CSv1018 | 14,8 1,8
CSv89 | 18,3 22 | CSv874| 208 1,7 CSV1020 | 22,0 1,9

CSV110 | 20,5 1,9 | CSVv844 | 293 1,8 CSV906 7,8 2,2
CSV612 | 25,0 20 | CSV903 | 24,0 1,8 CSV990 11,9 2,1
CSve614 | 22,0 1,7 | CSv904 | 82 1,5
CSV616 | 55 20  CSV905 | 6,3 19

Vysvétlivky: CSV - ¢eskoslovensky vicak.
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Obr. 21 Ukdzka testovani vysokomolekularity DNA izolované z bukdlnich steru

Vzorky:1 — hmotnostni standard GeneRuler Mix, 2 — CSV620, 3 — CSV629, 4 — CSV634, 5 — CSV844, 6 —
CSV903, 7 — hmotnostni standard GeneRuler Mix, 8 — CSV905, 9 — CSV990, 10 - CSV1018, 11 — CSV1020
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Obr. 22 Ukdzka testovani vysokomolekularity DNA izolované z bukalnich stérii
Vzorky:1-V4,2-V5,3-V14c,4-V17¢,5-V28,6 -V29,7-V30,8-V7,9-V8,10-V9, 11 -V10

5.2 Vysledky optimalizace reakéni smési pro analyzu DNA izolované z

exkrementa

Vzhledem k odlisné kvalité¢ a vysoké fragmentaci “exkrementové” DNA oproti DNA
z bukalnich stért, bylo zapotebi upravit koncentraci jednotlivych primerd v reakéni smési,
jelikoz v tadé pifipadi vyrazné dominoval signdl z menSich fragmentd, coz vedlo k
nevyrovnanému profilu na kapilarni elektroforéze. Diky tomu pak dochézelo k tomu, ze malé
fragmenty byly tzv. “off-scale”, ¢ili CCD kamera nebyla schopna rozliSovat jednotlivé barevné
signaly, kdezto vétsi fragmenty bylo velmi obtizné detekovat.

Zaroven bylo zjisténo, Ze lepSich vysledkt amplifikace vi¢ich vzorka bylo dosazeno v
mensim objemu reakéni smési a tedy zvySenim koncentrace DNA spolu se zvySenim poctu
cykli PCR. Nicméné¢ spolu s navySenim poc¢tu PCR cykli z 35 na 40 dochéazelo v fadé piipadt
k vyskytu nezadoucich artefakti (Obr. 20c), které mohou zkreslovat vysledky genotypovani.
Na uvedeném obrazku 20c je ukazan stejny vzorek amplifikovany pii 35 cyklech (horni ¢ast
Obr. 20c¢) a pii 40 cyklech (dolni ¢ast Obr. 20c). Jak je patrné, tak pti mensim poctu cykli nebyl
detekovan zadny PCR produkt, kdezto pii 40 cyklech bylo detekovano nékolik signala z nichz
minimalné dva produkty (dolni ¢ast Obr. 20¢) vyskytujici se v oblasti ~120-130 bp by mohly
byt snadno zaménény za skuteéné alely. Diky moznosti srovnani s alelickym standardem je

patrné, Ze se produkty vyskytuji mimo binovaci pole a neni pfili§ pravdépodobné, ze by se u
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jednoho vzorku vyskytovaly hned dvé nové alely. Podobnych piipadi bylo zaznamenano vice

a bez zavedenych standarda by identifikace artefaktli tohoto typu byla obtizna ne-li nemozna.

5.3 Analyza chybovosti

V priabéhu genotypovaciho procesu byly zaznamenany prakticky vSechny jevy, které
mohou byt zdrojem chyb. At uz se jednd o DNA kontaminaci enviromentalniho vzorku (Obr.
19), alelicky drop-out (Obr. 20a), PCR artefakty (Obr. 20D, ¢) ¢i technickou nulovou alelu (Obr.
20d). Prestoze tyto jevy pievladaji u potencialné problematickych vzorkl s nizkou kvantitou a
kvalitou DNA, zejména vyskyt technické nulové alely byl pomérn¢ bézny i u vzorki s DNA
ziskané z bukélnich stéri.

