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Summary

Methods for storing and archiving zoological tissue collections, and identification
based on DNA barcoding. Along the advantage of molecular genetic methods within the
zoological research an increased need of methodical guide that summarizes all the essen-
tial information appeared including instructions about sampling of biological material from
different kind of organisms and following molecular analysis.

In the first part of this guide, proper collection of biological material for genetic analysis
from different group of organisms is introduced as well as the basic legal collection aspect.
Subsequently, information about the fixation of tissues for correct DNA preservation and
requested storage conditions of tissues for additional molecular steps in the laboratory are
provided.

Second part is mainly focusing in laboratory steps and molecular genetic analysis.
Readers will find all kind of information about molecular laboratory, including laboratory
workflow and instructions for genetic analysis. For each molecular step (DNA extraction,
polymerase chain reaction, gel electrophoresis, sequencing) several different protocols are
mentioned. Researchers can choose according to type of their samples as well as difficulty
and/or available budget. In addition to the basic protocols, this guide also provides a pro-
tocol for analysing historic samples, precisely speaking the protocol for amplicon sequenc-
ing using the next generation sequencing.

Authors believe that this unique publication will be a useful source of information not
only for colleagues from different Czech and Slovak museums, but also for wider public
(e.g. secondary school and university students).

Key words: collecting of animals; depositary conditions; museum material; DNA barcod-
ing; extraction of DNA; Polymerase chain reaction; sequencing



1. Uvod a cile

Molekularni biologie patii v poslednich letech mezi nejrychleji se rozvijejici biologicka
odvétvi. Proto neni piekvapenim, Ze v poslednich desetiletich proniklo studium DNA i do
muzejni praxe. Diky rozvoji molekuldrnich metod dokaZeme ziskat genetické sekvence
vzacného typového materialu, organismi z vyhynulych populaci, dokonce i vyhynulych
organismi. Diky sekvencim DNA dokazeme zjistit, do kterého druhu (linie nebo populace)
novy organismus patii (viz MARIC a kol. 2019), nebo priradit larvalni stadia hmyzu k odpo-
vidajicimu dospélému jedinci (viz FIKACEK a kol. 2018).

K vyuziti genetickych metod v muzejnictvi/zoologickém vyzkumu je vsak tfeba prizpi-
sobit i shér materialu v terénu. Metody odbéru, vybér vhodného fixacniho média a sprav-
né skladovani jsou klicovymi faktory pro dalsi molekularni analyzy. Proto se tato ¢ast me-
todiky jisté stane vitanym navodem pro vSechny, ktefi sice ani nemusi v molekularni labo-
ratofi sami pracovat, ale sbiraji vzorky pro molekularni analyzy (dale ,genetické vzorky“)
v terénu. Popsané techniky sbéru vychazeji z diive publikovanych ¢eskych i zahrani¢nich
navodd, jsou ale na zakladé vlastnich zkuSenosti autorid nebo lektori modifikovany tak, aby
byl nasbirany material vyuzitelny pro genetické vyzkumy.

Kromé navodi pro sbér materialu najdete v metodice i popis potiebného pristrojového
a materialového vybaveni a zaklady prace v molekularni laboratori. VSechny protokoly
(podbarvené zluté) jsou popsané co nejdetailnéji, s jednoduchym teoretickym tuvodem,
vyctem potrebného materidlu, doplnéné o obrazky a schémata. Kromé prace v laboratori
jsme popsali i zaklady softwarové analyzy sekvenci. Metodika se tak mlize stat pomtckou
nejen pro zacinajici vyzkumniky v oblasti genetiky a molekularni fylogeneze, ale uzitecné
informace si najdou i ti zkuSenéjsi. Ti mohou navic vyuzit navod pro praci s citlivymi mu-
zejnimi vzorky vcetné amplikonového protokolu s pouzitim sekvenovani nové generace
(NGS).

Metodika odrazi potfeby soucasného genetického vyzkumu. Klade si za cil 1) poskyt-
nout navod pro spravny odbér zoologickych vzorkd, jejich zpracovani (viz MARTINCOVA
& AGHOVA 2020) a spravné uloZeni ve sbirce (viz VONDRACEK a kol. 2018) a dale 2) pro
zpracovani vzorkd v molekularni laboratori, ptri kterém je kladen diraz nejen na stan-
dardni metody, ale také na praci s historickymi vzorky. Takto ucelené pojata monografie,
spojujici metody od sbéru materialu po jejich zpracovani témi nejmodernéjSimi postupy, je
publikovana viibec poprvé. Jistym omezenim pro uZivatele miiZze byt finan¢ni naro¢nost
vybudovani molekuldrni laboratofe a jeji provoz. Nicméné metodika je pouZitelnd pro
vSechny, ktefi material pro molekularni analyzy sbiraji, bez ohledu na to, zda jej budou
zpracovavat sami, nebo ho ke zpracovani poskytnou jiné instituci.

Vétime, Ze tato jedinecna publikace bude pfinosnym zdrojem informaci nejen pro kole-
gy z jinych Ceskych a slovenskych muzei, ale i pro Sirsi odbornou verejnost (napi. pro ama-
térské sbératele). Nasim pranim je, aby se metody sbéru genetickych vzorki a genetické
identifikace popsané v této metodice staly béznou praxi, protoZe geneticka identifikace
muzejnich exponatli vyznamné zvysSuje hodnotu sbirek, a genotypované/digitalizované
sbirky se stavaji dostupné védciim z celého svéta.



2. Sbér a uchovavani genetickych vzorku
2.1. Obecné zasady sbéru materialu

2.1.1. Fixovani vzorku

Zptsob fixace vzorkd zavisi na analyzach, které budou na vzorku provadény. K fixaci
a ulozeni sbirkovych jedinci se v soucCasné dobé pouziva bud mrazZeni primo v terénu
(pevny CO, tekuty dusik), nebo nejcastéji ethanol (alkohol), resp. jeho dva typy. Jednak je
to tzv. “Cisty ethanol”, tzn. prosty produkt kvaseni a destilace, bez dalSich primési (tedy
nedenaturovany), vétSinou v prirozené azeotropické koncentraci 96 %. Ten pouZivime
k ukladani genetického materialu. Jeho vyroba je sice nejlevnéjsi, ale vzhledem k nebezpeci
zneuzit{ ke konzumaci je zatiZzen vysokou dani, a je proto pro bézné muzejni uziti velmi
drahy. Pro sbirkovy material, ze kterého neplanujeme odebirat genetické vzorky, se proto
nejcastéji pouziva levnéjsi, tzv. “denaturovany ethanol”, coZ je ethanol pro konzumaci
znehodnoceny malou primési dalsi latky, vétSinou pachnouci, tj. benzinem; dfive se pouzi-
val i toluen, aceton anebo methanol. Denaturovany ethanol pro genetické vzorky pouzivat
nelze.

Fixace v Cistém ethanolu je vhodna zejména pro rizné analyzy sekvenci DNA. Pro kva-
litni fixaci DNA je dilezité pouzit Cisty ethanol o co nejvyssi koncentraci, tedy 96 %. Jeho
nevyhodou ale je, Ze rychlym odebiranim vody z tkané zptisobuje jeji tvrdnuti a kirehnuti.
V piipadé Zivocichli, zejména nékterych bezobratlych, u kterych se po fixaci predpoklada
manipulace s jejich tély (napt. kvili determinaci), je vhodné pro profixovani premistit Zivo-
Cicha docasné do Cistého ethanolu o nizsi koncentraci.

Jiné zplisoby analyz, naptiklad analyzy RNA (napt. vzorky urcené ke kvantifikaci miry
transkripce DNA v zdjmové tkani) vyzaduji vzorek umistit do specialnich roztoki. Nejrozsi-
fenéjSim komercné dostupnym roztokem pro konzervaci RNA v tkanich je tzv. RNAlater
(ThermoFisher scientific). RNAlateru podobny roztok se sklada ze siranu amonného, citro-
nanu sodného a kyseliny ethylendiamin-tetraoctové (EDTA) o pH = 5,2. RNAlater je tedy
v z&sadé silny solny roztok a je modern{ verzi konzervace pomoci kuchyniské soli (chlori-
dem sodnym) vyuZivanym v minulosti. RNAlater zachovava DNA i proteiny.

Drive hojné pouzivany formalin je pro uloZeni sbirek zcela nevhodny. I kdyZ je ve srov-
nani s alkoholem levny, nevyhody to nevyvazi - jednak denaturuje tkané takovou mérou, ze
je velmi obtiZné je pouZivat pro analyzu DNA (viz Kap. 5.3.5.), jednak v ném na rozdil od
vhodné koncentrovaného alkoholu tkané tvrdnou, a pozdéjsi preparace jedinci je tim zne-
snadnéna (nikoliv ovSem znemoznéna), a jednak je povazovan za prokazané rakovinotvor-
ny, a manipulace snim je proto nebezpecna. Jedinou situaci, kde je pouziti formalinu
opravnéné, je cilena fixace nervovych tkani, kterd v alkoholu neni mozn4, nebot' alkohol
rozpousti myelin, jimz je z hlediska objemu tvotena velka ¢ast nervovych tkani, zejména jeji
bilé hmoty. Pti sbéru ve statech, kde bézné uziti alkoholu ke konzervaci mtize byt proble-
matické, jelikoZ jeho drzeni neni povoleno, miiZe byt vhodnéjsi ulozit malou cast tkané do
alkoholu a cely zbytek téla pak konzervovat formalinem. Jedince je pak tfeba co nejdrive



prevést do 70% alkoholu a pokud mozno brzy (v fadu mésicli) preparovat. Takovéto situa-
ce vSak dnes uz byvaji méné bézné.

Pro detailnéjsi prehled metod fixace vzorkd odkazujeme zajemce na pirehledovou litera-
turu, naptiklad SRINIVASAN a kol. (2002).

2.1.2. Dokumentace

Kazdy uloveny jedinec nebo kazdy sbér (vice zZivocichl stejného druhu sebranych na stej-
ném miste, ve stejny Cas, stejnym sbératelem a idedlné i stejnou metodou) je nutné oznacit
lokalitnim Stitkem, ktery vloZime do nadobky s nalovenym materialem. Oznacujeme jim
v nejlepsim pripadé ihned na lokalité, abychom predesli pozdéjsi zaméné sbért nebo jedin-
ct (EYMANN a kol. 2010). Na lokalitnim listku musi byt vZdy uvedeno datum sbéru (vyhod-
né je psat mésic rfimskymi Cislicemi, aby nedoslo k zaméné se dnem), nazev lokality a jmé-
no sbératele.

Lokalitnf Stitky piSeme dokumenta¢nim perem (se svétlostalym a vodé odolnym inkous-
tem) nebo ofezanou obycejnou mékkou tuzkou ¢i mikrotuzkou s mékkou tuhou. TiStény
lokalitni Stitek by mél byt vytiStén laserovou tiskarnou (pricemz dbame, aby listek nebyl
silou pritlacen ke sklenéné sténé epruvety, protoze by mohlo dojit k obtisknuti idaji na
sklo) nebo inkoustovou tiskarnou - v tomto pripadé ale musime predem vyzkouset, zda se
inkoust ve fixacni kapaliné nerozpousti. K tisku je vhodny kancelaisky papir o vyssi grama-
zi; drive hojné pouzivany pauzovaci papir se neosvédcil, protoze jak dokumentac¢ni inkoust
(tus), tak tisk z laserové tiskarny se z néj v ¢istém ethanolu otira.

Kazdou lokalitu sbéru jakychkoli jedinct je vhodné zamérit pomoci globalniho pozic-
niho systému (GPS) azaznamenat geografické souradnice a nadmoiskou vysku mista.
U exotickych sbért je vhodné mit jméno lokality zapsané jak prepisem do latinky, néjakym
zptisobem kodifikovanym (podle mapy ¢i dle mistniho zapisu), ale i domorodym pismem,
coZ miZe byt ¢asto lépe provedeno gramotnym mistnim obyvatelem. Vhodné je také rov-
nou v terénu doplnit podrobnosti (napt. vzdalenost od nejblizsitho mista popsaného v ma-
pé, okres ¢i dal3i spravni jednotky, nebo i ozna¢enim sbéraci vypravy). Stitky doporucuje-
me psat v jednom jazyce, nejlépe v anglicting, kterému porozumi i zahrani¢ni kolegové.

Lokalitni Stitek mlze vypadat napt. takto: ,SLOVAKIA, Muranska planina NP, Muran,
NPR Sarkanica, 540 m, 48°42'45.7"N, 19°59'18"E, SW, 15.vi.2017, leg. M. Tko¢".

Ke sbirce musime vytvofit databazi, ve které budou uvedeny vSechny informace
z lokalitniho Stitku a idedlné i pozice ve sbirce (napf. mistnost, mraznicka, krabicka, pozice
v krabicce). Tuto databazi si miZeme vytvorit v tabulkovém programu (Excel). Informace
o sbérech je vhodné nahrat do verejnych databazi (napi. Narodni geneticka banka zivoci-
chia http://ngbz.cz, Global biodiversity information facility https://www.gbif.org). Sdileni
informaci o vyskytu a pripadné sdileni materidlu na genetické analyzy umoziiuje vyzkum-
nikiim jednoduseji ziskat studijni material, coZ ptispiva i k ochrané ptirody.


https://www.gbif.org/

2.1.3. Uskladnéni vzorku

VSechny genetické vzorky, které jsou fixovany v ¢istém ethanolu, by mély byt skladovany
v mraznicce (pri teploté -20 °C), protoze vyssi (i pokojova) teplota zpisobuje rychlejsi
rozpad DNA. Vzorky je nutné pribézné kontrolovat, zda nevysychaji, a ethanol v intervalu
nékolika let obménovat. Pii spravném zachazeni jsou vzorky pouzitelné pro molekularni
analyzy v radu desetileti. Ethanol musi byt pti skladovani v nadbytku. Objem ethanolu by
mél byt alespoil 10x vétSi neZ objem vzorku samotného.

Druhou moznosti je hluboké zmrazeni na -80 °C (napi. BLEDZKI & RYBAK 2016), které
zajisti delsi trvanlivost vzorki, ale vyZaduje vybavenost pracovisté odpovidajicimi mraz-
nickami. Naklady na jejich porizeni, provoz a idrzbu jsou v tomto ptipadé vyssi, nehledé na
nutnost obsluhy a pravidelné kontroly. Proto 1ze shromazd’ovani materidlu na molekularni
analyzy doporucit jen tém institucim, které maji k této ¢innosti odpovidajici technické za-
zemi a dlouhodobé stabilni financni a personalni zajisténi, aby nehrozil zanik sbirky tim, Ze
se o ni nebude mit kdo starat.

Treti moZnosti pro trvalé uloZeni je vysu$eni, které se Casto vyuZziva u rostlin. To ale
musi probéhnout rychle, aby nedoslo ke hniti, zplesnivéni a naslednému znehodnoceni
tkané s DNA. VysuSovani vzorkd pifimo v terénu a nasledny transport jsou ale problematic-
ké. Dalsi nevyhodou je moZnost kontaminace vysuSeného materialu napft. cizimi organismy
(koZojedy), ¢i pfi manipulaci, protoze miiZe dojit ke kontaminaci jiZ pouhym dotykem holé
ruky vyzkumnika. Vysusené vzorky podléhaji degradaci pomaleji neZ nespravné skladova-
ny ethanolovy material.



2.2. Bezobratli (vyjma hmyzu)

Bezobratli predstavuji velmi nesourodou skupinu ZivocCichti, vétSinou malych rozmeéri.
planktonu. Zptisob jejich sbéru se proto casto vice nez od taxonomické skupiny odviji od
prostredi, které obyvaji. Zaroven ale nékteré skupiny bezobratlych vyzaduji specificky
pristup k jejich odchytu vzhledem ke stavbé jejich téla. Z tohoto divodu se budeme vénovat
jednotlivym typlim prostiedi a nékterym specifikiim konkrétnich skupin bezobratlych.

Jiz pti odchytu bezobratlych pro molekularni analyzy je nutno védét, jakym zplisobem
budou uloveni jedinci uchovani, konkrétné jakym zplisobem se zajisti jednak zachovani
vzorku pro ziskani DNA a zaroveil dokladového jedince (voucheru) se zachovanymi znaky
nutnymi pro revizi urc¢eni druhu. Tyto dva pozadavky jsou v mnoha pripadech v rozporu
kvili zménam, které vyvolava v télech organismi fixace v ethanolu. Pro ucely nékterych
studii mtze byt prioritou kvalita DNA pred spolehlivosti a revidovatelnosti urceni do dru-
hu. U muzejnich sbirek, které slouzi ¢asto jako referenc¢ni k ovéreni identity organismu, je
tieba hledat cestu jak zachovat co nejvyssi kvalitu DNA a zarovei znaky potiebné k revizi
urceni vzorku.

Nejjednodussim zplsobem je uchovani v Cistém ethanolu, pripadné isopropanolu, ktery
nezplisobuje tvrdnuti tkani tak jako ethanol, nepodléhd zdanéni a ani omezenim
v muslimskych zemich. Druhou moznosti je uchovavani vysusenych vzorkt. Konecné lze
vzorky zamrazit v tekutém dusiku a uchovavat pti -80 °C. VSechny moznosti maji své klady
a zapory (viz Kap. 2.1.3.), ale jiz vlastni sbér bezobratlych je nutno danym moZnostem pri-
zpUsobit. Souc¢asné je nutno mit na paméti, Ze bezobratli na sobé mohou nést pyl, foretiky
nebo parazity, a v sobé potravu. To vSe mutze zplisobit kontaminace (GIBB & OSETO 2006),
proto jiz pti sbéru bezobratlych pro ucely genetického vyzkumu je nutna urcita davka obe-
zietnosti a pro vlastni molekuldrni analyzu je pak tfeba pouzit vhodnou ¢ast téla.

2.2.1. Vodni bezobratli

Sladkovodni prostiedi obyva cela plejada skupin zivocichti: houbovci (Porifera), Zahavci
(Cnidaria), plosténci (Platyhelminthes), bfichobrvky (Gastrotricha), pasnice (Nemertini),
viinici (Rotifera), hlistice a strunovci (Nematoida), mékkysi (Mollusca), krouzkovci (Anne-
lida), mechovky (Bryozoa), mechovnatci (Entoprocta), zelvusky (Tardigrada) a ¢lenovci
(Arthropoda) (KRriskA 2013; THROP & ROGERS 2015).

Pro sbér vodnich bezobratlych se nejcastéji pouziva napt. planktonka, Mayerova lahev,
cednik, dredz (vlec¢na sit) a individualni sbér pomoci pinzety. Metody pro kvantitativni
sbéry popisuje LELLAKOVA a kol. (1985). Nasbirani jedinci nesmi byt v zadném piipadé fixo-
vani ve formalinu, byt jeho pouZiti u mnoha skupin vodnich bezobratlych usnadiiuje na-
slednou determinaci. V ptipadé zooplanktonu je vhodné mit paralelni vzorky fixované jak
v ethanolu, tak ve formalinu. Ostatni vodni bezobratlé je nejvhodnéjsi fixovat rovnou
v ¢istém ethanolu (BtEDZKI & RYBAK 2016). Pokud téla nasbiranych Zivocichli obsahuji
hodné vody nebo pokud vzorek obsahuje hodné Zivocichli (=% objemu ethanolu), takZe by



se vysledna koncentrace fixa¢niho ethanolu vyrazné snizila, je nutno ethanol nejdéle po 24
hodinach vyménit. Obsahuje-li vzorek organické necistoty (listi, rasy, kousky dfeva apod.),
je nutné vymeénit ethanol po 6 hodinach a pak jesté jednou po 24 hodinach (THROP & ROGERS
2015).

Nejdrobnéjsi zastupce zooplanktonu, zejména nékteré virniky, brichobrvky a malostéti-
natce, je nutné sbirat jako tzv. Zivy vzorek, ktery prechovavame a transportujeme v temnu
a idealné pfi teploté 2-6 °C. Dalsi moZnosti je zivy zooplanktonni vzorek pied zpracovanim
narkotizovat pfilitim vody sycené oxidem uhlicitym. V kazdém pripadé je ale nezbytné
takovy vzorek zpracovat do 48 hodin (PRIKRYL 2006). Po urceni nasbiranych zivocichd, kdy
jiz nepredpokladame dalsi manipulaci s jejich tély, je trvale uloZime do Cistého ethanolu.
Jiné zpusoby trvalého uloZeni, napf. montovani do trvalych preparatd nebo uloZeni na su-
cho, se v ptipadé vodnich bezobratlych, ktefi byli nasbirani pro genetické studie, nedopo-
rucuje.

2.2.2. Pudni bezobratli

Plda predstavuje specificky biotop s vice méné stalymi podminkami. Prostfedi na pomezi
vodniho a €isté suchozemského se prizplsobili plosténci (Platyhelmithes), hlistice (Nema-
toda), virnici (Rotifera), krouzkovci (Annelida), biichobrvky (Gastrotricha), plzi (Gastropo-
da), Zelvusky (Tardigrada) a ¢lenovci (Arthropoda) (FIEDLER & DUNGER 1989).