V souhrnu bylo uspésné¢ amplifikovano pro oba panely vSech 23 vzorkl plemene
ceskoslovenskych vI¢dk ve 4 opakovanich tj. 92 replikati. Hodnoty chybovosti na alelu a
genoty p pro kazdy lokus panelu A i B jsou uvedeny v tabulce 7, pficemz primérna chybovost
na alelu byla 0,09 % a primérna chybovost na genotyp byla 0,18 %. Z hlediska nejptisnéjsiho
kritéria, chybovosti na geneticky profil, byla chybovost 2,17 %. Dale byl zjistén vyskyt
technické nulové alely v lokusu VGL2136 u 9,8 % genotyptl, nicméné tento jev nevedl ke
zkresleni vysledkli z hlediska chybovosti, jelikoz nedochazelo k amplifikaci zadné alely

prislusného lokusu a tudiz zaméné heterozygoti za homozygoty.

Tab. 7 Hodnoty chybovosti na alelu a genotyp pro jednotlivé lokusy

Panel Lokus Chybovost na alelu | Chybovost na genotyp
A VGL1063 0 0
A VGL2136 0 0
A VGL1541 0 0
A VGL1165 0 0
A VGL1828 0 0
A VGL2409 0 0
B VGL3008 0,54 1,09
B VGL3438 0 0
B VGL2009 0 0
B VGL3112 0 0
B VGL1606 0 0

Pramér 0,09 0,18
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U vicich vzorkl se podafilo opakované tispé$né amplifikovat pouze 8 (panel A) a 7
(panel B) genotypti alespon ve dvou opakovanich ze 4. U téchto vzorkii byla zjisténa nulova
chybovost na alelu i genotyp. Rovnéz byl detekovan vyskyt nulovych alel v nékolika lokusech

a sice VGL2009 (6,25 % genotypt), VGL3112 (68,75 %) a VGL1606 (31,25 %).

L]

nnnnnnn

Obr19. Vysledek kontaminace environmentalniho vzorku DNA
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Obr. 20 Ukdzky jevii ovliviiujicich kvalitu genotypovaciho procesu

Alelicky drop-out (a), PCR artefakty zptisobené zvySenim poctu cykla - 35 (horn

rowr

1cas

t) vs 40 cykla (doln

Y

1cas

t) u stejného vzorku a stejné izolace (b), PCR artefakty u dvou

nezavislych izolaci stejného vzorku pii 40 cyklech PCR (c), technickd nulova alela u tfetiho opakovani ze 4 u stejného vzorku



5.4 Populacni analyza

Zakladni populacni parametry byly odhadnuty pro tfi datové soubory a sice pouze pro
plemeno ceskoslovensy vicak, pouze pro vlky a pro vlky a ¢sv dohromady (Tab. 8, 9, 10). O
skute¢né populaci se d& samoziejm¢ mluvit pouze v ptipadé ¢sv vzhledem k poc¢tu vzorkl u
vlka, ale dalsi tabulky umoznuji rychlé porovnani napft. z hlediska poctu alel aj. Celkem bylo
detekovano 73 riiznych alel v 11 lokusech s primérem 6,64 alel na lokus, pro samotné ¢sv bylo
detekovano 67 riznych alel v 11 lokusech s primérem 6,09 alel na lokus a u vlki bylo nalezeno
31 alel v 11 lokusech s primérem 2,81 alel na lokus. Detailnéjsi informace ohledné frekvenci
jednotlivych alel vSech studovanych lokusti jsou uvedeny v Tab. 11 a 12. Heterozygotnost

pozorovand se pohybovala v rozmezi od 0,362 do 0,767 u vSech vzorki, pouze u ¢sv byla v

rozmezi od 0,367 do 0,769 a pouze u vlki od 0,2 do 0,8.

Tab 8 Vysledky deskriptivni statistické analyzy pro populace Ceskoslovenskych vicdkii

Panel Lokus K Hobs Hexp HW Frun
A VGL1063 5 0,612 0,600 NS -0,0153
A VGL2136 8 0,556 0,603 NS +0,0405
A VGL1541 5) 0,714 0,672 NS -0,0314
A VGL1165 10 0,752 0,783 NS +0,0194
A VGL1828 2 0,422 0,463 NS +0,0446
A VGL2409 4 0,605 0,683 * +0,0566
B VGL3008 7 0,714 0,760 NS +0,0304
B VGL3438 6 0,490 0,547 NS +0,0566
B VGL2009 4 0,678 0,708 NS +0,0168
B VGL3112 8 0,769 0,829 NS +0,0354
B VGL1606 8 0,367 0,360 NS -0,0089

Pramér 6,09 0,6080 | 0,6373

Poznamky: k — pocet alel, Hobs — pozorovana heterozygotnost, Hexp — o¢ekavana heterozygotnost, PIC —
polymorfni informaéni obsah, HW — Hardy- Weinbergova hodnota, NS - neni statisticky vyznamny rozdil, * -
statisticky signifikantni rozdil od HW rovnovahy pro p<0,05.



Tab. 9 Vysledky deskriptivni statistické analyzy pro viky

Panel Lokus K Hobs Hexp
A VGL1063 2 0,200 0,200
A VGL2136 3 0,800 0,600
A VGL1541 2 0,200 0,200
A VGL1165 3 0,800 0,600
A VGL1828 3 0,200 0,622
A VGL2409 2 0,400 0,200
B VGL3008 2 0,800 0,356
B VGL3438 4 0,800 0,778
B VGL2009 4 0,400 0,711
B VGL3112 3 0,667 0,733
B VGL1606 3 0,200 0,511

Primér 2,82 0,497 0,5010

Poznamky: K — pocet alel, Hobs — pozorovana heterozygotnost, Hexp — o¢ekavana heterozygotnost, PIC —
polymorfni informacni obsah.

Tab. 10 Vysledky deskriptivni statistické analyzy populace Ceskoslovenskych vicaki a viki

dohromady.

Panel Lokus k Hobs Hexp
A VGL1063 5 0,599 0,615
A VGL2136 9 0,565 0,622
A VGL1541 5 0,697 0,692
A VGL1165 11 0,753 0,794
A VGL1828 4 0,434 0,493
A VGL2409 4 0,592 0,676
B VGL3008 7 0,704 0,764
B VGL3438 7 0,500 0,558
B VGL2009 4 0,669 0,712
B VGL3112 8 0,767 0,830
B VGL1606 9 0,362 0,391

Primér 6,64 0,6038 0,6496

Poznamky: K — pocet alel, Hobs — pozorovana heterozygotnost, Hexp — o¢ekavana heterozygotnost, PIC —
polymorfni informacni obsah.

Testovani na H-W rovnovahu a odhad frekvence nulové alely bylo provedeno pouze pro

¢sv a s vyjimkou lokusu VLG2409 nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily oproti H-W
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rovnovaze. Pro dany lokus rovnéz vychéazela nejvyssi hodnota frekvence potencialni nulové
alely (0,0586). Potencialni vyskyt nulové alely a tudiz zdroje potencidlnich chyb jak pro
genotypovani, tak pro odhad frekvenci alel, byl nezavisle potvrzen i pomoci analyzy v
programu MicroChecker, ktery porovnava predpokladané odhady po¢tu homozygotu (Obr. 26)
a velikostnich rozdilti alel s pozorovanymi (Obr. 27). Vysledky pro ostatni lokusy jsou uvedeny
v Ptilohéach obr. 29 — obr. 33.