Obecné metody

Pro ucely genetickych studii je mozno sbirat plidni bezobratlé pfimo v terénu, nebo ode-
brat padni vzorek ¢i instalovat navnadové pasti, ze kterych budou zajmovi Zivocichové
extrahovani pozdéji, v laboratofi. Pro sbér ptidnich bezobratlych pfimo v terénu se nejcas-
téji pouziva individualni sbér za pomoci pinzety nebo exhaustoru, nebo prosivani sub-
stratu pomoci prosivadla (Tur 2013). V téchto nejjednodussich pripadech nalezené zivoci-
chy ihned smrtime a fixujeme v ¢istém ethanolu. Aby se zamezilo tvrdnuti a kirehnuti Zi-
vocichd, coz by nasledné znesnadiiovalo jejich determinaci do druhu, je vhodné po prvot-
nim profixovani ulozit Zivocichy do ¢istého ethanolu o nizsi koncentraci (80 %).

Odebereme-li plidni vzorek nebo obsah navnadovych pasti, mizeme z néj v laboratori
ZivoCichy opét vybirat manualné, nebo pouZit nékterou z pasivnich, automatizovanych
metod (TUF 2013). Pfi ruénim vybirani pouzivime pro vybirani aktivnich Zivoc¢icht pinzetu
nebo exhaustor, v piipadé neaktivnich (napf. zimujicich) zZivocichti pouzijeme Hadornovu
metodu. Ta spociva v mirném zahiivani kovové misky, na kterou byl plidni vzorek nebo
obsah navnadové pasti vysypan, coz zpuasobi, Ze se ZivoCichové zacnou pohybovat, ¢imz se
jejich sbér usnadni (LELLAKOVA a kol. 1985). Sebrand zvirata ihned fixujeme v ¢istém etha-
nolu.

Pfi pouziti automatizovanych metod, jakymi jsou rdzné xeroeklektory (Berlese-
Tullgren), je opét nutno dbat, aby nedochdzelo k prehrivani. Jako fixa¢ni kapalinu opét
pouZzijeme Cisty ethanol. Stejné jako v pripadé vodnich bezobratlych je potieba dat pozor



na rychlé odparovani ethanolu a na moznost, Ze se sbérna nadobka brzy zaplni Zivocichy
a detritem, coz vede k tomu, Ze se vzorek nedostatecné profixuje.

Sbér piidnich Zivocichii s mékkym télem - plosténc, hlistic a krouzkovcii
Fixovani téchto Cervovitych Zivocichi je problematické, protoze se musi pouzit takovy
zplsob fixace, ktery nezpilsobi Zadné deformace télnich struktur. Zpravidla se pouziva
formalin nebo formalin obsahujici smési, jako napi. ¢asto doporucovana Beauchampova
fixaz (LELLAKOVA a kol. 1985), jejichZ pouziti je ale pri planovanych molekularnich analy-
zach vyloucené. Plosténce (Platyhelminthes) a hlistice (Nematoda) lze fixovat v Cistém
ethanolu o nizsi koncentraci (75 %), pripadné v isopropanolu (THROP & ROGERS 2015).
Zizaly (Opisthopora) se z piidy extrahuji vice metodami, které se ¢asto kombinuji, pro-
toze jejich Gc¢innost je v riznych prostiredich a u riznych druhd zizal rtzna (P1ZL 2002; TUF
2013). Za Gcelem molekularnich analyz je vhodné sebranym zizaldm odstfihnout zadni ¢ast
téla, kterou ulozime v Cistém ethanolu. Zbytek ZiZaly, podle kterého ji budeme determino-
vat, pak fixujeme standardnim zptisobem (ve formalinu nebo Beauchampové fixazi), aby
zlstaly patrné vSechny podstatné morfologické znaky (napr. tvar prostomia). Pri fixaci celé
zizaly v ethanolu by doslo k nezddouci deformaci téla (EYMANN a kol. 2010). Naopak roupice
(Enchytraeidae), které se determinuji za ziva po extrakci O’Conorovou metodou, lze po

jejich urceni uchovat rovnou v ¢istém ethanolu.

Sbér mnohonozek

MnohonoZKky (Diplopoda) se sbiraji stejnymi metodami jako ostatni plidni bezobratli -
individualnim sbérem, prosevem, odebiranim pidnich vzorkl a za pomoci padacich zem-
nich ¢i ndvnadovych pasti (TUF 2013; KOCOUREK a kol. 2017). Jejich specifikum (kromé chlu-
puli a hrbuli) ale oproti stonozkam a stejnonohym korys$tm tkvi v tom, Ze jsou v jejich téle
umisténé odpudivé Zlazy (ozadenes) obsahujici rizné obranné latky, zejména alkaloidy
(chinazoliny), chinony (benzo- a hydro-), aldehydy, fenoly a kyanovodik (MINELLI 2015;
KANIA a kol. 2017). Po usmrceni mnohonoZek v ethanolu se tyto latky z odpudivych Zlaz
uvolni do fixa¢ni kapaliny (zptlisobi jejich charakteristické zbarveni) a poskozuji DNA.
Z tohoto divodu je nezbytné nejpozdéji do Ctyi hodin vymeénit znecistény ethanol za novy
(ADIS 2002). Pokud s sebou v terénu nemame dostatecné mnoZstvi ¢istého ethanolu, sbira-
me mnohonoZky Zivé a transportujeme je do laboratotre ve vétSich, vétratelnych nadob-
kach s vlhkym substratem z mista odbéru. At jiZz mnohonozky pro molekularni analyzy
fixujeme pfimo v terénu nebo az v laboratori, pouzivime vZdy Cisty ethanol (protoZe etha-
nol o vyssich koncentracich zpisobuje ztvrdnuti téla mnohonoZzKky, coZ znacné ztézuje jeji
naslednou determinaci, mzeme docCasné pouzit ethanol o nizsi koncentraci). Po determi-
naci ukladddme mnohonozky do ¢istého ethanolu o koncentraci 96 %, idealné kazdy kus do
samostatné epruvety (KOCOUREK a kol. 2017).



2.2.3. Suchozemsti bezobratli

Suchozemskym prostredim rozumime prostredi od epigeonu (povrchu ptidy), pres vegetaci
az po vzduch. Do suchozemského prostiedi pronika i mnoho ptdnich bezobratlych (napft.
$tirci, mnohonozky nebo stejnonozi korysi), a proto se metody sbéri téchto skupin Casto
prolinaji. Suchozemsti bezobratli jsou v naSich podminkach zejména hmyz (Insecta), pa-
voukovci (Arachnida) a plzi (Gastropoda). Sbéru hmyzu pro uplatnéni v molekularnich
analyzach je vénovana samostatna kapitola (Kap. 2.3.). Mezi pavoukovce (Arachnida) je
v souCasné dobé razeno celkem 11 radl: roztoci (Acariformes a Parasitiformes), bicovci
(Amblypygi), pavouci (Araneae), sekaci (Opiliones), stirenky (Palpigradi), Stirci (Pseudo-
scorpiones), roztocovci (Ricinulei), $tifi (Scorpiones), solifugy (Solifugae) a bicnatci (Uro-
pygi) (SHARMA a kol. 2014). V této praci se nicméné budeme dale zabyvat jen skupinami
charakteristickymi pro nase tzemi, a to tedy roztoci, pavouky, sekaci a stirky. Suchozemské
bezobratlé miizeme sbirat aktivné nebo pasivné - automatizované (NOVAK 1969; WINKLER
1974; Uys & URBAN 1996).

Metody aktivniho sbéru

Mezi aktivni metody sbéru patfi smykani bylinného patra (pro sbér epifytickych bezobrat-
lych), primy individualni sbér pomoci pinzety, epruvety ¢i exhaustory (JANACKOVA a kol.
2009). Dalsi moznou metodou individualniho sbéru je napt. se§krabavani Supinek ktiry do
pripravené nadobky (KOSLINSKA 1967) ¢i individualné pod kiirou stromd a v ulech (kupft.
aroztocy, ale i drobnéjsich pavouki a plzi), je prosivani opadanky, detritu ¢i substratu
z dutin stromtl pomoci profesionalniho prosivadla ¢i pomoci kuchyniského cedniku a lze téz
vyuzit Berlese-Tullgrenovy termoeklektory (ROZICKA & ANTUS 1990; STAHLAVSKY 2006; JA-
NACKOVA a kol. 2009; Tuf 2013). Velmi dobrych vysledki lze docilit i pouzitim vysavace
(napt. BALI a kol. 2019), jehoz poftizovaci naklady jsou ale ponékud vyssi a jeho transport
v terénu je znesnadnovan jeho velikosti. Aktivni metodou sbirani arborikolnich bezobrat-
Iych je sklepavani jedincii z vétvi stromt a kefti (JANACKOVA a kol. 2009) pomoci profesio-
nalniho sklepavadla. Stejné dobte ale miiZe poslouzit stary svétly a jednobarevny destnik,
pripadné malé umyvadlo (ROZICKA & ANTUS 1990). Ze stromli lze bezobratlé ziskat i fogo-
vanim, pro které ale jiZ potiebujeme nakladnéjs$i vybaveni (EYMANN a kol. 2010; NIEDOBOVA
& REZNICKOVA 2014).

Metody pasivniho sbéru

Mezi nejcastéji pouzivanou pasivni metodu sbéru patfi padaci zemni pasti, nejcastéji
v podobé po okraj zakopaného plastového kelimku vyplnéného fixativem, kterym byva
nejcastéji 4% PFA (paraformaldehyd), riizné solné roztoky, ethylenglykol, formalin (JANAC-
KOVA a kol. 2009). Existuje ale mnoho dalSich modifikaci (ROZICKA 1982), vCetné zavésnych
skalnich pasti (ROZICKA & ANTUS 1997) nebo plovoucich pasti (RUZICKA & ANTUS 1990).
Nicméneé u vySe zminénych fixativ dochazi k degradaci DNA. Nabizi se tak myslenka vyuziti
Cistého ethanolu, ktery ale velice rychle vyprchava a mohlo by také dojit k jeho postupné-



mu roziredéni napt. destovou prehankou, coz zasadnim zptisobem zkracuje dobu, po kterou
muZze byt past exponovana. HOFER a kol. (2015) doporucuji propylenglykol jako vhodné
fixa¢ni médium pro nasledny DNA barcoding. Druhou z moznych alternativ je pouziti Zivo-
chytnych zemnich pasti, tedy kelimk(i nenaplnénych Zadnou fixa¢ni kapalinou, odkud se
jedinci vybiraji Zivi (DUFFEY 1972; DOLE]S 2014). Jejich nevyhodou je ale moZnost jen velmi
kratké expozice (po dobu nejvyse dvou dni) a také to, Ze chytaji jen ty bezobratlé, ktefi
z nich nejsou schopni vylézt. Potiebujeme-li zjakéhokoliv diivodu zanechat zemni past
exponovanou po delsi dobu, jevi se jako nejvhodnéjsi feseni pouZzit rampovou zemni past.
Tento druh pasti se nezakopava, ale do sbérné nadobky, volné poloZené na zemi, vede né-
kolik Sikmych ,chodnickli” (ramp) - dva nebo Ctyti, podle tvaru sbérné nadobky (PATRICK &
HANSEN 2013). Sbérnou nadobku naplnime c¢istym ethanolem a uzavieme vickem, ¢imz
zabranime nadmérnému odparovani ethanolu.

Vhodnou pasivni metodou sbéru, predevsim sekact a pavoukd, jsou kartonové kapsy
(pasy) instalované podél obvodu kmene strom@ (NEVORALOVA 1997; PEKAR 1999; JANACKO-
VA a kol. 2009; KORENKO a kol. 2010), ve kterych casto sekaci a pavouci hledaji tkryt nebo
zde pecuji o kokony. Findlni sbirani je pak velice snadné, kdy se cely pas vyjme a posbiraji
se jedinci ukryti v kartonu. Nicméné tato metoda se ukdzala jako nejvice efektivni pouze
v podzimnich mésicich, kdy pavouci a sekaci vyuzivaji kmeny jako mikrohabitat k zimovani
(SZINETAR & HORVATH 2005; MACHAC & TUF 2016). Kartonovy pas byva nékdy nahrazen bub-
linkovou félii, jez funguje velice obdobné (IsAiA a kol. 2006). Velmi ti¢cinnou metodou sbéru
sekacid jsou pak padaci pasti v podobé seriznuté PET lahve s fixativem (MACHAC & TUF
2016), kterym je v pripadé odchytu pro genetické vyzkumy cisty ethanol. V nékterych pra-
cich se Ize setkat s vyuzitim lepovych pasti, nicméné jejich vyuziti se pfi odchytu napf.
pavoukovci ukazalo jako velmi net¢inné (MACHAC & TUF 2016). Dalsi vhodnou a pouziva-
nou metodou je chytani na fotoeklektor, ktery 1aka za svétlem se pohybujici bezobratlé.
Fotoeklektory se pouzivaji v riznych upravach, napt. se umistuji okolo vétvi (kupt. Koro-
NEN 2004) ¢i kmene (BLICK 2011) a navadéji pritahované Zivocichy do odchytovych nadob
s fixativem (80% cCistym ethanolem), které jsou periodicky vybirané. Pouzitelnou metodou
odchytu mohou byt i narazové pasti, jak uvadi MACHAC a kol. (2018).

Zpracovdni suchozemskych ¢lenovcii

Manipulace s nachytanymi jedinci pomoci vySe uvedenych aktivnich a pasivnich metod se
provadi pomoci entomologické pinzety a fixuji se idedlné individualné do cistého ethanolu.
Nicméné u vétsich bezobratlych, jako jsou pavouci a sekaci, je lepsi odebrat tieti pravou
koncetinu a zafixovat ji individualné do zkumavky s ¢istym ethanolem a zbyvajici cast téla
jedince zafixovat do 80% ethanolu, ktery nezplisobuje vyrazné zkiehnuti vzorku, a lze
s nim tak snaze manipulovat pri morfologické determinaci ¢i potizovani fotografické do-
kumentace. Tteti koncetina je vhodna k odbéru na izolaci DNA, jelikoZ na rozdil od ctvrté
koncetiny nenese klicové morfologické charakteristiky. Pro izolaci DNA obecné postacuje
malé mnozstvi odebrané tkané, napt. vySe zminéna koncetina, nicméné u malych organis-
mu jako napf. u Stirkil ¢i roztoctl je nutné fixovat celého jedince primo do Cistého ethano-
lu. Izolace DNA u $tirk{ a roztocu je poté ziskana z celého jedince za pouhého pouZiti pro-
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teinazy a bez mechanického naruSeni (BOYER a kol. 2005; MURIENNE a kol. 2008; DABERT
a kol. 2008). Po samotné izolaci DNA lze vyuzit vnéjsi kutikulu k nasledné morfologické
determinaci. V pripadé fixace vétsSiho poctu jedinct do jedné nadobky je lepsi po nékolika-
minutové prvotni fixaci ethanol vyménit, coz pomiZze lepSimu prostoupeni fixativa do se-

sbiraného materialu, a zabrani tak mozné maceraci tkani a poskozeni DNA.

Zpracovdni suchozemskych plZii

Sbér plzi (Gastropoda) ma urcita specifika, protoZe jejich téla obsahuji relativné velké
mnozstvi vody a v ptripadé ulitnatych plzl jsou kryta neprostupnou ulitou. Sbiraji se stan-
dardné ru¢nim sbérem a prosivanim hrabanky za pomoci sita s velkymi oky (velké druhy),
dale odebiranim hrabankovych vzorkd a naslednym prosevem za pomoci sita s mensimi
oky a plavenim (malé druhy) (HORSAK a kol. 2019).

V pripadé sbéru plzi pro molekularni analyzy se obecné nedoporucuje, aby material vy-
schnul, a v zddném pripadé nesmi dojit k tomu, aby zviie uhynulo a jeho télo se zacalo roz-
kladat. Mali plzi se fixuji celi zaZiva v Cistém ethanolu, plZim s delsi (vietenovitou) nebo
celkové vétsi ulitou je dobré prodéravét vrchol ulity, aby se ethanol dostal k télu plze ze
dvou stran a Fadné jej profixoval. U zavornatek (Clausiliidae) a plzi s vickem je tfeba udélat
otvor v poslednim zavitu ulity, aby nedoslo k poskozeni dilezitych taxonomickych znaki
v oblasti usti ulity.

U vétsich plzi (>1 cm v primeéru) je obecné nejlepsi odebrat ¢ast nohy a tu fixovat
v Cistém ethanolu. Odbér lze provést na zivém jedinci nebo na jedincich cerstvé usmrce-
nych vrouci vodou. Jelikoz pfi manipulaci se plzi obvykle zatahnou do ulity, pomalé zahri-
vani ve vodé je nejrychlejsi metoda, jak je primét vysunout nohu pro odebrani vzorku. Po
jejim vysunuti 1ze bud’ provést odbér za Ziva, nebo rychlym a kratkym zvysSenim teploty
k varu plze usmrtit a vzorek odebrat poté. Nelze doporucit topeni, pti kterém téla plzi
nasaknou vodou a pfi pomalém umirani plze dochazi k degradaci DNA.

Pri stiihani je tfeba po kazdém pouziti nizky dikladné otfit a idedlné sterilizovat
(napt. opalenim v plameni) protoZe sliz plzi obsahuje jejich DNA. Vedle vzorku tkané je
zapotriebi téZ uchovat ulitu pro konchologickd méreni a ptipadnad pozdéjsi prezkoumani
nebo dokonce i jako geneticky vzorek (Kap. 5.2.2.). Zbytek tél z ulity nejsnaze vyjmeme po
kratkém povareni, vyuzit k tomu Ize i mikrovlnnou troubu.

V nékterych skupinach s malo variabilnimi ulitami nebo u plzQ bez ulity (v zapadnim
Palearktu napt. Limacoidea, Arionoidea, Hygromiidae) je k urc¢eni nezbytné zachovat télo
s pohlavnimi organy. Proto ulitnatého plze, ze kterého jsme jiz odebrali vzorek na mole-
kularni analyzu, velice kratce povarime ve vodé (zavisi na velikosti druhu, nesmi dojit
k uvareni tkani) a télo vytdhneme z ulity, kterou ocCistime a ulozime. Pokud jsme vzorek
odebirali ze Zivého jedince, 1ze pouZit i topeni, kde se ale Casto stavj, Ze télo nelze dobte
vytdhnut. Télo pak uchovame v denaturovaném 75-80% ethanolu. V krajnim ptipadé je
mozné alespon vyfotografovat stavbu kopula¢niho Gstroji, coz ale pro budouci studium
nemusf vZdy stacit.

NemiiZeme-li z jakéhokoliv dGvodu odebrat tkaniovy vzorek pfimo v terénu, transportu-
jeme Zzivé plze do laboratore na sucho v silonové puncose, latkovém pytliku apod., ve které



se plzi zavickuji. Do puncéochy vloZime lokalitn{ listek, ktery uzavieme do zipového igelito-
vého sacku, aby jej plzi neokousali.

Nahé plze pied definitivnim uloZenim do ethanolu smrtime utopenim v perlivé nebo
horké vodé (HORSAK a kol. 2019), anebo mliZzeme nahého plZze naloZzit rovnou do Cistého
ethanolu. Nevyhodou pak ale je, Ze télo plze tvrdne, a hiif se pripadné pitva. U vétsich dru-
hii (napt. Limax) je proto opét dobré odebrat vzorek tkané zvlast.

2.2.4. Znaceni a uchovavani vzorku

Na lokalitnich Stitcich, které prikladame k trvale uloZenym jedincim (nebo které mame
s sebou jiz predem predtisténé), je kromé zakladnich tif minimalnich idajt (kdy, kde, kdo -
viz Kap. 2.1.2.) nutné uvést geografické souradnice, protoZe se jedna o jediné jednoznac-
né urceni lokality. Dale je nanejvyse doporucenihodné uvést i stat (napt. formou MPZ, me-
zindrodni poznavaci znacky), oblast (historickou, kraj, okres atd.) (KMENT 2009), biotop,
Cislo ¢tverce sitového mapovani (BUCHAR 1982; NoVAK 1989; PRUNER & MIKA 1996), nad-
motskou vysku a odchytovou metodu (zkratkou, napft. in = individualné/individually, pr/si
= prosivani/sieving, sk/be = sklepavani/beating, sm/sw = smykani/sweeping, sp/ht =
skalni past/hanging trap, zp/pt = zemni past/pitfall trap atd., viz Kap. 2.3.). Je-li to zvykem
u konkrétnich skupin (zooplankton, paraziti, fytofagové, detritofagové ad.), mohou se na
druhy stitek doplnit dalsi udaje, napt. o pocasi, teploté, hostiteli/hostitelské rostling, kve-
toucich rostlinach, okolnich stromech, slozeni opadu (NIEDOBOVA & REZNICKOVA 2014) nebo
informace o vodni nadrzi, misté a technickych detailech zptGsobu odbéru (PRIKRYL 2006).
Casto se ale standardné uvadéné daje vejdou na jeden $titek.

Podminky trvalého uloZeni bezobratlych, ktefi jsou urceni pro genetické zpracovani,
jsou velmi dilezité, protoZe na nich zavisi budouci pouzitelnost DNA. Nejjednodussi cestou
je konzervace v €istém ethanolu. MoZnou alternativou, napt. pfi sbéru a praci v zemich,
kam neni mozné ethanol z jakychkoliv divodi dovazet, je pouziti isopropanolu. Vzorky
skladujeme v idedlnim ptipadé roztridéné po jednotlivych druzich (nikoliv ve smésnych
vzorcich). Vzdy totiZ dochazi k uvolnéni (byt malého mnozstvi) DNA do fixacni tekutiny
(ethanolu), zejména je-1i télo Zivocicha kryto slizem, coz by mohlo zptsobovat nezadou-
ci kontaminace.