Homozygote Frequencies (Cl: 95%)
Fopulation: CSY0004_w01_ptd7 ndbsemBif value
Locus: A-GL2409 + hean expected value

36-
34-
32-
30-
28-
26-
24-

F

o BB

eap-

q

u1g-

L

114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126
Homozygote allele sizes

Obr. 26 Porovnani odhadii frekvenci homozogotii se skutecnymi pro lokus VGL2409
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Frequency of Differences (bp) (Cl: 95%)
Fopulation: CSY0004_w01_ptd7 ndbsemBif value
Locus: A-GL2409 + hean expected value
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Allele differences (bp)

Obr. 27 Porovnani odhadii frekvenci velikostnich rozdilit mezi alelami se skutecnymi pro

lokus VGL2409

Péarové porovnani jedincii ukazalo, ze v pfipad¢ absolutni shody ve vSech lokusem byly
nalezeny 2 pary jedincti, v prvnim pfipad€ se jednalo o shodu mezi dvéma ¢sv a ve druhém
mezi vlky. Hodnota ndhodné shody pro nepfibuzné jedince byla 4.0649*10° a pro sourozence
2.9353*10 u &sv a u vlkii byly tyto hodnoty 3.5023*10%° a 2.3003*107. Pi snizeni kritéri pro
shodu kdy byl postupné¢ povolen rozdil v jednom, ve dvou, ve tfech a Ctyfech lokusech tj. stacila
absolutni shoda pro 10, 9, 8 a 7 lokusii bylo nalezeno 3, 5, 8 a 40 shodnych pard jedincii.
Robustnost pouzit¢ho markerovaciho systému byla potvrzena i shlukovou analyzou, ktera

dokazala jednoznac¢né odlisit vSechny vlky od ¢sv (Obr. 28).
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Obr. 28 Vysledek shlukové analyzy. Na x-ose jsou uvedeny jednotlivé genotypy a na y-ose standardizované hodnoty genetické vzdalenosti




6 Diskuze

6.1 Optimalizace mikrosatelitnich markeri

V experimentalni ¢asti byl pouzit mikrosatelitni systém, ktery navrhl Kun et al. (2013).
Testovaci faze DNA izolovane z bukalnich stérti probéhla pomérné rychle a bez problémt, byl
vytvoren ocekavany profil dosazeny pozadované hodnoty, coz ukazalo na dostatecné mnozstvi
a vysokou kvalitu DNA. Co se ty¢e DNA izolované z exkrementd, u fady vzorki byl ziskan
profil svédc¢ici o jejim malém mnozstvi a silné degradaci. Na stejny problem ukézaly i
neskute¢né vysoké hodnoty méfeni koncentraci a Cistoty DNA pomoci UV spektrometru S-
111107 NanoPhotometer (Implen). Nejvétsi koncentrace se rovnala 5396 ng/ul, zatimco
zjjisténé hodnoty koncentrace DNA v podobném studiu (Lindquist et Wictum, 2016) se
pohybovaly v rozmezi 0,004 — 33,96 ng/ul. Vyssi ukazatele se také mizou objevovat kvuli
ptitomnosti inhibitort, které maji stejny absorbéni koeficient UV zéieni jako DNA. Agarozova
elektroforéza ukdzala, Ze DNA je siln¢ fragmentovéna. Z tohoto vyplyva, ze stanoveni
koncenctrace DNA pomoci UV spektrometrie neni dostate¢né spolehlivou metodou pro DNA
izolovanou z exkrementl. Proto by bylo vhodnéjsi pouziti kvantitativni polymerazové fetézové
reakce (Real-time PCR nebo gPCR) se specifickou Tag-man sondou (Kanthaswamy et al.,
2015), coz by ale vedlo k naristu finan¢nich a ¢asovych naklada.