2.3. Hmyz

Hmyz obyva témér vsechny terestrické ekosystémy, tzn. vyjma mofti, oceanli a polarnich
oblasti 1ze hmyz sbirat vSude. Obyva riznorodé biotopy, piredevsim jej najdeme v pldni
hrabance, na povrchu piidy, pod kameny a spadlymi vétvemi, v travinach, bylinném patre
lesti, lu¢ni vegetaci, na polich, kmenech i v korunach stromt. Zije ve dfevé mrtvych i Zivych
stromi, minuje v listech a stoncich rostlin, v houbach a na houbéach, v rtiznorodych orga-
nickych rozkladajicich se materialech (vykaly, mrtva téla zivocichd, odumirajici rostliny
a houby, odpadky, skladky, hnizda ptakd, nory a doupata savcti). Obyva sladkovodni bioto-
py (potoky, reky, kaluze, mokrady, raselinisté, jezera, rybniky, vodni nadrze), vzduch (tzv.
aeroplankton) a Zije také synantropné, tzn. v lidskych obydlich (domy, farmy, staje, kurni-
ky, zemédélské objekty). Hmyz Zije také paraziticky - v$i, blechy, Sténice, klosi, stiecci. Sbér
hmyzu lze provadét mnoha riiznymi metodami, zde si predstavime nékolik nejpouzivanéj-
Sich metod. Obecné 1ze tyto metody rozdélit na metody individualni a hromadné. Hromad-
né metody jsou vétSinou pasti, které je potieba vybirat v urcitych intervalech. Podrobnéji
se metodami sbéru a preparace hmyzu zabyva NovAK (1969).

2.3.1. Individualni metody

Pro vSechny individualni metody plati, Ze nasbirané jedince primo ukladadme do Cistého
ethanolu (70-80%). Pripadné je smrtime mrazem a preparujeme na sucho (méné vhodné
pro DNA vyzkum).

Smykdni (SW)

Smykani je diilezitou metodou pro vyzkum hmyzu, provadime jej entomologickou sitkou ¢i
tzv. smykackou (sitka je jeSté opatfena ochrannym rukivem a je urcena ke smykani kerd,
stromi a trnité vegetace). Smykanim sbirame hmyz z bylinného patra, z travin a vegetace
luk a stepi, z kerti, z vétvicek a listli stromt, z polnich plodin, z vegetace vodnich breh,
popr. miizeme chytat hmyz volné letici vzduchem.

Sklepdvdni (BE)

Sklepavani provadime tyci a sklepavaci bilou plachtou. Vetsi silou uderime tyc¢i do vétve
a padajici hmyz a dalsi Zivocichy sbirdme na plachtu, kterou drZzime tésné pod vétvi. Na bilé
plachté je hmyz dobfe viditelny a musime jej rychle sbirat, neZ staci uletét nebo utéct.

Individudlni sbér (IN)
Individualni sbér je pfimé sbirani hmyzu rukou, pinzetou nebo exhaustorem z rtiznych
substratd nebo vegetace, kvét(, plodnic hub apod.



Prosivdni (SI)

K prosivani pouzivdme tzv. prosivadlo, coZ je nastroj ve tvaru valce ¢i tlustého rukavu
z jemné a pevné tkaniny, do vrchni tietiny valce nabirame lesni hrabanku nebo jiny vhodny
substrat. Pod substratem je sito s oky o velikosti cca 1 cm. Sito a vrchni ¢ast prosivadla je
opatieno madly - témi tfepanim a pohybem do stran nabrany substrat prosejeme do spod-
ni ¢asti, kterd je zavazana. Takto ziskame jemnéjsi frakci substratu spolu s hmyzem a bez-
obratlymi zivoCichy - tzv. prosev. Tento prosev potom mutzeme primo vybirat na bilé pod-
loZce anebo jej preneseme v bavinéném pytli do laboratofe a potom umistime do rtiznych
typu eklektord (Obr. 1).

Obr. 1. Priklady tzv. Winklerova eklektoru
tfech rdznych kostrukci. V eklektoru do-
chdzi k se-sychani vzorku prosevu a sbéru
hmyzu do spodni sbérné nadoby s Cistym
ethanolem.

Vysdvdni (Vacuum collecting)

K vysavani hmyzu z epigeonu, trsi trav a jiné vegetace se pouZziva specialni vysavac. Vétsi-
nou se jedna o upraveny fukar na listi, ktery béZi na zpétny chod. V hubici je jemna sitka,
kde se zachycuje hmyz. Ten potom vybirame a vzorek uloZime do ¢istého ethanolu. Kon-

strukci takového vysavace popisuje WILSON a kol. (1993).

Sbér vodniho hmyzu

Vodni hmyz sbirdme speciadlnimi sitkami pro sbér vodnich bezobratlych anebo upravenym
kuchytiskym cednikem. Nasbirany hmyz ukladame do ¢istého ethanolu.

Chovy (Rearings)

Hmyz lze vychovat z riznych substratt a organickych zbytkl. Typicky se chovy realizuji ze
direva (difevokazni brouci), z hub (brouci, motyli a dvouktidli), trsi trav, list(, plodd a kvéta
rostlin, halek a také ze vzorki pldy a hrabanky. Takovyto Zivny materidl uzavieme do vét-
Sich nadob a uloZime na vhodné stinné misto pokojové teploty. Otvor naddoby je opatien
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jemnym sitem, aby ndm hmyz neuletél. Vylihnuté dospélce potom sbirdme exhaustorem
a fixujeme v ¢istém ethanolu.

2.3.2. Hromadné metody

Malaiseho past (MT)

Malaiseho past je idedlni metodou pro odchyt hmyzu za icelem molekularnich analyz. Pre-
devsim je efektivni na sbér dvouktidlého (Diptera) a blanokiidlého hmyzu (Hymenoptera).
Past ma konstrukci polootevireného stanu s jednim vrcholem, ktery usti do sbérné lahve
(Obr. 2). Past je nutné vybirat po 2-4 tydnech, jako fixac¢ni ¢inidlo se pouziva cisty ethanol
(nebo denaturovany malym mnoZstvim methanolu) o koncentraci 70-80 %. Interval vybi-
rani je nutno prizpisobit tomu, jak rychle se sbérna nadobka zapliuje Zivo€ichy, aby nedo-
chazelo k degradaci vzorku vlivem nedostatecné fixace. Vzorek je potfeba po vybéru roz-
tridit a studované jedince vyjmout a ulozit do Cistého ethanolu (70-96%). Pro vice infor-
maci o konstrukci a pouziti Malaiseho pasti viz CRESSWELL (1995), DARLING & PACKER (1988)
a STEYSKAL a kol. (1986).

Obr. 2. V Malaiseho pasti jedinci padaji
rovnou do  konzervacni  tekutiny
anedochdzi tak k Zadnym rozkladnym
procestim v jejich télech.

Ndrazovd past (FIT)

Narazova past je tvorena dlouhou vertikalné zavéSenou obdélnikovou siti (délka 2-3 m,
vySka 1 m) a sbérnymi vani¢kami, které jsou umistény pod touto siti. Sit' je pro hmyz Spat-
né viditelna a umistujeme ji do migracnich letovych koridordi, napt. mezi dva stromy na
nepouzivanych lesnich cestach nebo prisecich v hustéjsi vegetaci. Hmyz, ktery narazi do
nataZené sité, pada do sbérnych vanicek, kde je nalita fixa¢ni{ tekutina. Fixa¢n{ tekutina je
roztok vody a kuchyriské soli, popt. s malym mnozZstvim detergentu (myci prostiedek na
nadobi). Takto odchycené jedince je nutné vybrat malym ¢ajovym cednikem, promyt desti-
lovanou vodou a umistit do Cistého ethanolu. Vzorek je nutné vybirat v 24 hodinovych in-
tervalech, jinak hrozi degradace tkané odchycenych jedincli a pro vyzkum DNA by je jiz
nebylo mozno pouzit.



Metoda Zlutych misek (YPT)

Zluté misky (nebo také Morickeho misky) jsou plastové talie nebo dézy s nizkym okrajem.
VEétSinou se pouziva jasné zluta barva, ale v nékterych vyzkumech poslouzi i modra, cerve-
na nebo bila barva misek (PERLIK & SEBEK 2019). Do misek se nalije voda s nékolika kapka-
mi detergentu, ten odstrani povrchové napéti kapaliny a hmyz, ktery je lakan jasnou bar-
vou, se do této tekutiny propadne, a je tak chycen. Vzorek je nutné vybrat do 24 hodin po
naliti kapaliny do misek. Nachytany hmyz je nutné zcedit jemnym sitkem, promyt vodou
a ulozit do cistého ethanolu.

Lepové desky (ST)

Vétsinou zluté zbarvené desky s lepkavou hmotou na povrchu. Nejedna se o prili§ vhodnou
metodu vyzkumu hmyzu pro molekularni analyzy. Vice v Kap. 2.2.3. o sbéru bezobratlych.

Svételné pasti (LT)

Svételné pasti jsou naddoby se zdrojem svétla (sodikova vybojka, LED diody, rizné typy
zativek), které 1akaji no¢nf hmyz. Kolem zdroje svétla jsou plechové nebo sklenéné desky,
na které priletujici hmyz narazi a pada Sirokym trychtyrem do lahve se smrtici latkou. Jako
smrtici latka se pouziva vétSinou ether. Takto nachytany vzorek se poté vétSinou preparuje
,ha sucho”, z jednotlivych jedincii je mozno odlomit ¢ast téla (nohu) a tu ulozit do ¢istého
ethanolu. Takovy vzorek je nutné peclivé oznacit tak, aby byl jednoznacné priraditelny
k plivodnimu jedinci.

Padaci pasti (PFT)

Jednd se o plastové kelimky s fixatni tekutinou na dné. Kelimek miize byt opatien
navnadou, ale mtze chytat i pasivné bez lakadla. Vice v Kap. 2.2.3. o sbéru bezobratlych.

Emergencni past (ET)

Emergencni past vypada podobné jako Malaiseho past, ale je uzavi‘ena a chyta pouze jedin-
ce, ktefi se lihnou ze substratu, na kterém je past umisténa. Typicky mizeme emergencni
past umistit na stary rozkladajici se parez, ze kterého se lihne drevokazny a mykofagni
(Zivici se houbami) hmyz.

Autosité (Car-netting)

Jedna se o jemné sité napnuté na konstrukci, ktera je pevné pripnuta na steSe auta nebo na
prednim narazniku. Uprostred sité je maly sbérny pytel, kam se zachycuji jedinci. Pomalou
jizdou autem po lesnich cestach nebo po nepouZivanych silnicich (max. 40 km/h) chytdme
jedince piimo ze vzduchu a vybirame vzdy po nékolika kilometrech jizdy. Ukladame je do
Cistého ethanolu.



2.3.3. Uchovani genetickych vzorkii hmyzu

Tradi¢né se v muzejnich sbirkach uchovava hmyz ve formé exsikatl (vysusenych vzorki,
Obr. 3 - pro jeho vyuZiti k fylogenetické analyze viz Kap. 5.2.2.), ethanolovych preparatt
nebo trvalych preparatl, kdy je hmyzi télo nebo jeho casti zalito do preparacniho média
(napt. kanadsky balzam, Euparal a dalsi). Vzorky hmyzu, ze kterych chceme pozdéji vyex-
trahovat DNA, musime usmrcovat mraZenim (tzn. minimalné 30 min pfi -17 °C u malych
druht, u odolnéjsich a velkych druhti 24-48 h). Pripadné Ize takovéto jedince vlozit zivé do
Cistého ethanolu, kde dojde kjejich usmrceni do nékolika malo minut. Smrceni v octanu
ethylnatém, coby nejcastéjSim prostredku k usmrcovani hmyzu, nelze pro genetické vzorky
doporucit. Delsi expozice (napf. ve smrtic¢ce) totiz vede k rychlé degradaci DNA a nasledné
nepouzitelnosti materidlu pro genetické analyzy.

Pro dlouhodobé uchovani je velmi vhodné ukladat vzorky separované, kazdy jedinec
hmyzu v epruveté s Cistym ethanolem anebo denaturovany methanolem. Methanolem
denaturovany ethanol se u hmyzu Gspésné pouziva, na rozdil od savct. Je podstatné levnéj-
$i a v pripadé sbéru do Malaiseho pasti, kdy je spotieba ethanolu celkem velka, jde o ro-
zumnou alternativu. Ethanol denaturovany benzinem neni vhodny, jelikoz benzin vyrazné
znesnadiiuje extrakci DNA ze vzorku.

Vzorky je nutné uchovavat v chladu a temnu, idedlné v lednici (+4 °C) anebo v mrazicim
boxu (-17 °C). Hluboké zmrazeni je pro hmyz rovnéz vhodné a je mozné je pouzit, nicméné
se v praxi prili§ nevyuziva.

Obr. 3. Pfiklad suché sbirky dvoukfidlého
hmyzu. | z takto preparovanych exemplard
Ilze za urcitych podminek vyextrahovat
DNA.
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2.3.4. Dokumentace genetickych vzorkii hmyzu

U hmyzu je vzorek tvoren vétSinou celym télem daného jedince, nékdy je vzorek tvoren i
vice jedinci raznych druht. Kazdy vzorek (hromadny ¢i jednotlivy) musi byt lokalizovan,
tzn. opatien lokalitnim Stitkem a Stitkem s informacemi o okolnostech sbéru. Lokalitni
Stitek musi obsahovat lokalitu sbéru, datum, metodu a jméno sbératele (blize viz Kap.
2.1.2).

Pro genetické analyzy je velmi dobré pridat na dalsi Stitek i informaci o metodé smrceni
(octanem ethylnatym, etherem, mrazem, pifimym vhozenim do ethanolu) a o koncentraci
fixacni tekutiny. U ethanolu je potieba védét, zda je Cisty, ¢i nécim denaturovany (methano-
lem, benzinem).
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2.4. Ryboviti obratlovci

Recentni ryboviti obratlovci jsou razeni do nékolika riiznych tiid - sliznatky (Myxinoidea),
mihule (Petromyzontida), paryby (Chondrichthyes), lalokoploutvi (Sarcopterygii),
dvojdysni (Dipnoi) a paprskoploutvi (Actinopterygii). U rybovitych obratlovci lze podobné
jako u jinych zZivocichi z tkani obsahujicich buriky s jadry vyizolovat DNA.

2.4.1. Sbér

Rybovité obratlovce Ize lovit jednak aktivnimi metodami (rtzné aktivné ovladané sité,
elektrolov a lov na udici) nebo pasivné (rizné sité, predevSim typu tenat, a dile vrse
a pasti rozmanitych konstrukci) (ZALE a kol. 2012). Pro odbér tkani s ohledem na vyuziti
pro molekularni analyzy je vSak vzdy dtlezité, aby byl zpracovavany material maximalné
Cerstvy. To je zaruCeno u aktivnich metod lovu a vétSiny pasti a vrsi, avSak u pasivnich siti
typu tenat je nutné sledovat stav odebiranych jedincd. Tenatni sité se ¢asto nechavaji ve
vodé delsi dobu, v zavislosti na ucelu odlovu, a ryby zapletené v sitich mohou uhynout
apred odbérem byt mrtvé delsi dobu. V zavislosti na podminkach prostredi, predevsim
teploté, tak muze dojit v odebrané tkani déle uhynulého jedince k degradaci obsaZzené tka-
né, véetné DNA, jejiz dalsi zpracovani je pak pri pouziti béznych technik problematické
(EYMANN a kol. 2010).

2.4.2. Odbér a uchovani tkanovych vzorkii

Vzorek tkané odebirame s ohledem na specifickou télni stavbu rtiznych skupin rybovitych
obratlovci. Pokud ma dany organismus ploutve ¢i ploutevni lem, odebira se obvykle mala
cast ploutve ¢i lemu (sta¢i maximalné do 1 cm?), kterd se dale uchovava nejcastéji
v Cistém ethanolu. V ptipadé, Ze jsou ploutve Ci ploutevni lemy malé, pripadné chybéji, Ize
odebrat a k izolaci DNA vyuzit krev (vhodné spise pro velké jedince, odebira se maximalné
nékolik ml, pro samotnou izolaci DNA vsak staci i nékolik kapek), Supiny (podle velikosti 1-
10 Supin), klze, svalovinu, kosti ¢i jakékoliv vnitfni organy (staci v objemu nékolika mms3,
ale vzdy tak, aby bylo fixativum v nadbytku, a tkai se spolehlivé zakonzervovala; viz Kap.
3.2.2.). Tkané lze i zmrazit ¢i naopak vysusit (viz téz Kap. 2.2.4.). V pripadé uchovani tkané
ve zmrazeném stavu je idedlni uloZeni v co nejnizsi teploté, prinejmensim v béZnych
mraznickach (-18 aZ -20 °C), idealné vSak v tzv. hluboko mrazicich boxech v teploté kolem
-80 °C, piipadné v nddobach s tekutym dusikem (teplota kolem -200 °C). Hluboko zmraze-
né tkané lze uchovavat dlouhodobé. VysuSeni tkdné je metoda spiSe nouzova, kdy neni
k dispozici ethanol ani mrazici zatizeni. Tkané je tfeba vysusit co nejrychleji a nejiplnéji,
dehydrataci se dosdhne vyrazného zpomaleni degradace DNA v tkani. Pti nejblizsi prileZzi-
tosti je vSak vhodné susené tkané prevést do ethanolu ¢i zmrazit, jak je uvedeno vyse.
NejCastéjsi praxi v muzejnim vyzkumu je, Ze se z uloveného jedince v terénu odebere
kousek parové (prsni ¢i brisni) ploutve z pravé strany téla, pripadné kousek ploutevniho
lemu, ktery se uchova v oznacené zkumavce s Cistym ethanolem a dokladovy jedinec je
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individualné oznacen stejnym kdédem jako tkan a uchovan ve 4% roztoku formalinu pro
dal$i vyzkum. Dostacujici objem odebrané tkané je nékolik mm3. Dokladovi jedinci jsou po
dostatecném zafixovani formalinem (podle velikosti jedince nékolik dni aZ tydni) obvykle
pievedeni do 70% ethanolu, ve kterém jsou uchovavani trvale (tito dokladovi jedinci jiZ
neslouzi k odebirani genetickych vzork).



2.5. Obojzivelnici a plazi

2.5.1. Sbér

Obojzivelnici (Amphibia) a plazi (“Reptilia”) predstavuji ve skute¢nosti dvé velmi vzdalené
evolucni linie. Také jejich zplisob Zivota je proto velmi odlisSny. Podle narokl na zivotni
prostfedi a podle zplisobu Zivota zajmovych organismd volime vhodné metody sbéru
(HEYER a kol. 1994; McDIARMID a kol. 2012). Obecné 1ze obojzivelniky a plazy jen stézi speci-
ficky vabit do odchytovych pasti. Vyjimku tvofi vodni Zelvy a ¢olci, jeZ 1ze chytat do vrsi
s vhodnou navnadou. VSechny dalsi zptsoby odchytu Zzivych jedinct do pasti, jako jsou
bariéry na migracnich stezkach vybavené odchytovymi nadobami ¢i umélé ukryty, nejsou
skupinové specifické a v pastech lze ocekavat Siroké spektrum Zivocichti obyvajicich pri-
slusné habitaty. Dalsi metody odchytu Zivych jedinct jsou pfimé odchyty za pouZiti dopliiu-
jicich nastroji. Vhodnost téchto metod pro zpracovani vzorkd molekularnimi metodami
vSak opét zaleZi zejména na spravném odbéru vzorkd, dikladné dokumentaci a vhodnému
zpracovani vzorki, pifihodném mnozstvi vzorki pro ucely studii a zejména vhodném ukla-
dani a skladovani vzorkd.

2.5.2. Hygienické predpoklady

Hygienické zasady je nutné dodrzovat: (1) vzhledem k Sificim se patogeniim v populacich
obojzivelnikd a plaz@; (2) vzhledem k chorobam potencialné pienosnym na c¢lovéka;
(3) vzhledem Kk toxicité obojzivelniki a plazi; (4) vzhledem Kk citlivosti molekularnich ana-
lyz na pripadnou kontaminaci zkoumanych vzorka; (5) vzhledem k obecnym zasadam bez-
pecnosti prace v laboratofi.

Patogeny obojZivelnikii a plazii
V soucasné dobé dochazi po celém svété k hromadnym ndkazdm a naslednym vymiranim
celych populaci obojZivelnikl v diisledku onemocnéni zplsobenych dvéma typy hub, Ba-
trachochytridium dendrobatidis a Batrachochytridium salamandrivorans. Tato onemocnéni
se pfenasi i na terénnich pomtickach a oble¢eni. Také na tizemi Ceské republiky je potieba
dodrzovat striktni hygienické postupy pro snizZeni rizika prenosu nemoci. Zakladem je d-
kladné vysouSeni a dezinfekce obleceni i dal$tho vybaveni. Manipulace s obojzivelniky by
méla byt provadéna pouze pomoci jednorazovych ochrannych pomiicek (rukavice apod.),
které musi byt po pouziti vhodné zlikvidovany. Manipulovat s obojzivelniky je navic mozné
pouze na zakladé arady schvalené vyjimky ze zakona a pouze v nevyhnutelnych pripadech.
Jedinci by neméli prijit do vzajemného kontaktu, dokonce ani do kontaktu s predméty ¢i
vodou z jiného vybéhu v zajeti. Detailni prehled bezpecnostnich hygienickych opatteni je
uveden v literature, napi. PHILLOTT a kol. (2010).

Také u plazl se objevuji patogeny, které mohou mit za nasledek vymizeni celych popu-
laci ¢i jejich dalsi oslabeni v naruseném Zivotnim prostredi. Pfikladem takového patogenu



jsou ranaviry, vyskytujici se napiiklad u Zelv ¢i hadl. Proto i pii manipulaci s plazy je po-
treba dodrzovat hygienicka pravidla.

Choroby potencidlné prenosné na ¢lovéka

Vzhledem k tomu, Ze jsou plazi a obojzivelnici evolu¢né vzdaleni od linie vedouci k ¢lovéku,
jsou choroby prenosné z herpetofauny na ¢lovéka pouze takové, které nejsou specifické
k hostiteli. NejcastéjSim onemocnénim zplsobenym kontaktem mezi herpetofaunou
a clovékem je salmonel6za (disledek nakazy bakteriemi rodu Salmonella). Pfenosu cho-
rob ze zvirat na ¢lovéka Ize branit dodrzovanim zakladnich pravidel hygieny, jako je dezin-
fekce rukou po manipulaci, specialné vyclenéné mistnosti pouze pro praci se zviraty apod.

Toxicita obojZivelnikii a plazii
Toxiny obojzivelniki jsou vyluovany na povrch téla a zlstavaji pri manipulaci na nastro-
jich ¢i rukou. Vzhledem k nutnosti pouZzivat jednorazové nastroje a ochranné pomiicky p¥i
praci s obojzivelniky staci k zamezeni intoxikace zabranit kontaktu sekretovanych toxint
obojzivelniki se sliznicemi ¢lovéka, napr. neutirat si pot z ¢ela rukou v rukavicich po mani-
pulaci s obojzivelnikem. Intoxikaci tedy lze zabranit dodrzovanim standardnich hygienic-
kych postupi.

U plazi jsou toxicti zejména hadi, kteti vpravuji jed do téla koristi pomoci zubt. Pri pra-
ci s zivymi jedovatymi hady je tieba dbat zvySené opatrnosti. Pro hlubsi vhled do principt
a zasad prace s toxiny organismi viz FLEMING & HUNT (2006)

Kontaminace genetickych vzorkii

Pro plazy a obojzivelniky plati stejné zasady pro ochranu vzorkl proti kontaminaci jako
u ostatnich skupin Zivocichi a tato problematika je detailnéji rozvedena na jinych mistech
této publikace (Kap. 2.2.4.a2 2.7.4.)

Obecné zdsady bezpecnosti prdce v laboratori
Je potieba dodrZovat platné predpisy a obecné zasady prace v laboratofi.

2.5.3. Odbér tkanovych vzorki z nekonzervovaného a nepreparovaného ma-
terialu

Lze rozlisit dvé zakladni kategorie tohoto materialu: (1) mrtva zvirata a (2) Ziva zvirata.

V piipadé mrtvych zvirat jde o Cerstvé usmrcené jedince (napf. Zaby a plazy usmrcené
dopravnimi prostredky na komunikacich), jedince uhynulé v chovech ¢&i v prirodé
v dtsledku klimatickych vykyvi, chemickych otrav, infekénich onemocnéni atd. a patfi sem
i jedinci Cerstvé uloveni pro vyzkumné ucely. Kvalita tkadnf mrtvych zvitat a vyuZitelnost
pro genetické studie zavisi na stari prislusnych kadavert.

Do kategorie Zivych zviiat patfi predevsim zvirata z chovnych zatizeni a zvirata docas-
né odchycend v prirodé. Pro genetické zpracovani predstavuji tkatiové vzorky odebrané



z zivych zvitrat nejlepsi material. Ziskavani téchto vzorkil je vSak tfeba provadét spravnym,
co nejméneé invazivnim, zpiisobem a musi byt nalezité legislativné oSetieno.

Zpiisob odbéru genetickych vzorki

Metoda odbéru tkanovych vzorki z mrtvych a Zivych zvirat se zasadné lisi. U mrtvych je-
dinci mzeme pouzit riizné invazivni metody, u Zivych obojzivelniki a plazi musime inva-
zivnost odbéru minimalizovat na nejmensi moznou miru. Na rozdil od situace v piipadé
odbéru vzorkl z muzejniho nebo jinak uloZeného materialu je tfeba vénovat vétsi pozor-
nost dokumentaci jedinct, z kterych byly vzorky ziskany. Zatimco u muzejniho nebo jinak
ulozeného materialu jsou obvykle udaje o jeho plivodu a taxonomickém zafrazeni
k dispozici a k danému predmétu se Ize vzdy vratit, u nové ziskanych mrtvych ¢i odchyce-
nych zvirat tomu tak neni (metody dokumentace dokladového materidlu jsou popsany
nize). Na rozdil od konzervovaného a preparovaného materialu, kde 1ze odbéry provadét ve
vybavenych laboratofich, musime u mrtvého, a predevsim zivého materialu ziskavat vzor-
ky v terénnich podminkéch ajsme zde do znacné miry limitovani ¢asem (tkdné mrtvych
zvirat se rychle rozkladaji, odbéry z zivych zvifat musi probéhnout rychle, aby se zvirata
zbytecné nestresovala).

V pripadé mrtvych obojzivelniki a plazi postupujeme obdobnym zptlisobem jako
u tekutinovych preparatd (viz niZe). U zvifat ur¢enych k naslednému uloZeni do muzejnich
a jinych dokladovych sbirek je tieba dbat na minimalizaci po$kozeni dokladovych jedinct
ana moznost jejich spravné preparace a konzervace (Kap. 2.5.4.). U jedinct, u kterych se
nasledné ukladani do sbirek nepredpoklada, lze odebrat vétsi mnozstvi vzorki z riznych
¢asti téla a z riiznych organi.

Pri ziskavani tkanovych vzorkid z Zivych zvirat volime takové metody, abychom co
nejméné zasahli do zZivota prislusného jedince a neohrozili jeho Zivotaschopnost a zdravi.
Velmi vhodnou metodou je v tomto sméru stér z povrchii tstnich sliznic. Lze jej ispé$né
provadét u stiedné velkych a velkych zvirat a pri jisté mire zrucnosti i u nékterych skupin
mensSich druhd. Stér spociva v jemném otfeni povrchi ustnich sliznic a nabrani slin daného
jedince tyc¢inkou obalenou na konci jemnou vatou. Pfi tomto tikonu je tfeba zviteti opatrné
otevrit tlamu. K fixovani otevirenych cCelisti 1ze u nékterych zvirat (napr. Zelv a jestérd) pou-
Zit pruzny gumovy nebo plastovy krouzek (napt. odstfizeny kousek potiebné silné hadic-
ky), ktery vsuneme do oteviené tlamy zvirete. Jedinec se do krouzku zakousne a my pak
zavadime vytiraci ty¢inku do tlamy krouzkem.

Dal$im neinvazivnim ptistupem je vyuziti svleéek zrohovatélé pokozky obojzivelnika
a plazi. Tyto svlecky Ize vsak jednoduseji ziskat jen u jedinct drzenych alespon kratkodobé
v chovu.

V pripadé obojzivelniki Zijicich ve vodé a u jejich larev Ize pomérné neinvazivné od-
stfihnout maly kousek ploutevnich lemi. Tyto lemy se vyvijeji a resorbuji v zavislosti na
pritomnosti obojzivelnikii ve vodé a maji zna¢nou regeneracni schopnost.

U hadg, vétsich jestérd, krokodyll a nékterych Zelv byva s ispéchem vyuZivana metoda
odstrihovani kouski Supin ¢i stiti (zpravidla bri$nich, viz Kap. 3.2.2.). Zastrihavani Supin



se Siroce vyuziva k individudlnimu znaceni plazi, a 1ze proto znaceni i odbér tkanovych
vzorkl uspésné kombinovat.

Jako pomérné malo invazivni metody byva nékdy u jestéri vyuzivano odstipovani $pic-
Ky ocasu. Tuto metodu lze vSak tolerovat jen u skupin s velmi dobrou regeneraci ocasu
(napf- jestéri celedi Gekkonidae, Lacertidae, Teiidae) a velikost odebirané ¢asti ocasu nesmi
pirekrocit nékolik malo milimetri. Navic je tieba si uvédomit, Ze u dokladovych jedinci se
tak znehodnocuje informace o délce jejich ocasu.

Za vice invazivni, ale obojzivelniky a plazy dobfe sndSenou metodu, 1ze povazovat od-
bér krve. Ten se provadi inzulinovou injekéni strikackou s tenkou jehlou. Obvykle dostacu-
je 0,1-0,2 ml krve. Krev se odebira z zil nachazejicich se mélce pod kiizi ¢i povrchem téla.
U plazti se obvykle napichuje podocasni Zila nebo Zila v podklickové oblasti. Pfi odbéru
krve je stejné jako pti vSech ostatnich odbérech z Zivych jedincl tfeba vénovat zvySenou
pozornost zachovavani hygienickych podminek a uziti ¢istych novych nebo dikladné dez-
infikovanych nastroju.

2.5.4. Odbér tkanovych vzorki z konzervovaného nebo preparovaného ma-
terialu

Muzejni a jiny dlouhodobé uloZeny material obojzivelnikt a plazi délime na tfi zakladni
skupiny: (1) tekutinové preparaty, (2) suché preparaty a (3) dlouhodobé hluboce zmrazeny
material.

Tekutinové preparaty predstavuji nejbéznéjsi formu uloZeni materialu obojzivelnik(
a plazi. Jedna se o jedince dlouhodobé ulozené v 70% ethanolu nebo 4% formalinu. Etha-
nol se jako fixa¢ni latka pouziva castéji v poslednich desetiletich, formalin byl jako fixa¢ni
a konzervaéni latka obliben spiSe v minulosti. Dnes se formalin uZiva predevsim pfi sbéru
vétSich sérii zvifat v terénu nebo pro fixovani a ukladani jemného materiadlu (napft. larev
obojzivelniki), ktery mohou dehydratac¢ni ic¢inky ethanolu poskodit.

Pro genetické zpracovani jsou tkané uloZené v ethanolu vhodné, kvalita a mnoZstvi izo-
lované DNA vs$ak klesaji umérné délce doby uloZeni preparatu a jsou zavislé na kvalité
a koncentraci pouzitého ethanolu (preparaty uloZené v silné denaturovaném a malo kon-
centrovaném ethanolu jsou méné vhodné neZ preparaty uloZené v Cistém ethanolu). Po
zkuSenostech z molekuldrné-genetické laboratore Narodniho muzea lze konstatovat, Ze
pouzitelnost tkani skladovanych v 70 % ethanolu denaturovaném 1% benzinem pro izolaci
DNA po deseti letech vyrazné klesa. Tkané uloZené ve formalinu jsou pouzitelné jen ve
velmi omezené mife. Z dlivodu maximalni vyuzitelnosti tkanovych vzork doporucujeme
vzorky ukladat pouze do ¢istého ethanolu.

Na kvalitu izolované DNA ma rovnéZ vliv teplota, pti které jsou vzorky skladovany. Né-
ktera pracovisté doporucuji pro dlouhodobé ukladani vzorkd hluboko mrazici boxy (teplo-
ta priblizné -18 °C), laborator Narodniho muzea Uspésné vyuziva bézné potravinarské
mrazici boxy. Pro ukladani fixovanych zvitat, z kterych lze ¢asem odebrat dal$i potiebné
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tkanové vzorky, udrzujeme v depozitarich teplotu kolem 18 °C.



Suché preparaty predstavuji dermoplastické preparaty (tzv. ,vycpaniny“), kize,
krunyte a kostry (pfipadné vyrobky z kizi, koster ¢i rohoviny).

Vyuziti suchych preparati pro genetické zpracovani je mozné, zavisi ale na stari pred-
métu a zplusobu jeho plivodniho zpracovani (typu fixac¢nich a konzervacnich ¢inidel) a cha-
rakteru ulozeni (depozitaie se stalymi klimatickymi podminkami versus material volné
ulozeny v expozicich apod.). Obecné plati, Ze ¢im star$i nebo hiife ulozené predméty, tim
mensi pravdépodobnost zachovani genetické informace (viz Kap. 10). Pravidla pro pivodni
fixaci plati stejna jako u tekutinovych preparatd. Konzervacni ¢inidla pouZivana na histo-
rickych sbirkovych predmétech jsou vétSinou neznamého sloZeni, proto lze jen tézko posu-
zovat jejich vliv na zachovani genetické informace. Pro charakter uloZeni plati, Ze ¢im lepsi
zachovani sbirkového predmétu (tedy i vhodnost podminek, ve kterych je pfedmét uloZen),
tim vétsi pravdépodobnost zachovani genetické informace.

Nékteré instituce nasbirany material uchovavaji ve stavu hlubokého zmrazeni (-70 °C
améneé). Po rozmrazeni je tento material pro genetické zpracovani dobte vyuzitelny.

Zptisob odbéru genetickych vzorki

Pro molekularni analyzu obecné sta¢i odebrat malé kousky tkané dlouhé cca 2-5 mm. Ty
se uchovavaji v 1,5-2ml zkumavkach naplnénych Cistym ethanolem. Je pfitom tfeba mini-
malizovat poskozeni daného predmétu, aby neztratil svoji dokumentacni a studijni funkci.

U tekutinovych preparatl obojZivelniki a plazii odebirame obvykle vzorky jater, srdce,
ledvin, svalli, pfipadné i kiize. Pro potieby molekularni analyzy lze tyto vzorky vzajemné
michat. Vniti'ni organy, jako jsou napf. jatra a srdce, se obvykle odebiraji u malych forem
obojzivelniki a plazl a zpravidla také u hadi a jinych beznohych forem plazt. Bfi$ni dutinu
otevirame kratkym rovnym medialné vedenym rezem ostrym skalpelem nebo chirurgickou
Cepelkou. Dbame na to, aby Fez netrhal bfisni sténu a aby po vyjmuti tkanového vzorku
k sobé obé strany fezu tésné priléhaly. Srdce nebo jaterni tkan vyjmeme tenkou pinzetou
nebo vystiihneme jemnymi, tzv. oénimi ntizkami. U drobnych jestéru lze odebirat také tkan
zjazyka a tim se vyhnout otvirani brisni dutiny a vyraznéjsimu poskozeni dokladového
jedince. Postupujeme tak, Ze pootevireme tlamu prisluSného jestéra, uchopime s$picku jeho
jazyka do pevné pinzety a otdCenim pinzety podél jeji podélné osy ¢ast jazyka vykroutime.
Nikdy neodstrihujeme Casti prstli nebo koncovou ¢ast ocasu. U plazti také neni vhodné
odebirat vétsi casti klize, s Supinami. Muzejni material by tak nenavratné ztratil nékteré
dtlezité charakteristiky, které se zjistuji a hodnoti pti jeho morfologickém studiu.

Odbér svalové tkané Ize doporucit u vétsich jedinct. U stredné velkych Zab a jestéri se
svalova tkan odebird zpravidla z ventralni strany stehen. Kiizi na stehné je treba opét pro-
fiznout rovnym tenkym podélnym fezem a po vyjmuti Casti stehennich svalii k sobé
rozfizlou kiizi znovu pritlacit. U nékterych skupin jeStérd napt. z Celedi Lacertidae nebo
Teiidae ¢i v pripadé urcitych skupin gekoni je tieba davat pozor, aby se pii odbéru nepo-
Skodily tzv. stehenni péry (podélné rady mazovych zlaz), které maji dilezity vyznam pro
morfologicka srovnani a determinaci jednotlivych druhd. U velkych obojzivelnikd a zvlasté
plazi Ize svalovou tkan odebirat na jakémkoli pfthodném misté tak, aby se minimalizovalo



poskozeni zvitete. Velka zvirata vSak vétSinou maji z konzervacnich divodid otevienou
brisni dutinu, a lze se tak snadno dostat k jejich vnitfnim organtim.

V pripadé suchych preparatl obvykle odebirdme malé povrchové vzorky kiize a dbame
pfi tom na to, abychom ptislusny preparat ¢i exponat poskodili na skrytych mistech a mira
poskozeni byla co nejmensi.

Z mrazeného materialu se vzorky odebiraji podobné jako z tekutinovych preparata. Je
vSak tfeba pamatovat na to, Ze opakované rozmrazovani a zmrazovani mrtvych obojzivel-
nikd a plazt poskozuje mikrostrukturu jejich tkani a takova zvirata se pak obtiZné fixuji
a konzervuiji, a jsou proto méné vhodna pro dokladovani v muzejnich sbirkach a k pripravé
tekutinovych i dermoplastickych preparatt.

2.5.5. Dokumentace a popis vzorki

Zptsob odbéru vzorkid urcuje i zplisob popisu vzorki. Prihlédnout je tieba i k tomu, Ze
muzejni sbirky mohou sestavat z polozek s riiznym zptisobem evidence (viz ZALMAN a kol.
2002). Muzejni polozky délime na: (1) sbirkové polozky vysoké kulturni a védecké hodnoty
se specialnim rezimem evidence a ochrany, jako jsou napriklad vyhynulé taxony, historické
sbéry ¢i typovi jedinci, které mohou podléhat zvlastnim naroka na evidenci a uloZeni (ve-
dené v centralni evidenci sbirek - CES); (2) trvalé sbirkové predméty, které jsou evidovany
s ohledem na jejich trvalou kulturni a védeckou hodnotu (vedené v CES); (3) trvalé sbirko-
vé predméty urcené piredevsim k vyzkumnym ucelim (vedené v tzv. doprovodné doku-
mentaci); (4) docasné sbirkové predméty urcené pouze k vyzkumnym tceltim, u kterych
muze dojit k Uplnému zpracovani tkani jedinc podléhajici muzejni evidenci, napiiklad
kadavery, tkanové vzorky apod. (vedené ve védecké dokumentaci prislusného vyzkumného
projektu); (5) docasné vzorky urcené k vyzkumnym ucelim nevyZadujicim specidlni mu-
zejni evidenci, napt. pobytové stopy, exkrementy, vytéry dutiny ustni, stéry pokozky, vy-
plachy traviciho traktu apod. (vedené ve védecké dokumentaci prisluSného vyzkumného
projektu).

Kazdy jedinec, ktery je uchovavan v muzejnich sbirkach, dostava evidencni cislo jako
dokladovy jedinec (voucher specimen). K dokladovym jedinciim je tieba vést protokoly
o sbéru, uloZeni a manipulaci - datum sbéru nebo odbéru, identifikace jedince, pohlavi
a stari jedince (vyvojové stadium, dospélost), piesna lokalita, zptisob uloZeni, délka uloZeni
v daném médiu (fixativu), predchazejici médium (fixativum), typ tkané atd. Pro detailni
pfehled o naklddani s dokladovymi jedinci odkazujeme zajemce na McDIARMID a kol.
(2012).

Docasné vzorky tkani odebrané v muzejnich sbirkach ale i vzorky tkani odebrané
v terénu je také tireba dokumentovat. VétSina udaji dokumentujicich tkanové vzorky je
shodna s idaji zaznamenavanymi pro dokladové jedince uvedenymi vyse. Ne vzdy je ale
mozné vSechny tyto idaje zaznamenat, zejména u vzorkl odebranych z kadaverd. Nejdile-
zitéjSimi minimalnimi dadaji o tkanovych vzorcich jsou pak: presna lokalita (geografické
souradnice mista nalezu), datum sbéru, plné jméno sbératele, typ tkané a jedine¢ny
koéd vzorku.



2.5.6. Mnozstvi odebiranych vzorki pro analyzu

Pocet jedinci z jednotlivych lokalit a mnoZstvi odebirané tkané silné zavisi na kondici stu-
dované populace organismu, kontextu dané studie, stavu odebirané tkané a metodé vy-
zkumu. Obecné plati, Ze pro fylogenetické studie mize stacit i jednotlivé vzorky na lokali-
tu, stejné tak pro fylogeografické studie, které ale vyzaduji hustsi pokryti zajmové oblasti.
Pro studie reSici, kromé historickych scénari a fylogenetickych topologii, i dynamiky jed-
notlivych populaci a mechanismy speciace je ale vhodné mit z kazdé lokality vétsi mnoz-
stvi jedincli. Mnozstvi vzorki potiebné ke genetické analyze urcité populace na jedné loka-
lité a pro mezipopulacni srovnavani je poplatné pouZitym metodam a v neposledni radé
i poCetnosti jedincli v danych populacich. Obecné je tfeba, aby pro porovnani genetické
diverzity byly pocty vzorki z jednotlivych lokalit srovnatelné. Pfi srovnavani pocetnéjsich
populaci by pocet vzorki z jedné lokalni populace nemél byt nizsi nez 10 jedincd (optimal-
ni pocet je 20 a vySe). Nejspravnéjsi postup pak je podniknout pilotni studii na minimal-
nim poctu jedincd, ktera poslouzi dale k odhadu konecné velikosti vzorku a rozsahu vzor-
kované oblasti. Vzhledem k tomu, Ze nékteré druhy obojzivelnikili a plazi jsou na pokraji
vyhynuti, je tfeba pokazdé zvaZovat, jestli informac¢ni hodnota dokladovych jedinci ¢i vy-
sledkii molekularnich analyz prevysSuje kulturni a environmentalni hodnotu studovanych
organismd, nebo naopak, zdali je zdsah v podobé odbéru natolik vyznamny, Ze by mohl mit
potencial narusit pohodli ohroZenych organismi a organismu obecné.