Piestoze k izolaci byl pouZit specidlni kit pro degradovanou DNA, u nékterych vzorki
opakované nedoslo k amplifikaci u jednoho nebo vice lokust, coz byl divod tyto vzorky
vyfadit.

DalSim cilem byla eliminace problemu s ,,off-scale* piky v né¢kterych lokusech u velkého
poctu vzorkl. Bylo prevedeno testovani riznych koncentraci u jednotlivych primerti, kterym
bylo dosazeno vétsi vyrovnanosti fluorescencniho signalu. Piesto k izolaci byl pouzit specialni
kit pro degradovanou DNA, u nékterych vzorka opakované selhavala amplifikace u jednoho ¢i

vice lokust, a proto byly tyto vzorky vytazeny.

6.2 Hodnoceni chybovosti

U DNA izolované z bukalnich stérti byla zjisténa velmi nizka chybovost amplifikovanych
produktl. Piesto v lokusu VGL2136 byla detekovana technicka nulova alela, jejiZ pti¢ina neni
zfejma. Ale je jasné, Ze tento jev nezpusobila mutaci, protoze vyskyt nulové alely byl

zaznamenan jen v jednom opakovani ze Ctyf. V lokusu VGL1228 byly detekovany jenom 2



alely, coz vykazuje nizkou variabilitu. Dany fakt vyvolava pochybnost vhodnosti pouziti
mikrosatelitniho systému Mini — DogFiler pro lokus VGL1228 u plemene ceskoslovensky
vicak.

Vysledky analyzy DNA izolované z exkrementi vlkl jsou zatizeny velkou chybou,
protoze kone¢ny poc¢et vhodnych vzorki byl piili§ maly. Nejvétsi problem nastal u amlifikaci
lokust, které amplifikjui velké alely. Velmi nizkou variabilitu (2 alely) ukazaly lokusy
VGL1063, VGLI1541, VGL3008. Nejvétsi pocet alel (4 alely) byl detekovan v lokusech
VGL2009 a VGL3438.

Robustnost pouzitého markerovaciho systému byla potvrzena i shlukovou analyzou, ktera
dokazala odlisit 98, 68% jedincti a zaroven vSechny vlky od ceskoslovenskych vi¢aki. Pro CLU
analyzu byla pouzita Da vzdélenostni matice, kterd je nejvhodnéj$i pro urceni genetické
vzdalenosti na zakladé SSR markert (Odong et al., 2011).

U vlcich vzorkl se podatilo opakované tspésné amplifikovat pouze 8 (panel A) a 7
(panel B) genotypt alespoil ve dvou opakovanich ze ¢tyt. U téchto vzorkt byla zjisténa nulova
chybovost na alelu i genotyp. Rovnéz byl detekovan vyskyt nulovych alel v n¢kolika lokusech
a sice VGL2009 (6,25 % genotypi), VGL3112 (68,75 %) a VGL1606 (31,25 %), coz je
pravdépodobné zpisobeno silnou fragmentaci DNA, protoze se jednd o lokusy s nejvétsi
velikosti amplikoni.

Z vysledkli populacni analyzy studovanych vzorkl vyplynula existence 2 geneticky

vyrazné€ odlisnych skupin, které odpovidaji plemenu ceskoslovensky vicak a souboru viki.
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7 Z.avér

Zaveérem lze konstatovat, ze se podarilo UspéSné splnit vytycené cile prace, ackoliv

Vv pfipadé analyzy izolatl z exkrementti byla GspéSnost nizsi oproti ocekdvani. Diky tomu byl

ziskan maly soubor vi¢ich jedinci a vysledky statistického zpracovani u téchto dat maji mensi

vvvvvv

V nasledujicich bodech:

1)

2)

3)

4)

Byla uspésna izolovana DNA pochdzejici z rizného materidlu (bukalni stéry,
exkrementy) ul70 jedinct ceskoslovenského vicaka a 39 vilki. Zarovenn byla
ovéfena kvantita a kvalita izolované DNA, kdy se ukazalo, ze v ptipad¢ vzorkil
izolovanych z exkrement nemusi byt UV spektrometrie nejvhodnéjsi metodou pro
stanoveni mnozstvi DNA kvuli fadé¢ latek absorbujicich pfi stejné vinové délce jako
DNA nebo v dusledku vysoké fragmentace DNA.