2.6. Ptaci

2.6.1. Dokladovy jedinec

Zptsoby odchytu ptakl jsou uvedeny napt. v pracich LELLAKOVA a kol. (1985) ¢i EYMANN
a kol. (2010). ProtoZe Ize takto odchycené ptaky bez problémi pouzit ke genetickym analy-
zam, omezime se zde na situaci, kdy jiZ mame jedince odchyceného. Je-li to technicky
a pravné mozné, je idedlni zachovat celého jedince (celého ptdka), z néhoz je vzorek pro
DNA odebran. Tento jedinec by mél byt uloZen v centralnim ¢i spAdovém muzeu a v ném
zaevidovan takovym zpisobem, ktery umoziuje jeho jednoznacnou identifikaci.

Pokud celého jedince nelze z jakéhokoliv diivodu zachovat, je nutné: (a) dokumentaci ke
kazdému vzorku doplnit o idaj/e jednoznacné odkazujici k ptivodnimu jedinci (misto, da-
tum a ¢as odchytu zivého nebo nalezu mrtvého ptaka, piip. ¢islo krouzku, ¢islo ptaka
v terénnim deniku; viz Kap. 2.6.6.), a (b) pomoci fotografii, biometrickych (délka kridla,
délka zobaku apod.) a morfologickych (barva oka, zobaku a béhaku, tvar letek ¢i rydovacich
per apod.) udaji zaznamenat znaky, které pozdéji umozni ovérit, zda bylo taxonomické
urceni jedince spravné.

Poridit odpovidajici dokumentaci je vhodné i v pripadé odbéru vzorku ze separatné na-
lezenych Casti téla (napt. pero, kost) nebo produkti téla (napf. vejce, trus).

2.6.2. Typy vzorki

DNA lze extrahovat prakticky ze vSech tkani, byt z nékterych (zejména krev, kiize) je ex-
a/nebo z nich lze ziskat jen kratsi iseky DNA, které se obtiZnéji interpretuji.

Kromé ¢asti téla, jako jsou krev, kiliZe, svaly, jatra a jiné vnitfni organy, drapy, peri
a kosti (HoysAK & WEATHERHEAD 1991; DRUMMOND a kol. 1997; SEGELBACHER 2002; HORVATH
a kol. 2005; FAIR a kol. 2010; VALLANT a kol. 2018), 1ze genetické vzorky odebirat i z vajec
(LEE & PRYs-JONES 2008; TRIMBOS a kol. 2009; OsKAM a kol. 2010; MARTIN-GALVEZ a kol. 2011;
GREALY a kol. 2017; MAIA a kol. 2017), astni dutiny (otér sterilni vatickou; HANDEL a kol.
2006), moc¢i a trusu (NOTA & TAKENAKA 1999; TABERLET a kol. 1999; EGLOFF a kol. 2009;

Odebirat genetické vzorky lze z Cerstvého materialu, stejné jako z muzejnich jedinct
[zpravidla starych desitky az stovky let; HERRMANN & HUMMEL (1994); THOMAS (1994); LEE
& PRYS-JONES (2008); HARTNUP a kol. (2011); BESNARD a kol. (2016)] a ze subfosilnich a fo-
silnich nalezi, starych stovky az miliony let (PAXINOS a kol. 2002; OskAM a kol. 2010; GREALY
akol. 2017; GREEN & SPELLER 2017).

Sbirat Ize i tzv. environmentalni DNA (eDNA; TABERLET a kol. 2012; BOHMANN a Kkol.
2014; THOMSEN & WILLERSLEV 2015), napiiklad z hnizd (PEARCE a kol. 1997), vody (USHIO
a kol. 2018) nebo plidy (ZIELINSKA a kol. 2017).



2.6.3. Velikost vzorku

Zpravidla staci odebrat asi 1 mm3 = 0,001 ml tkané, z pefi staci odebrat nékolik malo vétvi
praporu. RovnéZz staci odebrat stér vatickou (napf. z vaje¢né skordpky). Dluzno po-
dotknout, Ze techniky zpracovani materidlu se priibézné zlepsuji (napi. CHEN a kol. 2018;
BILLERMAN & WALSH 2019; GREALY a kol. 2019; Tsal a kol. 2019), takze potrebné mnozstvi
odebraného materialu se pribézné zmensuje.

2.6.4. Uchovani vzorku

Mékké tkané (jatra, kiize apod.) je tieba ulozit do Cistého ethanolu v nadobé odpovidajici
velikosti (zkumavka, epruveta apod.). Suché tkané (pefi, drapy apod.) je mozné ulozit do
obdobnych nadob (staci bez ethanolu) nebo do igelitovych sacki.

Pokud se vzorky odebiraji z jiz dfive nasbiraného materialy, je tfeba dle moznosti zjistit
i chemickou minulost daného jedince (nejen minulost v muzeu, ale i minulost pfed tim, nez
se mrtvola dostala do muzea), protoZe nékteré zptisoby uchovani mohou degradovat DNA
obsazenou v danych jedincich a tim zhorSovat ¢i dokonce znemozinovat extrakci DNA
z takovych jedincl. Pro nékteré aspekty viz napt. TOPFER a kol. (2011) a PAREDES a kol.
(2012).

2.6.5. Interpretace nalezii

Z hlediska dalsiho pouziti analyzované DNA je moZné rozliSit DNA znamého taxonomické-
ho ptivodu a DNA neznamého taxonomického ptivodu.

V prvnim pripadé je DNA odebrana z jedince, ktery byl taxonomicky presné urcen po-
moci jinych nez molekularnich znakd. Tuto DNA lze pozdéji pouZit jako standard pro urco-
vani jinych jedinct.

V druhém pripadé naopak analyzovana DNA slouzi k taxonomickému urceni daného je-
dince.

2.6.6. Dokumentace

Kazdy vzorek musi mit iidaje o svém plvodu, tedy o tom, z ¢eho (exemplar), kdy (datum
sbéru), kde (lokalita sbéru) a kym (sbératel) byl odebran. VSechny tidaje je tfeba uvést co
nejpresnéji. Urcita duplicita adaji slouzi ke zpétné kontrole v pripadé preklepid nebo ne-
jasnosti vSech druhd. Na typu vzorku zavisi, zda vSechny potiebné tidaje budou uvedeny
pfimo u ného (na jeho obalu ¢i na priloZené etiketé) nebo bude na vzorku uveden pouze
unikatni kod a potiebné tidaje budou pod timto kédem uvedené v databazi.

U exemplare je tieba zaznamenat jeho taxonomickou identitu (druh, pripadné
i poddruh), jeho biologicky stav (stari a pohlavi), ptipadné dalsi idaje (barevna morfa, stav
opefeni, onemocnéni apod.). U data zpravidla postaci den, mésic a rok sbéru. U lokality
pak geografické koordinaty s presnosti na setinu stupné (odecteny z GPS) a doplnéné na-
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zvem nejblizS§iho lidského sidlisté s jeho administrativni lokalizaci (okres, kraj, provincie,
stat apod.) a/nebo (podle situace) s jeho geografickou lokalizaci (ostrov, pohoii apod.).
V horach je dobré pridat idaj o nadmoiské vysce. Sbératel by mél byt uveden plnym jmé-
nem, vcetné afiliace (nazvu institutu, kde pracuje) nebo domaci adresy. U jedincti chova-
nych v zajeti je nutné zaznamenat i idaje o tom, zda pochazi z volné prirody nebo zda se uz
vylihl v zajeti, pokud mozno i v kolikaté generaci Zije v zajeti. U muzejnich exemplaru je
kromé data a mista jeho sbéru (v prirodé) a jména sbératele (z prirody) nutno zaznamenat
i ndzev muzea a inventarni ¢islo daného exemplate.

2.6.7. Pravni a etické aspekty

Pri jakémkoliv odchytu ptakd, odbéru vzorkd, jejich uchovavani a transportu (v ramci jed-
noho statu i mezi staty) je nutné dodrzovat vSechny zakony a souvisejici predpisy, které
jsou momentalné platné v daném stateé ¢i statech - viz Kap. 2.8.

Zaroven je nutné vzdy dodrzovat etické normy. Z tohoto hlediska je nejlépe provadét
neinvazivni odbéry vzorki, tj. takové, pri nichZ neni narusSena fyzicka integrita ptaka
(WaIts & PAETKAU 2005). Pri invazivnich odbérech (napt. odbér krve, vytrzeni pera) je
nutné minimalizovat dopad takového odbéru na ptaka. Z etického hlediska nejhorsi varian-
tou je zabiti ptaka. Dluzno ovSem poznamenat, Ze odbér celého ptaka jako dokladového
jedince je jedinou cestou, jak zajistit plnohodnotné ovéreni spravnosti jeho taxonomické-
ho urceni.



2.7.Savci

2.7.1. Obecné postupy

Dokumentace sbirkového materidlu

Zptsoby odchytu savcl jsou uvedeny napt. v pracich LELLAKOVA a kol. (1985) ¢i EYMANN
a kol. (2010). ProtozZe lze takto odchycené savce ve valné mitfe pouzit ke genetickym analy-
zam (detaily viz niZe v této kapitole), omezime se zde na situaci, kdy jiZz mame jedince od-
chyceného, pifipadné mame k dispozici muzejni material.

V muzejni sbirce je kazdy jedinec dokumentovan kromé vlastniho dokladového mate-
ridlu (jimz je u savci standardné tekutinovy preparat a/nebo lebka Ci cela kostra a/nebo
ktze, ktera mlze byt preparovana riznym zpusobem, at naloZena v tekutiné, sucha, ¢i
vyC€inéna nataZena na model téla, tzn. ,vycpana”) také souborem udajii. Témi jsou jednak
obecné udaje, tzn. co nejpresnéji zaznamenana lokalita, datum sbéru a sbératel, a dale kon-
krétni udaje o jedinci, tzn. jeho pohlavi, vék a rozméry (viz nize). Tyto Gdaje museji byt
k dispozici, mély by se tedy stat soucasti sbirkové evidence. Stejné tak by mélo byt evido-
vano terénni a sbirkové ¢islo, aby byl jedinec s evidenci nezaménitelné propojen (napf.
PHILLIPS a kol. 2019).

Ciselnou fadu, kterou se jedinci oznacuji na $titcich pii sbéru v terénu a ktera nesouvisi
s jasné danym c¢islovanim muzejni evidence, je vhodné opatrit neménnym typem predpo-
ny/zKkratky (prefixem), kterd by méla byt zvolena tak, aby se co nejobtiznéji zaménila
a také aby se co nejméné ménila v Case. Prefix by mél sestavat alespoii ze dvou ¢i tii pis-
men, coZ opét 1épe zamezi zaméneé. V muzejni sbirce se pak Stitek s prvnim (nejcastéji te-
rénnim) oznacenim doplni na stejném misté (aby neblokoval dal$i ¢ast jedince) dalSim
Stitkem s ¢iselnym oznacenim inventarizace druhého stupné, resp. vlastni muzejni eviden-
ce (at’ uZ jakéhokoliv stupné, viz ZALMAN a kol. 2002).

Konzervace

Savce lze podle jejich sbirkového piedpreparacniho zpracovani technicky rozdélit do dvou
kategorii, na drobné savce a velké savce. Tyto kategorie se sice lisi velikosti doty¢nych za-
stupct, svoji systematickou pribuznosti se ale mohou prekryvat (napt. EYMANN a kol. 2010).

Do skupiny drobnych savci pocitame jedince, jejichZ hmotnost se pohybuje maximalné
v Fadu stovek gramd, cili hmyzoZravce v nejSirSim slova smyslu, dale hlodavce (Rodentia),
tany (Scandentia), letuchy (Dermoptera) a netopyry (Chiroptera). Zde popsané techniky
ovSem mohou platit i pro mensi ¢i drobnéjsi Selmy (Carnivora), primaty (Primates), zajice
(Lagomorpha), chudozubé (Xenarthra), vacnatce (Metatheria), pripadné i pro drobné je-
dince ¢i mlad'ata druhi dal$ich skupin. Jako velké savce pak oznacujeme druhy zbyvajicich
skupin, resp. jedince, jejichZ hmotnost se pohybuje v radu kilogrami, ¢i jejich desitek az
stovek. Hranice mezi kategoriemi tedy neni nijak ostra a jasné vymezena.



2.7.2. Drobni savci

Sbér a dokumentace

Pri sbéru drobnych savct v terénu se téla primarné uchovavaji v ethanolu, teprve pozdéji
se rozhoduje o vysledném typu preparace (tj. o extrakci lebky ¢i dalSich kostnich elementi
a preparaci kiiZe). Provadét preparaci (tzn. stahovani a suseni kiize a déleni zbytku kadave-
ru) piimo v terénu neni zcela vhodné, protoZe je naro¢na na cas, prostor, klimatické pod-
minky a mlZe vzbuzovat nezadouci pozornost, jak prilis zvidavé verejnosti, tak skadcd. Pri
moznosti umistit kadaver do mrazictho boxu, tzn. jiz v prostorach sbirky, je moZno jej po
uvodnim zpracovani (méfeni aj.) zamrazit a do rozhodnuti o typu preparace ponechat ve
zmrazeném stavu. Avsak i ve zmrazeném stavu probiha vysychani tkani a degradace tuku
v tkdnich, nehledé na energetickou naro¢nost udrzovani celych jedinci zmrazenych. Mra-
zeni tedy neni vhodnou metodou pro trvalou konzervaci savcii a vyuzivame ho jen jako
docasné reseni.

V terénnich podminkach pri dostatku fixacniho ethanolu se zvifata do hmotnosti
ca. 0,5 kg (tzn. prevazujici vétSina z kategorie drobnych savcli) uchovavaji celd, vcetné
vSech vnitfnich organ, tzn. i s kompletnim travicim traktem a jeho obsahem. Vyjimku tvori
bylozravci (napf. kaloni ¢i hlodavci), jejichZ travici trakt, zejména Zaludek, tlusté a slepé
stfevo, je silné naplnén nestravenou hmotou, jeZ by se mohla zacit rozkladat dfive, nez by
se prosytila a fixovala ethanolem; u nich je tfeba po technickém zpracovani (dokumentaci)
po sbéru vyjmout travici trakt od konce jicnu po konecnik (neni-li v§ak jedinec sebran pra-
vé pro prostudovani obsahu travici trubice). Pokud se vsak jevi, Ze ma jedinec prazdny ¢i
témér prazdny obsah travici trubice (napt. v pripadé kalond, ktefi ji navic maji pomérné
kratkou), neni nutno ji odstranovat. Pfi odstrafiovani travici trubice je vSak tfeba ponechat
v biisni dutiné ledviny a od Zaludku oddélit slezinu, ktera se uklada samostatné (viz nize).
V pripadé exotickych sbért je nutno zvazit, zda i presto, Ze se jedna o byloZravce, neni pie-
ce jen vhodné sebrat jedince kompletniho a nezbavovat jej vnitinich ¢asti, nebot vétsi sbir-
kovou hodnotu ma vzdy jedinec kompletni. V takové situaci je nutné otevrit dutinu bfisni,
aby mohl ethanol fixovat i vnitini tkané, pripadné u mensich exemplaii miizeme ethanol
vstitiknout dovniti pomoci stiikacky.

Velké jedince (relativné velké hlodavce, Selmy, kaloné, ¢i nékteré velké netopyry apod.)
Ize pti nedostatku fixacniho ethanolu a pii velkém poctu jedincl téhoZz druhu castecné
stahnout, tzn. odstranit trup (resp. jen jeho vétsi cast obsahujici utrobni organy) a krk,
zatimco v celistvé kizi ponechat, a tedy nestahovat, lebku, ocas a kompletni distalni ¢asti
koncetin a z proximadlnich ¢asti kostry koncetin ponechat vSe po ramenni kosti a panev.
Takto upravené télo zabere mnohem mensi prostor v nddobé s fixacnim ethanolem, a tedy
spotiebujeme i méné fixativa, do kterého se navic uvolni méné télesnych tekutin; dprava
ovSem zabere vice Casu.

Kazdy druh drobného savce z doty¢né lokality, piipadné i kazdy kus (to plati zejména
v pripadé exotickych sbérii, taxonomicky komplikovanéjsich skupin anebo identifikacni
nejistoty), je tieba fotograficky dokumentovat tak, aby byl na snimku patrny tvar ¢enichu
a usniho boltce, u netopyra také nosniho listku, tragu (usniho vicka) a penisu (radéji vice
nez jednim snimkem pro kazdy znak a pripadné i z vice pohled). Pri fotografovani je vSak
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tfeba dbat na to, aby bylo vZdy dokumentovano, ze kterého konkrétniho jedince pochazi
ktera fotografie - nejvhodnéjsim usporadanim je, kdyz primo na snimku je zachycen i Stitek
s protokolarnim cislem dotycného kusu. Soucasné by na fotografii mélo byt pritomno mili-
metrové/centimetrové méritko, dle velikosti fotografovaného objektu (v pfipadé nouze
nahrazeno predmétem konstantniho rozmeéru - ,krabicka od zapalek”). Jako doplnéni je
vhodné dokumentovat i barevnou variabilitu, tzn. vyfotografovat spolecné vice kusi naa-
ranzovanych podle variacni §kaly ve stejné pozici na jeden srovnavaci snimek.

Znaceni, mereni a fixace

Pfi vlastnim zpracovani je nutno nejprve oznacit jedince papirovym Stitkem
s identifika¢nim cislem/kddem, privazanym na zadni koncetinu nad kotnikem (vhodné je
oznacovat vzdy stejnou, napf. levou koncetinu). Psat na Stitky je tfeba mékkou tuzkou,
ptipadné v ethanolu nerozpustnym pigmentem; pti psani tuzkou s tvrdou tuhou se tuha
méné otira o papir, a tedy se snaze smyje ve fixacni tekutiné.

Po navazani stitka se jedinci zvaZzi - nejcCastéji se pouzivaji citlivé pruzinové vahy, pra-
cujici na principu mincife, dodavané nékolika vyrobci v rizné kalibraci (rozsah do 10 g,
30 g 100 g, 1 kg atp.). Je vhodné mit vice riizné kalibrovanych vah, mensi rozsah kalibrace
umoziiuje presnéjsi méreni v malych hodnotach. Pro hmotnost téla se nejCastéji pouziva
oznaceni G (gravitas) anebo W (weight).

Délkové télesné rozméry drobnych savci se méii posuvnym méritkem (,Suplerou”),
vétsich savcl s rozméry nad 200 mm pasmovym méritkem.

Délka téla [zkracuje se jako LC (longitudo corporis) nebo HBL, ptipadné H+B (head and
body length)] se méri tak, Ze se zvire poloZi na pevnou podloZku na hibet a prsty se pritlaci
tak, aby byla jeho patef maximalné natazend; hlava se ohne ve hifbetnim sméru tak, aby
Cenich sméroval co nejdile smérem od patere a jeho S$picka tvorila nejzazsi bod méreni
smérem od patefe (u vétSiny zemnich savci to zhruba odpovida prirozenému télesnému
stavu, krk se jen mirné zakloni, u netopyrt je vSak tento manévr nezbytny, nebot ¢enich
u nich sméfuje bfiSnim smérem); pak se zméfi vzdalenost mezi Spickou cenichu a stifedem
titniho otvoru. Pozor je tfeba dat u samic, kde je v blizkosti riti téZ vulva, ktera tomuto
méfeni nepodléh3, ale miize zmast, nebot mize byt v nékterych Zivotnich fazich vyraznéjsi.

Délka ocasu [LCd (longitudo caudalis), TL (tail length)] se méfi ve stejném typu nata-
Zeni jako pri méreni délky téla zvirete, a to od stredu fiti po Spicku ocasu. Pozor je treba dat
u téch skupin netopyri, kde je kiize na ocase posunliva (¢eledi Emballonuridae, Molossi-
dae), aby byla méfena jen patefni ¢ast ocasu a nikoli ,svlecena” klize, tj. posunutd mimo
vlastni ocas. Taktéz ocasni létaci blana (uropatagium), do niz je u vétSiny netopyrl zavzat
ocas, musi byt pii méreni pridrZena tak, aby mohl byt ocas maximalné natazen. U kalont
a dalsich ,bezocasych” netopyri, ktefi maji kraticky, avsak patrny ocas, se méri délka ocasu
stejné, i kdyz vétsi ¢ast tohoto rozméru miiZe zabrat ¢ast od fiti po ,kofen” ocasu.

U pozemnich savci se dale méri délka chodidla zadni koncetiny, tj. nohy [LTp (longitu-
do tarsi posterioris), HFL (hind foot length)]. Tento rozmér se mét{ od paty po distaln{ okraj
biiska nejdelSiho prstu bez drapu; pfi tom je vhodné ohnout kotnik tak, aby pata tvorila
pravy uhel (tedy do podobného tvaruy, jaky ma normalné pata u ¢lovéka) a tlapku naprimit,



pritom se napfimi i prsty a je mozno délku zmérit pomérné presné. U netopyrd neni nutno
meérit délku zadni tlapky (ackoliv néktefi autoii ji méri), stejné tak jako délku holené ci
délku palce predni koncetiny; tyto rozmeéry jsou dobfe méritelné na preparovaném materi-
alu, jak tekutinovém, tak isuchém, a nepovazuji se za standardni rozméry zjiStované
u vSech druhf.

U netopyri je vSak navic standardnim rozmérem (dokonce tim nejpodstatnéjsim) délka
prredlokti [LAt (longitudo antebrachii), FAL (forearm length)]. Ta se méri na sloZeném
kiidle a pii ohnutych kloubech (tzn. lokti a zapésti), jakoZto vzdalenost mezi nejzazsimi
body na hrotu lokte (okovce [olekranonu] kosti loketni [ulny]) a hfbetu slozeného zapésti
(takto mérena délka byva v némecké literatute oznacovana UA*; zatimco zkratka UA- pred-
stavuje nestandardni rozmér, délku prredlokti mérenou jen na srostlych predloketnich kos-
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tech [vietenni a rudimentarni loketni] bez kosti zapésti, kterd se vSak méii mnohem obtiz-
néji). Délku predlokti je vhodnéjsi mérit témi castmi cepeli posuvného méritka, které maji
plosky, mezi které lze predlokti sevrit, a nikoliv uzké ¢i dokonce ostré brity ¢i hroty, jimiz
se méfi ostatni rozmeéry.

Délka usniho boltce [LA (longitudo auris), EL (ear length)] se méfi pii natazeném bolt-
ci od nejproximalnéjsiho (nejblize oku ¢i koutku ust) zahybu baze boltce, kde boltec pre-
chazi v kizi tvare, a nejvzdalenéjsim bodem na boltci od onoho bodu, bez ohledu na tvar
boltce a jeho dalsi vyristky, které byvaji vyrazné zejména u netopyri. U netopyri je navic
jesté standardnim rozmérem délka tragu [kozliku, usniho vicka; LT (longitudo tragi), TL
(tragus length)], pokud je ovSem pritomen. Ta se méfi od nejnizsi Casti tragu (zde Casto
tragus vytvari pridatné listky, tedy vcetné nich) po Spicku. Pokud ma tragus zahnuty tvar,
méri se prima linie mezi bazi a hrotem a tragus se nenapiimuje.

Po zméreni jedince se nastiihne sténa jeho brisni dutiny podélnym stiihem stiedni linii
bricha mezi meCovym vybézkem prsni kosti a Fiti (stfih ukoncit nékolik milimetri pied ni),
tak aby byly vidét bri$ni organy (tj. ne jenom prostfihnout kiizi) a do b#i$ni dutiny mohl
vniknout fixa¢ni ethanol. V této fazi opét zkontrolujeme urceni pohlavi a véku, a to nejen
podle vnéjsich znakd, ale i podle stavu pohlavnich organt patrného v brisni dutiné. Pokud
se jedna o brezi samici, je vhodné zmérit velikost zarodkd (embryi ¢i plodli) - méri se
nejdelsi rozmér, ktery odpovida délce hlavy a trupu, a poznamenat si jejich pocet v kazdém
rohu délohy. Vzhledem k tomu, Ze zarodky obsahuji velké mnozstvi vody, dojde po jejich
uloZeni do ethanolu k vysuseni a silné deformaci a plivodni rozméry jiz nebude mozno
zmérit.

Nasledné se jedinec umisti do nidoby s fixa¢nim roztokem, nejcastéji a nejvhodnéji
koncentrovanym roztokem ethanolu ve vodé. V terénnich podminkéach, pokud neni ethano-
lu nedostatek, umistujeme jedince do ¢istého ethanolu, aby fixace probéhla rychle (jedinec
navic uvolni do ethanolu mnozstvi vody, a tedy jeho koncentraci snizi). Pozdéji, miiZe to byt
i po nékolika tydnech, jedince umistime do nového cCistého roztoku ethanolu, nejlépe
070 %. Vtomto fixa¢nim roztoku uZ mohou byt jedinci ukladani do sbirky a mohou tak
zlstat natrvalo, nedojde-li pozdéji k rozhodnuti o jiném typu preparace doty¢ného kusu.
Cas od Casu, zhruba v rozmezi nékolika let, je vhodné fixacni roztok v nadobé s uloZenymi
jedinci zcela vyménit, nebot se do ethanolu vylucuje rozpustény tuk, jenz (velice pomalu)



podléha degradaci. Nadoby s jedinci museji byt uloZeny ve tmé, bud'to v mistnostech bez
oken, anebo ve skrinich bez nejmensiho piistupu denniho svétla, nebot svétlo nékolikana-
sobné urychluje fyzicky rozpad tkani, nemluvé o rozkladu pigmentl a tedy ztraté barev
uchovavanych jedinct.

Pokud to dovoluje Cas a zrucnost, je vhodné jesté pred nastrizenim stény brisni dutiny
z jedinct drobnych savcli odebrat vnéjsi parazity (ektoparazity). Pokud jsme schopni urcit
druh hostitele (a nejedna-li se o specializovany vyzkum), je moZno dat vSechny jedince
parazitl z jednoho jedince hostitele do jedné zkumavky s ethanolem spole¢né s papirovym
stitkem s oznacCenim hostitele, tzn. se stejnym oznacenim, které ma savci hostitel na papi-
rovém Stitku na zadni koncetiné (Kap. 2.2. a 2.3.).

Pozndamka

Pro pievoz sebranych a fixovanych jedinci, kdy je nouze o prostor a poZadavky na nizkou
hmotnost zavazadel (typicky pro prepravu letadlem), Ize jedince vyjmout z nadoby
s ethanolem a prenést je do igelitovych sackl (nikoli mikrotenovych, ty propoustéji etha-
nol). OvSem to az tésné pred cestou a po prijezdu je nutné je hned prenést do nadoby se
70% roztokem ethanolu. Jedince nijak nezdimeme, jen je nechame okapat a preneseme tak,
aby v srsti zlstal zbytkovy ethanol. Sacek hned uzavieme, aby téla neosychala. Pokud je
vSak jedinc maly objem, je mozno je transportovat v pivodni fixaci a v nddobach, ve kte-
rych byli shromazd'ovani, pakliZze uzavér nalezité tésni.

2.7.3. Velci savci

Sbér a dokumentace

Aborty, novorozence avelmi mlada stadia juvenilnich jedinc velkych savct uklddame
trvale do ethanolu, pripadné do smési ethanolu a formalinu (kde formalin tvofi malou
primés v radu jednotlivych procent - formalin na rozdil od ethanolu dokaze fixovat nervo-
vou tkan). Tito jedinci takto naloZeni v tekutiné ziistavaji, nebot vesmés nebyva divod, aby
byli preparovani jakkoliv jinak (vyjma specialnich diivod(, napf. priprava expozice vyvoje
organt apod.). Kosti nejsou u téchto stadii z velké casti jesté osifikovany a srst, pokud je
viibec pritomna, ma juvenilni znaky, coZ oboji neumoziiuje klasickou dokladovou preparaci
velkych savcl. Proto staci tato stadia nalozit do ethanolu, nejprve koncentrovanéjsiho, do
néhoz se uvolni télesné tekutiny, pozdéji do 70% roztoku, v némz zlistavaji trvale. Pfed
naloZenim je tfeba dokumentovat rozméry jedince a nastfihnout sténu brisni dutiny, tj.
postupovat v souladu s piedpreparacni piipravou drobnych savci popsanou vyse.

Ostatni jedince velkych savci je po smrti nutno urychlené pripravit k preparaci, nelze
pocitat s tim, Ze by ve zmrazeném ¢i dokonce cerstvém stavu mohli byt pfechovavani delsi
dobu nedotceni. Typickym muzejnim dokladovym jedincem velkého savce je kosterni ma-
terial ¢i alespon lebka a preparovana kuize, tzn. vy¢inéna s minimalnim vyuzitim Kyselin, jeZ
v dlouhodobém pohledu mohou kiizi narusovat a ve vysledku ji znehodnotit. Dopliikové
mohou byt zachovany dalsi tkané v podobé tekutinovych preparatd.



Predpreparacni dokumentace velkych savct celkem pochopitelné odpovida dokumen-
taci drobnych savcd, rozdil je jen v technice méreni nékterych rozmért. Prestoze vzhledem
k tomu, Ze u urcitych velkych savc, jez jsou povazovani za tzv. zvér (tedy byvaji usmrco-
vani ve véts$i mife nez jiné druhy v ramci myslivosti a vztahuji se na manipulaci s nimi
zvlastni pravidla a pravni predpisy, viz Kap. 2.8.), byva cCastéji zaznamenavana hmotnost po
vyvrzeni, je vhodné zaznamenat jak hmotnost jedince pred vyvrzenim tutrobnich organt,
tak i po jejich vyvrzeni.

Délka autopodia (nohy) zadni koncetiny a uSniho boltce se mé¥{ stejnou technikou jako
u drobnych savci (viz vyse). Délka téla a délka ocasu velkych savci se neméri v primé
linii ana briSni strané téla, ale podle linie hibetu (patefe) a s méritkem priloZzenym
k hitbetni c¢asti hlavy a pateti; méri se tak délka hibetni povrchové linie od Spic¢ky ¢enichu
po koten ocasu a délka hibetni strany ocasu od piechodu v trup po distalni okraj (hrot)
posledniho obratle bez koncovych chlupti. U kopytnikt a vétSich Selem byva zvykem mérit
i vy$ku v kohoutku [AC (altitudo corporis), SH (shoulder height)], tedy nejvétsi vzdalenost
mezi Spickou nejdelsiho prstu predni koncetiny bez drapu, resp. véetné kopyta, a nejvyssim
bodem lopatkové Casti hibetu - ten je tvofen svalovinou na trnovych vybézcich hrudni
patere, pripadné lopatek.

Preparace

Zméreného a zvazeného velkého savce je tfeba vyvrhnout, tzn. zbavit Gtrobnich organt,
a to proto, aby rychle se rozkladajici organy nezptisobily znehodnoceni kiiZe a srsti trupu
(zapareni). Za tim Gcelem je tfeba profiznout bfisni dutinu, podobné jako u drobnych sav-
cl; ez vedeme od mecového vybézku hrudni kosti po Fitni otvor. Pupecni jizvu neproteza-
vame, ale kiizi obfizneme kolem okrouhlym fezem. Z btisni dutiny pak vyjmeme vSechny
organy travici soustavy, z hrudni dutiny pres profiznutou branici také plice a srdce a tyto
organy neuchovavame (pakliZe je nehodlame vyuzit k dalSimu studiu). Télo pak bud’ za-
klzi a zvlast hrubou kostru, tzn. zbytek téla s odstranénou volnou svalovinou. Pokud hod-
lame jedince preparovat jako vycpaninu, vyvrZené télo uloZime do mraziciho boxu, zabale-
né do igelitové félie zabranujici vysychani téla (specializovany preparator stahne kizi pro
vycpani sam).

Pokud hodlame kuizi zafadit do sbirky jako vycinény dokladovy kus, je tieba ji stahnout
z téla a zamrazit, zamrazenou pak predat k vyCinéni. KiiZze se z téla stahuje postupné od
fezu na briSni dutiné, ktery slouZil k vyvrZzeni. Vedeme od néj pokracujici ez stredni linii
spodni strany téla pres hrudnik a hrdlo az po bradu a na opacné strané biicha vedeme tez
stfedni linii pres fitni otvor a na spodni stranu ocasu. Ve stfednich liniich spodnich stran
také narizneme klizi na koncetinach a prstech. Klize se stahuje narusovanim ¢i odrezava-
nim podkoZniho vaziva od btisni strany ke hibetu na vSech ¢astech téla, vcéetné koncetin,
krku, hlavy a ocasu, pricemz kiizi zbavujeme také tuku, je-li pritomen. USni boltce odrizne-
me od lebky co nejbliZe kosti tak, aby chrupavcité boltce zlistaly soucasti sbirkové kiize;
stejné tak protneme spojivkové vazivo, aby nebyla porusena oc¢ni vicka; podobné se proriz-
ne i nosni chrupavka, aby ziistala neporusena kiize ¢enichu, a opatrné se odrizne kiiZze pys-



ki, co nejblize dasnim. Soucasti kiize vétSinou zlstavaji drapy ¢i nehty, zatimco kopyta
oddélujeme a vysuSena se pridavaji ke kostre. Neni-li mozné kiizi zamrazit, je vhodné ji
silné nasolit (pripadné natiit smési kuchynské soli a kamence), svinout srsti ven a velmi
zahy, pti prvni vhodné prilezitosti, uloZit to mraziciho boxu bez odsolovani, kde ziistane az
do chvile, kdy je predana kozeluhovi k vycinéni. Pokud nelze nasolenou kiizi do nékolika
malo dnll zamrazit, je vhodné ji ususit (nejlépe zavésenou Ci vypnutou) na stinném misté
s proudicim vzduchem a dale skladovat ¢i pfepravovat vysuSenou, opét do chvile, kdy miize
byt predana k vycinéni.

2.7.4. Tkanové genetické vzorky

Samo odebirani tkanovych vzorki je pomérné prosté. Spise je potieba byt na né nalezité
pripraven, coZ ovSem také neni nijak sloZité. Je nutno mit predem pfipraveny zkumavky
s Cistym ethanolem, nejlépe naskladané v k tomu urcené uzaviratelné krabicce, kterych
existuje nékolik typl. Také je vhodné mit predem pripraveny Stitky s predtiSténymi (na
laserové tiskarné) nebo predepsanymi kdody, kterymi jsou znaceni i jedinci, z nichz je vzo-
rek odebiran. Dale je nutno disponovat kovovymi pitevnimi nastroji (pinzetou, skalpelem,
nlizkami), které je vhodné sterilizovat v priibéhu odebirani vzorki, aby nedochazelo ke
vzajemné kontaminaci genetického materialu z vice jedinci.

Pokud tedy zpracovavame vétsi pocet jedinci, zejména drobnych savcd, je vhodné po-
stupovat po etapach, nejdiive vSem jedinciim privazat stitky (kdyz jsme piedtim urcili je-
jich druh, vyfotografovali je atd.), pak jedince zvazit a zmérit, odebrat z nich parazity, pak
nastfihnout brisni sténu a zjistit stav pohlavnich organd, pak postupné ze vSech odebrat
genetické vzorky a nakonec je ulozit do fixativu. Mezi odbéry jednotlivych vzorkl nastroje
kratce sterilizujeme namocenim v denaturovaném ethanolu a jeho spalenim, je tedy vhod-
né mit pripravenou malou nadobku s ethanolem a zapalovac, pricemz cely postup je velice
rychly a zabere jen nékolik vtefin. Musi byt vSak ¢inén s jistou opatrnosti, aby nedoslo ke
vznicen{ ethanolu v zdsobni naddobce ¢i fixativu se zpracovanymi a uloZenymi jedinci.

Docasné, nikoliv trvale, je mozZno oznacit zkumavky popisem na vnéjsi sténu, tento po-
pis by ale mél byt nahrazen stitkem s natiSténym ¢i napsanym kédem, nebot z povrchu
zkumavky mize byt napis setfen nebo smyt - staci, aby v krabicce jedna zkumavka nebyla
dobfe uzaviena, ajeji obsah dokonale omyje napisy ze vSech ostatnich, a pouZitelnost
vzorkl tak snizi ¢i znemozni. Na zkumavky je také mozno lepit nalepky, které mohou byt
pfedem potiSténé, nebo se na né piSe obycejnou tuzkou, kterou ethanol nesmyje.

Jako tkanovy vzorek pro molekularni analyzu zjedince vétSinou slouZi kombinace
mensich vzorka vice tkani, a to takovych, kde lze predpokladat relativné vétsi hustotu bu-
nék (resp. mitochondrii a buné¢nych jader). Primarné nevhodné tkané (i kdyz v nouzi pou-
zitelné) jsou tedy tkané kostni, vazivové, chrupavcité, nervové ¢i parenchymatické, kiize
a kozni derivaty, naopak velmi vhodné jsou kosterni a srde¢ni svalovina a nékteré utrobni
organy (Kap. 3.2.2.). Nejcastéji se tedy kombinuje kosterni sval a slezina, pripadné ledvina.
Vzhledem k tomu, Ze travici trakt, jehoZ je slezina soucasti, se nékdy vyjima z bri$ni dutiny,
neni problém ji najit a ulozit (u drobnych savct je vétSinou velmi mala a je mozno ji ode-



brat jako vzorek celou). Pokud se travici trakt neodebirj, i tak je jednoduché na levé strané
zaludku slezinu nalézt a vyjmout. K odbéru nejvhodnéjsi kosterni sval je sval prsni, jelikoz
je nejpristupnéjsi pii zpracovani jedinct - pokud se odhali ¢ast hrudni stény (tj. castecné se
znéj stahne kize), je mozno maly kousek velikosti zhruba 2 x 2 x 2 mm vyfiznout
a spolecné se slezinou vlozit do zkumavky s pripravenym Ccistym ethanolem. Je ovSem
mozno odebrat i ¢ast jiného svaluy, je-1i to v dané chvili praktické (napf. u drobnych hmyzo-
Zravcd nebo hlodavci, kterym obvykle otevirame pouze bfisni dutinu, je snadnéji dostupné
stehenni svalstvo), stejné tak je jako vzorek dobie pouzitelné srdce ¢i jeho ¢ast.

U velkych savci je situace jednodussi. Pokud je jedincem manipulovano proto, aby se
stal soucasti sbirky, neni problémem pii tom odebrat kousek svaloviny ¢i nékterého orga-
nu. Velkych savci se také pro muzejni Gcely vétSinou nezpracovava velké mnoZzstvi naraz,
takze tolik nehroz{ kontaminace jinym genetickym materidlem. OvSem i tak je nutno zacho-
vat jistou miru opatrnosti, abychom vzorek nekontaminovali vlastnim genetickym materia-
lem ¢i jinou organickou necistotou.

Zkumavky se vzorky pro analyzu DNA ukldddme v nélezité popsanych krabickach do
chladni¢ky ¢i mraznicky, kterd je k tomu vyhrazend. Skladovani pii nizké teploté zpomaluje
odparovani ethanolu i degradaci tkaneé.

Pozndmka

Ze savcl, at’ velkych ¢i malych, se pro molekularni analyzy odebira rada dal$ich typt vzor-
kd. Jedna se o rizné typy neinvazivnich, ¢i nedestruktivnich odbéri (vice v Kap. 5.2.1.),
kdy nedochéazi k ziskani vzorku z mrtvého jedince, jenZ se tedy nestane sbirkovou poloz-
kou, ale byva navracen zpét do populace v prirodé ¢i do chovu. V takovych pripadech se
odebira dobte piistupna drobnda ¢ast zivého jedince, kterd jej prilis neposkodi a neomezi
v dal$im Zivoté - u drobnych zemnich savci se odstrihne Spicka (posledni ¢lanek) prstu,
konecek ocasu anebo maly kousek usniho boltce, u netopyri se kruhovym skalpelem vy-
Fizne drobny tercik kiidelni blany (tzv. ,wing punch” - krouzek blany o primeéru 2-3 mm).
Také se u rizné velkych savcl (vcetné lidi) odebird vzorek (stér) z povlaku sliznic dasni
a zubd.

Dalsi kategorii genetickych vzorkid jsou vzorky pobytovych stop, shromazdovanych
bud’ pro inventariza¢ni urceni pritomnosti druhli anebo primo jedinct na lokalité, takze
mohou slouzit i pro specializované populacni studie. Jedna se napt. o vzorky trusu a srsti
nalezené v prirodé, nebo srsti také z tzv. lepovych pasti, kdy vrstva lepidla na podloZce
zachycuje srst savct, ktefi se ocitnou v jeji blizkosti.

Vtéchto pripadech se manipuluje se vzorky naprosto shodné jako se vzorky
z muzejnich jedincq, tj. tkan, odbérovy StéteCek ¢i jiny vzorek se umisti do zkumavek
(v pripadé vétStho objemu do vétSich kryozkumavek) s c¢istym ethanolem, aty pak
v krabickach do mraziciho boxu.



2.8. Pravni aspekty sbéru zoologického materialu pro molekularni
analyzy

Pro sbér jakéhokoliv zoologického materidlu je nutno postupovat v souladu s platnymi
pravnimi narodnimi a mezinarodnimi piedpisy. Pfi sbéru na izemi Ceské republiky
(CR) se jedna nejcastéji o povoleni ke vstupu nebo vjezdu a sbéru na chranénych tzemich
a o povoleni ke sbéru a k manipulaci s chranénymi zivocichy (blize viz zadkon ¢. 114/1992
Sb. o ochrané prirody a krajiny, v platném znéni).