Podatilo se optimalizovat novy mikrosatelitni syst¢ém Mini — DogFiler pro
problematické vzorky, kdy bylo pfedev§im nutné upravit koncentrace primert,
jelikoz dochézelo k velkym rozdilim z hlediska intenzity signala jednotlivych alel
a fada alel tak byla tzv. ,,off-scale®. Vyrovnany geneticky profil je, proto z hlediska
signalu jednim z pfedpokladl pro kvalitni a spravné vyhodnoceni dat.

Analyza chybovosti ukazala velmi nizkou chybovost u DNA izolované z bukalnich
stérl, ktera se pohybovala v hodnotach 0,09 (chybovost na alelu), 0,18 (chybovost
oproti publikovanym vysledki srovnavanych analyz. Na druhou stranu byl
detekovan Casty vyskyt tzv. technické nulové alely pro lokus VGL2136, jejiz pticinu
se nepodafilo odhalit. Analyza DNA z exkrementli poukazala na naro¢nost ziskani
davéryhodnych vysledkt,, jelikoz u vzorkli s malym mnozstvim vysoce
fragmentované DNA se poji fada nezaddoucich jevi jako je alelicky dropout, nulové
alely ¢i PCR artefakty. Vysledky potvrdily nutnost vicenasobné izolace DNA
Z jednoho vzorku a velky pocet opakovani k ziskani konsensus genotypu.
Popula¢ni analyza dat potvrdila vysokou rozliSovaci schopnost pouZit¢ho
mikrosatelitniho systému, jelikoz 11 markeri dokazalo spolehlivé odlisit vSechny
jedince s plnym profilem s vyjimkou jedné dvojice ¢sv a jedné dvoji vlki. Podle
rodokmenti se u ¢sv jedna o nepiibuzné jedincé, a jelikoz pravdépodobnost nahodné

shody byla velmi nizka, tak se predpoklada lidska chyba v znaceni vzorka. U vlka
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jde pravdépodobné o toho samého jedince analyzovaného z riznych odebranych
exkrementll. Robustnost SSR systému navic potvrdila schopnost jednozna¢né odlisit

viky a psy.
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9 Seznam pouzitych zkratek

bp = base pare (par bazi)

C = koncentrace

CE = capillary electrophoresis (kapilarni elekroforéza)

CDD = charge coupled device

CLU = hierarchické shlukova analyza

CSV = Czechoslovakian Wolfdog (¢eskoslovensky vi¢ak)

Csv = Ceskoslovensky vicak

DNA = deoxyridonucleic adic (dioxyribonukleova kyselina)

dNTP = deoxinucleotide-5’-triphosphate (deoxinukleotid-5’-trifosfat)
Fnull = nolova alela

NK= negativni kontrola

mtDNA= mitochondrial DNA (mitochondridlni DNA)

PCR= Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
PK= pozitivni kontrola

SNP= Single Nucleoside Polymorphism (jednobodovy polymorfismus)
SSR= Single Sequence Repeat (sekvencné jednoduché repetice)

STR= Short Tandem Repeat (kratka tandemova repetice)
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10 Ptilohy
Tab. 11 Frekvence alel jednotlivych lokusi (panel A)