Pii sbéru v zahranici se jedna nejen o povoleni ke sbéru, ale i k transportu, exportu
aimportu (EYMANN a kol. 2010). Pokud importujeme biologicky material do Ceské republi-
Ky, jesté pred terénnim sbérem musime kontaktovat Statni veterinarni spravu, Odbor
vnéjsich vztahi a kontrolu dovozu a vyvozu a informovat je o pldnovaném importu ge-
netického materidlu. Zadost musi obsahovat pocet a typ vzorkd, fixacni médium, misto
a ucel vyzkumu, nakladani vzorkd po skonceni vyzkumu a veterinarni schvalovaci ¢islo.
V piipadé piiletu mimo CR je vhodné povoleni ufedné pielozit do angli¢tiny. Po navratu
z terénu je nutné opét kontaktovat Statni veterinarni spravu, ktera prijde vzorky zkontro-
lovat. Pfi exportnim povoleni je potfebné dodrzovat pravidla dané zemé. Zaroven je treba
dodrzovat i pripadné dalsi pravni piredpisy dané zemé a souvisejici piredpisy Evropské
unie a CR. Vy¥izeni viech poti‘ebnych povoleni je nutné fesit s dostate¢nym ¢asovym pred-
stihem.

2.8.1. CITES

Zvlastni predpisy plati pro druhy chranéné Umluvou o mezinarodnim obchodu
s ohroZenymi druhy volné Zijicich Zzivocichii a plané rostoucich rostlin (CITES)
a souvisejicim pravem EU v oblasti obchodovani s ohroZenymi druhy. Tyto predpisy regu-
luji mezinarodni obchod s Zivymi i nezivymi exemplafi, jejich Castmi i vyrobky znich
a vztahuji se tedy v pripadé ohroZenych druht i na presun zoologického materialu. Pod-
minkou k jejich dovozu ¢i vyvozu v ramci obchodu mimo EU je ziskani povoleni CITES,
které vydava MZP (Ministerstvo Zivotniho prostiredi Ceské republiky) v souladu se zako-
nem ¢. 100/2004 Sb. o obchodovani s ohroZenymi druhy, v platném znéni. Pri ¢astéjsi vy-
méné zoologického materidlu se doporucuje pozadat MZP o registraci védecké instituce
zaregistrované u Sekretaridtu CITES, nebot tyto zaregistrované subjekty maji mozZnost
vyuzivat zjednoduSenych postupti bez nutnosti vyrizovani jednotlivych povoleni CITES p¥i
vzajemné vyméneé védeckého materidlu. Podrobnéjsi informace lze nalézt na www.cites.cz.


../../../Library/Containers/com.microsoft.Word/Data/Downloads/www.cites.cz

2.8.2. Nagojsky protokol

Dalsi predpisy tykajici se ziskavani/sbéru zahrani¢niho zoologického materialu obsahuji-
ciho funkéni jednotky dédic¢nosti! se mohou vztahovat k Nagojskému protokolu o pristupu
ke genetickym zdrojiim a spravedlivém a rovnocenném sdileni ptinost plynoucich z jejich
vyuzivani. Prakticky navod, jak postupovat, je uveden v Metodickém pokynu MZP
(https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7 /cz/vestnik_mzp_2019/$FILE/SOTPR-Vestnik_
cervenec_2019-190801.pdf).

Pfed planovanym sbérem v ciziné si nejprve na webovych strankach Access and Benefit
Sharing (ABS) Clearing House (https://absch.cbd.int/countries) ovéiime, zda je dana zemé
smluvni stranou Nagojského protokolu a zda zverejnila pravni predpisy tykajici se pristu-
pu. Pokud ano, postupujeme dle konkrétnich zverejnénych informaci o legislativé,
v pfipadé nejasnosti se obratime na narodni kontaktni misto v dané zemi. Peclivé si ucho-
vavame vsechny dokumenty, v¢. e-mailové komunikace, dokladajici ptivod materialu (da-
tum a misto sbéru a popis materialu) a v relevantnich pripadech (viz vyse) také to, Ze byl
k vyuzivanym genetickym zdrojiim uplatnén piistup v souladu s platnymi pravnimi predpi-
sy poskytujici zemé (nejCastéji se jedna o povoleni k piistupu).

VysSe uvedené dokumenty budou nezbytné v pripadé, Ze na materialu bude probihat vy-
zkum. V takovém piipadé totiz musi uzivatel materialu postupovat ,s nalezitou péc¢i“ podle
narizeni (EU) ¢. 511/2014, coZ znamena, Ze musi ziskavat, uchovavat a predavat dalSim
uzivatelim doklady prokazujici, Ze byl materidl nasbiran v souladu s platnymi pravnimi
predpisy poskytujici zemé, pripadné Ze jsou sdileny piinosy plynouci z jeho vyuzivani. Ve
fazi, kdy uzivatel obdrzi financ¢ni prostiedky na vyzkum, pripadné ve fazi kone¢ného vyvoje
produktu (tzn. nejcastéji produktu, ktery ma byt uveden na trh; nejedna se tedy napft.
o zverejnéni védeckych studii) je v pripadé genetického materialu v oblasti plisobnosti
nafizeni (EU) ¢.511/20142 nutno podat prohlaseni o tom, Ze uZivatel postupoval
s nalezitou pédi, ato prostirednictvim on-line systému DECLARE
(https://webgate.ec.europa.eu/declare/). Toto prohlaseni a dokumenty k nému dodané
jsou nasledné zkontrolovany odpovédnym organem (v CR jde o Ministerstvo Zivotniho
prostredi) a po jeho schvaleni jsou idaje publikovany na webovych strankach Informacni-
ho systému ABS, kde jsou dostupné prislusSnym organiim zemi, odkud vzorky pochazeji,
aby si tyto organy mohly ovéfit legalni pivod vzorkl a to, Ze jsou vyuzivany v souladu
s prisluSnymi povolenimi.

! Ceska republika pFistup ke svym genetickym zdrojim v souvislosti s Nagojskym protokolem
nereguluje, uvedené pozadavky se proto nevztahuji na zoologicky material ¢eského plvodu.

> Genetické zdroje, které kumulativné spliuji tyto podminky: jsou pfedmétem vyzkumu v EU,
byly ziskdny po 12. fijnu 2014 ze zemé, jez je smluvni stranou Nagojského protokolu, a zaroven
se na né vztahuji pravni pfedpisy nebo regulacni poZadavky tykajici se pfistupu a sdileni pfinosa.
Mimo oblast plsobnosti jsou lidské genetické zdroje.
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2.8.3. Duilezité odkazy

Z4kon Ceské narodni rady ¢. 114/1992 Sb. o ochrané piirody a krajiny:
https://www.mzp.cz/www/platnalegislativa.nsf/58170589E7DC0591C125654B004E9
1C1/ %24file/z114_1992.pdf

Zakon ¢. 100/2004 Sb. o ochrané druhti volné Zijicich Zivocichl a plané rostoucich rostlin
regulovanim obchodu s nimi a dal$ich opatienich k ochrané téchto druhii a o zméné nékte-
rych zakont (zadkon o obchodovani s ohrozenymi druhy):
https://www.mzp.cz/www /platnalegislativa.nsf/%24%240penDominoDocument.xsp?
documentld=140FCFF93EFBFF1AC1256E85004B4646&action=openDocument

Umluva CITES - web MZP:
https://www.mzp.cz/cz/cites_obchod_ohrozenymi_druhy

Nagojsky protokol - web MZP:
https://www.mzp.cz/cz/nagojsky_protokol

Narizeni EU ¢. 511/2014 o opatrenich pro dodrZovani pravidel, ktera vyplyvaji

z Nagojského protokolu o pristupu ke genetickym zdrojim a spravedlivém a rovnocenném

sdileni pfinosti plynoucich z jejich vyuZivani, ze strany uzivateld v Unii:
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/?uri=CELEX:32014R0511&qid=14738
61970022

Metodicky pokyn MZP k postupu podle zdkona & 93/2018 Sb., o podminkach vyuZivani

genetickych zdroji podle Nagojského protokolu:
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7 /cz/vestnik_mzp_2019/$FILE/SOTPR-
Vestnik_cervenec_2019-190801.pdf

Informacni systém pro pristup a sdileni piinosi (ABSCH = Access and Benefit Sharing Clea-
ring House) - informace o pravnich predpisech v jednotlivych statech a kontakty:
https://absch.cbd.int

DECLARE - nastroj pro podavani prohlaseni o postupu s naleZitou péci:
https://webgate.ec.europa.eu/declare/


https://www.mzp.cz/www/platnalegislativa.nsf/58170589E7DC0591C125654B004E91C1/%24file/z114_1992.pdf
https://www.mzp.cz/www/platnalegislativa.nsf/58170589E7DC0591C125654B004E91C1/%24file/z114_1992.pdf
https://www.mzp.cz/www/platnalegislativa.nsf/%24%24OpenDominoDocument.xsp?documentId=140FCFF93EFBFF1AC1256E85004B4646&action=openDocument
https://www.mzp.cz/www/platnalegislativa.nsf/%24%24OpenDominoDocument.xsp?documentId=140FCFF93EFBFF1AC1256E85004B4646&action=openDocument
https://www.mzp.cz/cz/cites_obchod_ohrozenymi_druhy
https://www.mzp.cz/cz/nagojsky_protokol
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/?uri=CELEX:32014R0511&qid=1473861970022
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/?uri=CELEX:32014R0511&qid=1473861970022
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/vestnik_mzp_2019/$FILE/SOTPR-Vestnik_cervenec_2019-190801.pdf
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/vestnik_mzp_2019/$FILE/SOTPR-Vestnik_cervenec_2019-190801.pdf
https://absch.cbd.int/
https://webgate.ec.europa.eu/declare/

3. Laborator, vybaveni, piistroje a pomticky

Jak spravné ziskavat a skladovat vzorky bylo popsano v predchozich kapitolach.
V nasledujici kapitole je rozebrano, co vsechno je potfebné k molekularnim analyzam a jaka
cesta vede k ziskani DNA sekvenci ze vzork, které mame k dispozici. Pokud chceme vzorky
zoologického materidlu zpracovat pomoci molekularné-genetickych postupti, potfebujeme
genetické vzorky, laboratorni vybaveni a prislusné protokoly.

3.1. Usporadani laboratori

K ziskani DNA sekvenci je zapotifebi molekularni laborator s adekvatnim pfistrojovym
vybavenim. V laboratofi je zasadni sniZit riziko kontaminace na minimum, a proto je dulezi-
té mit fyzicky oddélené Ctyti pracovni prostory (pre-PCR, post-PCR, ELFO a neinvazivni
laboratofr).

V pre-PCR laboratofi se izoluje DNA a pripravuji se zde PCR reakce. V post-PCR labora-
tori probihd PCR, purifikace PCR produkti a piiprava vzorki na sekvenovani. Gelova elek-
troforéza by méla byt v samostatné mistnosti s nejvyssim stupném bezpecnosti, protoze se
pri ni pracuje s mutagennimi latkami (napf. ethidium bromid). Neinvazivni laborator
s laminarnim UV boxem slouzi na izolaci DNA z muzejniho materidlu a neinvazivnich vzor-
kt. U tohoto typu vzorki je kvantita DNA velmi maléd a hrozi riziko kontaminace jinymi
vzorky, a proto je potfebné pracovat s maximalni opatrnosti. Pokud neni moZné mit uspo-
radanou laborator do Ctyf mistnosti, doporucujeme zachovat alespon rozdéleni na pre-PCR
(izolace DNA, priprava PCR reakci) a post-PCR (ELFO, precistovani PCR produkti, sekve-
novani) mistnost.

3.2. Pristrojové vybaveni a material

3.2.1. Zakladni pristrojové vybaveni

o Pipety s nastavitelnym objemem. NejCastéji se pouZzivaji pipety s rozsahem 0,5-10 pl,
10-100 ul a 100-1000 ul (Obr. 4).

e Centrifuga na 2ml zkumavky s rychlosti 14 000 rpm (revolutions per minute, otacek za
minutu).

e Mala centrifuga na mikrozkumavky k rychlému staceni ulpénych tekutin na sténach
avicku (Obr. 5).

e Trepacka (vortex) k protrepavani vzorki a chemikalii (Obr. 6).

¢ Inkubator s funkci michanf{ a zahtivani vzorkd.

e Termocykler na PCR reakce (Obr. 7).

e Laboratorni piedvazky k vazeni chemikalif s presnosti na dvé desetinnd mista.

o Elektroforéza se zdrojem a ptisluSenstvim (vana, htebeny) (Obr. 8).

e UV transluminator na vizualizaci DNA nebo PCR produktd na gelu (Obr. 9).
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Obr. 4. Vlevo pipety s nastavitelnym Obr. 5. Mala centrifuga na mikrozkumavky.
objemem, vpravo elektronicka pipeta.

Obr. 6. Pouzivani vortexu (tfepacky). Obr. 7. Termocykler.

—

G

Obr. 8. Prislusenstvi na gelovou elektroforézu: Obr. 9. UV transluminator (vlevo) s dokumentac-
elektroforeticka vana (nahore), forma s hiebeny nim zafizenim (vpravo).

(vlevo), 96jamkova desticka (uprostied), chemie

na vizualizaci PCR produktd a nastavitelnd

pipeta (vpravo).



3.2.2. Rozsiiené pristrojové vybaveni

¢ Pipety s nastavitelnym objemem 0,1-2,5 pl, 2-20 pl, 20-200 pl.

e Multikanalova pipeta s nastavitelnym objemem umoziuje pipetovani 8-12 vzorki
najednou.

¢ Elektronicka pipeta je vhodna na rozpipetovani napi. multimixu nebo ¢isticiho pufru.
Pipetou nabereme vétsi objem a jednoduse davkujeme do zkumavek.

e Chlazena centrifuga na 2ml zkumavky s rychlosti 14 000 rpm.

o Velka centrifuga na 96jamkové desticky s rychlosti 14 000 rpm (Obr. 10).

e Trepacka slouzi na promichavani roztokd nebo vzorki (napft. pii izolaci formalinovych
vzorkd, Kap. 5.3.)

o Destila¢ni kolona na tpravu Cisté (destilované) a ultracisté vody (ddH.0).

e Vyrobnik ledu (ledové tristé). U nékterych protokoll je nutné pracovat na ledu, napf.
PCR reakce, purifikace PCR reakci pomoci enzym apod.

e Koncentrator, tedy centrifuga s moznosti zahrivani vzorkl a vytvorenim vakua pro
rychlejsi odpar chemikalii (Obr. 11).

¢ Homogenizator, piistroj, ktery mechanicky rozbije tkan pred samotnou lyzi bunék.

e Autoklav slouZici ke sterilizaci spotiebniho skla a plastu za pomoci vysoké teploty
a tlaku (Obr. 12).

e UV crosslinker, pristroj na dezinfekci plastti a chemikalii pomoci UV svétla (Obr. 13).

o Spektrofotometr (napi. Nanodrop) slouzi na méreni Cistoty a koncentrace DNA (Obr.
14).

¢ Fluorometr (napt. Qubit ®) je pristroj na méreni koncentrace DNA, RNA a proteinti na
bazi fluorometrie (Obr. 15).

e pH metr na méfeni pH v roztocich.

e Laminarni box na praci s muzejni DNA. ProtoZe je muzejni DNA nachylnéjsi na konta-
minaci, je tieba historické vzorky zpracovavat oddélené v ¢istém prostiredi laminarniho
boxu (Obr. 16).

¢ Kapilarovy sekvenator (16 kapilar).



Obr. 10. Velkd centrifuga na Obr. 11. Koncentrator.
96jamkové desticky.

b
P Schorle

- oo

el © oo

= © o Bddd
b ISR =

Obr. 12. Autokldv na sterilizaci laboratorniho materialu. Obr. 13. UV crosslinker na sterilizaci
spotfebniho materidlu pod UV svét-
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Obr. 14. Spektrofotometr Obr. 15. Fluorometr Obr. 16. Laminarni box s UV svétlem.
Nanodrop. Qubit® 4.



4. Zasady pro praci v molekularni laboratori
4.1. VSeobecné platné zasady v molekularni laboratori

e Vsechny osoby pracujici v molekularni laboratofi musi byt seznadmeny s pravidly labo-
ratofe a s bezpe¢nostnimi pokyny.

e Vsechny mistnosti (pracovni mista) by mély mit vlastni pristroje a odpovidajici vybave-
ni.

e Chemikalie, izola¢ni kity apod. museji mit jasné oznaceni a zapsané datum otevieni.

o Je dilezité pouzivat jednosmérny pohyb materialu a prenaset ho pouze smérem z pre-
PCR do post-PCR laboratote (nikdy ne naopak!!!). Neptrenaset pipety, Spicky, rukavice
apod.

e Pravidelné ¢istit pracovni stoly 10% bélidlem/savem a nasledné denaturovanym etha-
nolem.

e Pri praci vlaboratori pouzivat rukavice, laboratorni plast a v nékterych pripadech
(napt. pti vytezavani z gelu) i ochranny Stit.

e Pipety s nastavitelnym objemem nastavovat jen v predepsanych objemech a pouzivat
prislusné Spicky.

o (Cistit pitevni nastroje, niizky a pinzety po kazdém pouziti. Namo¢it je do technického
ethanolu, vypalit nad plamenem z kahanu a nechat vychladnout (resp. pouZivat jedno-
razové skalpely).

e Laboratorni odpad z elektroforézy oznacit a likvidovat jako nebezpecny.

e Pripraci s centrifugou rovnomérné rozlozit vzorky tak, aby byla centrifuga vyvazena.

e Pripravu PCR reakci a precistovani PCR produktli vykonavat na chlazenych stojancich,
piipadné v nddobé s ledem.

e Po skonceni prace uklidit pracovni misto, vysypat odpadni nadobu na $picky, uklidit
stojanky, zarovnat krabicky se $pickami a utrit stil.

4.2. Zasady pro praci s muzejnim materialem

e Odbér vzorki (nejen) v muzeu - dikladné vycistit nizky a pinzety mezi kazdym pouzi-
tim (namocit do technického ethanolu, vypalit nad plamenem z kahanu a nechat vy-
chladnout).

e Pracovat v laboratofi urcené pro praci s neinvazivnimi vzorky, abychom zamezili kon-
taminaci od okolni DNA.

e Pracovat v rukavicich a laboratornim plasti.

e Material na izolaci DNA (kolonky, zkumavky, stojanky) ptfed pouZzitim ozafit pod UV
svétlem v UV crosslinkeru, ¢imzZ se zabrani kontaminaci DNA z okoli.

e Izolace a PCR pripravujeme v laminarnim boxu, ktery pied praci vysvitime UV svétlem.

e Pouzivat $picky s filtrem.



Pouzivat izolacni Kity specializované na izolaci DNA z malého mnoZzstvi tkani (napf-.
Invisorb Forensic Kit, Stratec).

Pouzivat negativni kontrolu (pfi celé izolaci pracovat s jednim vzorkem navic, do které-
ho nevstoupi zadna tkan, pri PCR pak nahradime DNA izolat ultra Cistou vodou). Diky
negativni kontrole si ovérime, jestli pracujeme v Cistém prostredi a zda vzorky nepfrisly
do styku s kontaminaci, ktera by se v kontrolnim vzorku projevila.

Kazdy vzorek sekvenovat v duplikatech pro pripad, Ze by pozdéji byla odhalena konta-
minace.

Pti izolaci DNA pracovat se vzorky opatrné a dodrzovat protokoly pro dany typ vzorku.



5.1zolace DNA

5.1. Co je izolace DNA a na jakych principech funguje

Izolace DNA je proces ziskdni DNA z biologického materidlu pomoci kombinace fyzikalnich
a chemickych metod. V soucasné dobé se jedna o rutinni techniku molekuldrni biologie.
Jako prvni uskutecnil izolaci DNA Friedrich Miescher v roce 1869 (DAHM 2008). V té dobé
ale netusil, Ze pravé v této molekule je ulozena dédicna informace, ktera je pro organismy
jednim ze stéZejnich prvki.

Samotny proces izolace nukleovych kyselin, tedy i DNA, mizeme rozdélit na dva za-
kladni kroky:

Lyze bunék. Pti lyzi bunék dochazi k rozbiti jejich bunécnych stén a membran, a tedy
k uvolnéni DNA z buné¢nych jader a z bunék do prostiedi. Uvolnéni DNA mize byt docileno
mechanickym rozruSenim, napf. pomoci mechanického rozbiti tkani, homogenizaci
v homogenizatoru nebo rozrusenim za pomoci enzymi (proteindza), které je detailnéji
popsano nize. Pfipadné se miize jednat o kombinaci obou postupt. Pti lyzi se z bunék uvol-
ni cely jejich obsah, tudiZ vznikne komplexni smés obsahujici zbytky bunécnych stén
a membran, proteind, nukleovych kyselin (vcetné DNA), polysacharidid a dalSich nizkomo-
lekulovych slozek.

Precisténi nukleovych Kyselin. Nasledné je potfeba DNA precistit od detergentd,
ostatnich slozZek lyza¢niho roztoku a dale od proteind, soli a jinych necistot, které by mohly
omezovat dal$i molekularni postupy. Zbytkové proteiny (napt. nukleazy) se navazuji na
DNA, mohou ji degradovat a znemoznovat tak dalsi kroky v molekularni laboratofti (prikla-
dem je Stépeni endonukledzami, které rozkladaji vazby uvnit nukleovych kyselin).

Pro izolaci DNA mlzZeme pouzit nékolik riiznych metod s odliSnymi protokoly, jakymi
jsou napriklad fenol-chloroformova extrakce nebo tzv. solna izolace. Pouzit mizeme i izo-
la¢ni kity, které jsou zalozené na kiremicitych kolonkach (napft. Qiagen, Stratec, Geneaid,
Macherey-Nagel).