Csv Csv VLK VLK CSV- | CSV-VLK
VLK

Lokus Panel | Alela Frekvence | Alela | Frekvence Alela Frekvence
VGL1063 A 83 0,1259 83 0,9000 83 0,1513
95 0,0034 99 0,1000 95 0,0033
99 0,5034 99 0,4901
103 0,3639 103 0,3520
126 0,0034 126 0,0033
VGL2136 A 80 0,0106 84 0,6000 80 0,0102
92 0,3592 92 0,3000 84 0,0204
96 0,5141 100 0,1000 92 0,3571
100 0,0493 96 0,4966
104 0,0070 100 0,0510
108 0,0035 104 0,0068
123 0,035 108 0,0034
137 0,0528 123 0,0034
127 0,0510
VGL1541 A 150 0,4728 154 0,1000 150 0,4572
154 0,0714 158 0,9000 154 0,0724
158 0,0068 158 0,0362
162 0,2381 162 0,2303
166 0,2109 166 0,2039
VGL1165 A 120 0,0071 112 0,3000 112 0,0103
124 0,0745 132 0,6000 120 0,0068
132 0,0532 184 0,1000 124 0,0719
136 0,0035 132 0,0719
152 0,0461 136 0,0034
168 0,2624 152 0,0445
172 0,0106 168 0,2534
176 0,2624 172 0,0103
180 0,0142 176 0,2534
184 0,2660 180 0,0137
184 0,2603
VGL1828 A 156 0,6395 148 0,2000 148 0,0066
160 0,3605 160 0,2000 156 0,6184
164 0,6000 160 0,3553
164 0,0197
VGL2409 A 114 0,4286 114 0,9000 114 0,4441
118 0,3231 118 0,1000 118 0,3158
122 0,1259 122 0,1217
126 0,1224 126 0,1184
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Tab. 12 Frekvence alel jednotlivych lokusii (panel B)

Csv Csv VLK VLK CSV- CSV-VLK
VLK
Lokus Panel | Alela | Frekvence | Alela | Frekvence Alela Frekvence
VGL3008 B 109 0,350 109 0,2000 109 0,3454
125 0,1327 125 0,8000 125 0,1546
129 0,2653 129 0,2566
133 0,0102 133 0,0099
137 0,1599 137 0,1546
141 0,0034 141 0,0033
145 0,0782 145 0,0757
VGL3438 B 113 0,4830 105 0,3000 105 0,0099
117 0,0034 113 0,4000 113 0,4803
121 0,4694 121 0,2000 117 0,0033
125 0,0136 125 0,1000 121 0,4605
136 0,0238 125 0,0164
140 0,0068 136 0,0230
140 0,0066
VGL2009 B 117 0,2226 117 0,3000 117 0,2252
125 0,2329 125 0,5000 125 0,2417
129 0,4178 129 0,1000 129 0,4073
133 0,1267 133 0,1000 133 0,1258
VGL3112 B 161 0,1294 161 0,1667 161 0,1301
165 0,1049 165 0,3333 165 0,1096
169 0,2098 169 0,5000 169 0,2158
173 0,0105 173 0,0103
177 0,1399 177 0,1370
181 0,2273 181 0,2226
185 0,1748 185 0,1712
189 0,0035 189 0,0034
VGL1606 B 127 0,0034 119 0,2000
131 0,1020 131 0,7000
135 0,7925 135 0,1000
139 0,0374
140 0,0034
143 0,0102
146 0,0136
150 0,0374
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Obr. 29 Porovnani odhadii frekvenci homozogotii se skutecnymi pro lokusy VGL1828 a VGL1063
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Obr. 30 Porovnani odhadhii frekvenci homozogotii se skutecnymi pro lokusy VGL1165 a VGL2136
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Obr. 31 Porovnani odhadii frekvenci homozogotii se skutecnymi pro lokusy VGL1541 a VGL3438
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Obr. 32 Porovnani odhadii frekvenci homozogotii se skutecnymi pro lokusy VGL1606 a VGL3008
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Obr. 33 Porovnani odhadii frekvenci homozogotii se skutecnymi pro lokusy VGL2009 a VGL 3112
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