5.2. Genetické vzorky

5.2.1. Ziskavani vzorkia

DNA miiZeme ziskat z jakékoliv tkané, ktera obsahuje buiiky. U obratlovci ziskavame vzor-
ky nejcastéji z krve, svaloviny, celého organu, kousku prstu, ocasu, ucha, ploutve nebo
z chlupid ¢i per (Kap. 2.4.-2.7.). Vpripadé hmyzu a jinych bezobratlych se Casto jedna
i o celého jedince (Kap. 2.2.-2.3.).

Na ziskani DNA miZeme pouzit vzorkovani destruktivni, nedestruktivni nebo neinva-
zivni. Mezi destruktivni metody (Obr. 17a) patii chytani do sklapovacich pasti (odchyt
drobnych savcti). Po nasledné pitvé si na molekularni analyzy vybereme nejvhodnéjsi tkan
(napf. slezina, srdce, ledvina, sval). Mezi nedestruktivni metody (Obr. 17b) patii odchyt
do zZivolovnych pasti nebo siti (savci, ptaci). Po odchytu odebereme ¢ast tkané (prst, kousek
ocasu, ucha) nebo odebereme krev. Vzorkovaného jedince potom vypustime zpét do piiro-

52



dy. V nékterych piipadech (velci savci, chranéné druhy) neni moZné vyuzit nedestruktivni
vzorkovani, a proto vyuzivame neinvazivni metody (Obr. 17c). Jako vzorky sbirame to, co
po sobé zvire prirozené zanecha (srst, moc, trus, svlecka, vajecna skorapka). Neinvazivni
vzorkovani se vyuziva hlavné v ochranarské genetice, u nas napf. pti studiu vlka, rysa nebo
vydry.

Obr. 17. a — destruktivni sbér
materidlu na genetické analyzy;
b — nedestruktivni sbér materi-
alu; ¢ — neinvazivni sbér mate-
rialu.




Kromé cerstvého materidlu predstavuji hodnotny zdroj molekularnich informaci
i muzejni sbirky. Casto obsahuji typové série, vyhynulé populace organismi@ nebo jedincti
z velmi tézko dostupnych Gzemi. Prace s muzejnim materidlem ma vSak nékolik nastrah:
a) DNA je Casto fragmentovang, b) DNA je v nizké kvantité, c) mnohokrat detekujeme kro-
meé cilové DNA i kontaminace, d) malokdy zname historii vzorki (jestli byly spravné skla-
dované v suchu, ve tmé, v ¢istém ethanolu a zda nebyly v minulosti skladované ve formali-

vvvvvv

v Kap. 10.

5.2.2. Typy vzorkii

Kizolaci DNA se pouzivaji rizné druhy tkani (upraveno podle WANDELER a kol. 2007):

Ethanolové vzorky

Jednim z nejleps$ich zdroji materidlu pro fylogenetické analyzy jsou vzorky uchované v 96-
100% ethanolu (Obr. 18). Do ethanolu se uvolni veskera voda ze vzorku, ktery je tim vysu-
Sen a lépe pak odolava degradaci.

Va1 W il

| s nohou bezobratlych.

Obr. 18. Ukazka ethanolovych vzork(
bezobratlych; zleva Ctyfi zkumavky s ce-

lym organismem, zprava c¢tyfi zkumavky

Na sucho vypreparované vzorky hmyzu

DNA miiZe byt izolovana z celého téla hmyzu (Obr. 19) anebo z jeho ¢asti (HARPER a kol.
2006). Dokonce byly vyvinuty neinvazivni protokoly, pii kterych je zachovana télesna
schranka jedince, a jsou tak i pozdéji mozné dalsi morfologické analyzy (GILBERT a kol.
2007). 1 presto je ale vhodnéjsi jedince detailné vyfotografovat z potifebnych uwhli
anasledné celého jedince nebo jeho Cast rozdrtit, aby byla vytéznost pii izolaci vyssi. Roz-
dilné usmrcovaci metody a skladovaci podminky (napf. plynovani) mize taktéz ovlivnit
vytéZznost DNA (DEAN & BALLARD 2001). Vice informaci k této tématice je shrnuto v praci
VONDRACKA a kol. (2018) a v Kap. 2.3. této publikace.



KiiZe a suché tkdné

Epitelové tkané jsou jednim z nejrozsirenéj-
Sich typt tkani pro ziskani DNA z muzejnich
vzorkl,, protoze poskozeni exponatu je
vjejich pripadé casto nevyrazné/minimalni
a vzorkovani je velmi jednoduché. K ucho-
vani kizi se pouzivaji rizné metody (HALL
a kol. 1997), které ovliviuji vytéznost izola-
ce DNA a jeji kvalitu. Kromé samotnych kazi
se da DNA ziskat i ze zbytkl tkani na leb-
kach. SeSkrabanim téchto zbytkli muizeme
ziskat dostatec¢né kvalitni material pro izola-
ci DNA (viz Kap. 2.4.-2.7.).

Prsty, pardty, drdpy

Kvalitni DNA se izoluje zprsti savcd
(HEDMARK & ELLEGREN 2005) a paratd ptaka
(MunDY a kol. 1997). McDoNoUGH a kol.
(2018) dokazali, ze paraty jsou v pripadé
muzejnitho materidlu nejkvalitnéjsim zdro-
jem DNA (viz Kap. 2.6.-2.7.).

Kosti a zuby Obr. 19. Ukdzka na sucho vypreparovaného

DNA v kostech je 1épe chranéna pred konta-  hmyzu.

minacemi a vnéjsimi vlivy nez epitelové tka-

né. Po diikladném omyti se musi kost navrtat tak, abychom se dostali k materialu, ktery
obsahoval Zivé buniky (WISELY a kol. 2004). Protokoly na izolaci DNA z kosti a zubi si jsou
velmi podobné (FLAGSTAD a kol. 2003; WANDELER a kol. 2003; viz Kap. 2.6.-2.7.).

Peri
Byly vyvinuty i protokoly na ziskavani DNA z peri. Konkrétné z ¢asti pera, ktera je vyZzivo-
vana krvi (PAYNE & SORENSON 2002; HORVATH a kol. 2005; viz Kap. 2.6.).

Supiny ryb a plazii

I kdyZ se Supiny ryb sbiraji predevsim za ucelem vékové identifikace jedinct, bylo vyvinuto
nékolik protokoll na izolaci DNA pravé z nich (NIELSEN a kol. 1997; CIBOROWSKI a kol. 2007;
viz Kap. 2.4.). Izolovat DNA lze i ze Supin plazi (MUsILOVA a kol. 2010; viz Kap. 2.5.)

Ulity plzi
PrestoZe jsou ulity mrtvé struktury, je mozné izolovat DNA i z takovychto vzorkd, pokud

obsahuji zbytky tkani ¢i bunék. Podrobné protokoly popisuji autoii KORABEK a kol. (2015),
viz Kap. 2.2.



Vejce

V nékterych ptipadech nemame tkané ze studovaného organismu, ale mame napf. vejce
anebo ¢ast skorapky (Obr. 20). [ takovy material je mozZné pouzit na izolaci DNA. Buriky se
daji odebirat z povrchu vejce, které je vsak castokrat velmi kontaminované bakteriemi

vivs

Obr. 20. Priprava izolace DNA
z vajecnych skorapek.

5.2.3. Velikost vzorku a jeho piiprava na izolaci

Kazdy izola¢ni kit ma v protokolu uvedené optimalni mnozstvi vstupni tkané. V pripadé
vétsi odchylky od této hodnoty miize dojit ke snizZeni efektivity izolace DNA, a tudiZ je po-
treba velikost tkané prizplsobit. Idealni hodnoty se pohybuji v fadech nékolika desitek
miligrami tkané (5-50 mg; kousek o velikosti $pendlikové hlavicky). V pripadé velkych
vzorki je tedy zapoti‘ebi odebrat malou ¢ast tkané a pracovat dale jen s ni. Zbytek vzorku
(at uz tkané i celého jedince) je mozné dale uchovavat v mrazu pro potieby jinych fyloge-
netickych analyz, ¢i pfimo pro ucely genetické banky.

Pfi odebirani ¢asti z vétsich kouskd tkani ¢i z celych organismii mizeme pouZzivat niz-
ky, skalpely, pinzety apod. Je vSak zapotrebi pracovat na ¢istém stole (otfeny detergentem)
a scCistymi nastroji. Ty je nutné sterilizovat pred kaZdym pouzitim (namocit
v denaturovaném ethanolu a vypalit nad plamenem kahanu). Tvrdé ¢asti mohou byt i roz-
drceny specialnimi plastovymi ty¢inkami pasujicimi do 1,5ml zkumavek ¢i s vyuzitim ho-
mogenizatoru (mechanické rozbiti pomoci tvrdych kulic¢ek a silného trepani).

Pokud mame velmi maly kus tkané v ethanolu, vzorky zcentrifugujeme pti vysokych
otackach a nasledné odpipetujeme co nejvice ethanolu, otevirenou zkumavku vlozime do
koncentratoru s vakuem a béhem 10-15 minut pii teploté 37-50 °C zbyly ethanol odpafi-
me. Pokud nemame koncentrator, mizeme taktéz pouZzit inkubator, kam vlozime oteviené
zkumavky pti 37-50 °C na cca 30 minut.

V pripadé, Ze mame suchou tkan ve zkumavce a chceme ji mechanicky rozbit, mizeme
zkumavku vloZzit na 30 minut do mraznicky (-80 °C) a nasledné napipetovat lyzacni pufr
predehiaty na 37 °C. Tato rychld zména teploty zabezpeci rozpad bunék aizolace bude
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ucinnéjsi (BiswAs & BiswAs 2011). Tato metoda je vhodnad predevSim pro izolaci DNA
z bakterii, rostlinnych pletiv nebo hlenek.

5.3. Vybrané izolac¢ni protokoly

5.3.1. Izolace s pouzitim kiremicitych kolonek

Tento zplisob izolace (Obr. 21) je vyuzivan v komer¢né dostupnych kitech, kde najdete
podrobné vysvétleny protokol, ktery se mezi vyrobci liSi v riznych krocich a objemech
pouZzivanych chemikalii (niZze je postup popsan obecné). Vkitu jsou dale kolonky
s kfemicitym filtrem a veskeré potifebné chemikalie. Navic budeme potrebovat jen Cisty
ethanol/isopropanol, ktery se pouziva v izola¢nim procesu a také k redéni nékterych pufrdg,
které jsou dodavany v kitech. Pokud je proteinaza v suchém stavu, potiebujeme na natedé-
nf ultracistou vodu (ddH0).

Dal$i material nezbytny pro izolaci DNA: pitevni sada (niizKy, pinzeta, skalpel), kahan,
stojanek, zkumavky na uskladnéni DNA, termoblok s funkci michani (nebo inkubator),

centrifuga, vortex, pipety a Spicky (Obr. 22).

Obr. 21. Princip izolace DNA. V prvni zkumavce (zleva) se nachdzi tkan v roztoku proteinazy a lyza¢niho
pufru. Po inkubaci dojde k rozpusténi tkané a k vyplaveni DNA z bunék. Tekuty lyzat prepipetujeme do
kolonky s filtrem. PFi centrifugaci se DNA navaZze na filtr (tekutinu pod filtrem vylijeme) a v dalsich krocich
ji precistime. V poslednim kroku uvolnime Cistou DNA pomoci specialniho (eluéniho) pufru z filtru a ziska-
me tak DNA izolat pro dalsi molekularni analyzy.
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Obr. 22. Pfiprava pomUcek na izolaci DNA: zleva Obr. 23. Lyze vzorkd v inkubatoru s funkci michani.
vzadu vortex, zkumavky (ve sklenicich), izolacni
pufry, pipety, Spicky (v krabic¢kach); zleva na pod-
loZce vzorky, denaturovany ethanol na opalovani
ndzek a pinzet, kahan, tycinky, fix, nGzky a pinzety.

e Pred zahdjenim vlastni izolace je potfeba si pfipravit pracovni misto, izola¢ni kit
a vzorky (Obr. 22).

e Vprvnim kroku musime pFipravit vzorek na izolaci; odstfihnout poZadované
mnoZzstvi materialu.

e  Obvykle izolujeme vic vzork( najednou. Pocet vzorkl prizptsobime velikosti cent-
rifugy, kterd musi byt dobre vyvazena (napr. velka centrifuga max. 24 vzorkd,
min. 2 vzorky). Vzorky ukldadame do centrifugy vidy ve stejném poradi.

e Po kazdém vzorku dezinfikujeme néstroje opalovanim nad kahanem.

e Dbame na to, abychom méli v kazdém kroku dobte popsané zkumavky a vzorky
se nam nepomichaly.

e Pokud je tkan uskladnéna v ethanolu, je potreba vzorek ethanolu zbavit, protoze
ten miZe inhibovat dalsi praci s DNA. Odpareni ethanolu lIze docilit nékolika zpa-
soby: 1) tkdn vyjmeme ze zkumavky s ethanolem a osusime ji na filtracnim papi-
ru; 2) tkan preneseme do nové zkumavky a nechdme odpafit ethanol, 3) tkan
premyjeme v malém mnozstvi vody a vysusime; 4) tkan zcentrifugujeme, odpipe-
tujeme vétsSinu ethanolu a zbytek nechame odpafit v inkubatoru.

e Pokud je tkan uskladnéna ve stabilizacnim cinidle (RNAlater), potfebujeme se
zbavit soli, které mohou inhibovat dalsi praci s DNA. Proto k tkani ve zkumavce
priddme dostatecné mnozstvi (500—-1000 pl) pufru (TE nebo jiného elu¢niho puf-
ru), nékolikrat v ruce promichame, vyménime pufr a opakujeme. Nasledné ne-
chame tkan vyschnout a mGzeme pokracovat v izolaci.



e Do novych a popsanych zkumavek poté napipetujeme potrebné objemy lyzacniho
pufru (280-700 pl) a proteindzy (20—40 pl). Proteinaza je enzym, ktery pfi opti-
malnich podminkach (teplota 52—60 °C) $tépi proteiny a zajistuje tak praskani bu-
nék, aby se DNA mohla vyplavit ven do roztoku.

e Do zkumavek spufrem a proteindzou pridame tkan a nechame inkubovat
v inkubatoru s funkci michani pfi teploté 52—60 °C nékolik hodin, pfipadné pres
noc (Obr. 23). Doba inkubace zaleZi na druhu a velikosti tkané, zpravidla inkubu-
jeme tak dlouho, dokud tkan neni Uplné rozlozend. Pro zvySeni efektivity protei-
nazy je doporuceno tkan mechanicky rozbit/nakrdjet pomoci skalpelu, nizek, pa-
licky nebo specialnich pfistroja, napr. Magnalyser.

Obr. 24. Vkladani vzorkd do centrifugy. Obr. 25. Pipetovani vzork( pfi izolaci.

e Poinkubaci si vzorky stoc¢ime na centrifuze (1 min, 11 000 rpm, Obr. 24) a tim za-
jistime, Ze vSechny nerozloZené ¢asti (chlupy, kosti apod.) zistanou na dné zku-
mavky. Tekuty lyzat si prepipetujeme do novych popsanych zkumavek (pokud se
nam tkan aplné rozlozila, miZeme tento krok preskocit) (Obr. 25).

e Do inkubovanych vzork( pridame vazebny ,binding” pufr (100-225 pl) a ihned je
protfepeme na vortexu cca 10 s. Tento krok zajisti, Ze se DNA v dalSim kroku na-
vaze na filtr v kolonce.

e V nékterych izola¢nich protokolech nasleduje 10—20 min inkubace pfi teploté 56—
70 °C.

e Vzorky si kratce zcentrifugujeme, aby na vicku nezlstala Zadna kapalina. Tim za-
branime vzdjemné kontaminaci vzorka.

e Nasledné pridame ethanol (100-220 pl) a ihned protfepeme na vortexu cca 10 s.



e Nasleduje prepipetovani vzorkd do kolonek s filtrem, pro lepsi navazani DNA na
kolonku inkubujeme 2 min pfi pokojové teploté.

e Kolonky zcentrifugujeme pfti urcenych rychlostech (1 min, 11 000 rpm), ¢imz se
DNA zachyti na kfemicitém filtru v kolonce a tekutinu pod filtrem vylijeme.

e Nasleduje nékolik precistovacich krokd s promyvacimi ,,wash” pufry (200-700 pl),
kdy za pomoci centrifugace promyjeme DNA zachycenou na filtru a zbavime ji tak
necistot (Obr. 26).

e Po poslednim kroku je nutné zbavit filtr a samotnou kolonku jakéhokoliv zbylého
ethanolu, ¢ehoZ docilime opétovnou centrifugaci pfi nejvyssich otackach 14 000

rpm po 4 minuty.

LN\

Obr. 26. Promyvani DNA zachycené na filtru kolo- Obr. 27. Pfenos kolonek do Cistych zkumavek, ve
nek pomoci isticiho pufru (Wash Buffer). kterych bude DNA uloZena.

e Kolonky ddme do novych dikladné popsanych 1,5ml zkumavek a nasleduje po-
sledni krok, uvolnéni DNA z kolonky (tzv. eluce). Pfi eluci dochazi k uvolnéni Cisté
DNA z filtru, kterou mGzZeme po centrifugaci jimat do pfipravenych zkumavek pro
izolaty (Obr. 27). Nékteré protokoly doporucuji elucni pufr (TE, Tris, EDTA) nebo
ddH,0 predehiat na 52-70 °C. Nasledné se pipetuje na stfed filtru v kolonce
anecha se inkubovat pfi pokojové teploté 2-5 minut, tak aby doslo
k maximalnimu vytézku DNA pfi centrifugaci (3 min, 14 000 rpm). Vlastni objem
eluéniho pufru je vhodné modifikovat podle velikosti vstupni tkané. Pokud mame
standardné velky kus tkané, muZeme pouZit vétsi objem (napf. 100-200 pl).
V pripadé mensich kusu tkani je lepsi objem omezit na 30-50 pl.

e  Pro ziskani maximalniho mnoZstvi DNA miZeme elu¢ni krok opakovat (druha elu-
ce ma vétsinou nizsi koncentraci DNA).



e DNA izolaty uskladfiujeme kratkodobé pfi teploté 4 °C, dlouhodobé -20 °C. Vzor-
ky, které maji nizkou koncentraci DNA (napf. historické muzejni vzorky) uskladnu-
jeme ve specidlnich Lo-Bind zkumavkdach, které zabranuji vdazani DNA na stény
zkumavky.

e DNA pouzivdme na dalsi molekularni analyzy (PCR, mikrosatelity).

e Kvalitu a kvantitu DNA mGzeme zméfit na pristrojich NanoDrop nebo Qubit.

5.3.2. Solna izolace (ALJANABI & MARTINEZ 1997)

Pro tento zptisob izolace DNA potfebujeme tyto chemikalie:

lyzaéni pufr (pripraveny z 0,5M Tris, 0,1M EDTA, 2% SDS; pH 8,0)

octan amonny (7M, pH 8,0)

proteinaza K (25 mg/ml)

isopropanol (chlazeny v mraznicce)

70% ethanol (chlazeny v mraznicce)

ultracista voda (ddHz0) nebo pufr AE

Pied zacatkem izolace si nastavime inkubator s funkci michani na 56 °C a chlazenou

centrifugu na 4 °C. Nasleduje vlastni postup:

Malé mnozstvi tkané vloZzime do oznacené 1,5ml zkumavky.

e Pridame 600 pl lyzacniho pufru a 5 pl proteinazy K. Vzorky protfepeme a inkubu-
jeme pfi 56 °C celou noc.

e Poinkubaci vloZime vzorky na 30 min do mraznicky (-20 °C).

e Nasledné pfiddme 400 pl octanu amonného a obsah zkumavek jemné promichame
v ruce 15-20 s (nevortexujeme, aby nedoslo k fragmentaci DNA).

e Poté centrifugujeme 20 min pfi 14 000 rpm a teploté 4 °C. Tento krok zabezpeci
vymyti protein( a zanecha bilou peletu (= DNA) na dné zkumavky.

e Do nové 1,5ml zkumavky prepipetujeme opatrné supernatant (tekutina nad sedi-
mentem) a peletu nechame na dné.

e Pfiddme 600 pl vychlazeného isopropanolu a mixujeme prevracenim zkumavky
v ruce. Vzorky vloZzime do mraznicky na 3 hodiny nebo na celou noc.

e Poté vzorky centrifugujeme 30 min pfi 14 000 rpm a teploté 4 °C.

e Vylijeme supernatant a nechdme zkumavky vyschnout za pouZiti koncentratoru
nebo inkubdtoru.

e Pridame 1000 pl vychlazeného ethanolu (70%) a jemné promichdme. DNA peleta

se rozpusti v ethanolu. Tento krok Cisti DNA od inhibitor(. Centrifugujeme 15 min



na 14 000 rpm pfi teploté 4 °C.

e \Vylijeme supernatant a vysuSime zkumavku v koncentratoru nebo inkubatoru.

e Poté, co odparime ethanol, pfidame 50—200 pl ddH,0 a nebo AE pufr a nechdme
nékolik minut inkubovat pfi pokojové teploté, dokud se peleta nerozpusti. Tim zis-
kame vysledny DNA izolat.

e Kvalitné oznacené DNA izolaty uskladnujeme kratkodobé pfri teploté 4 °C nebo
dlouhodobé pfi -20 °C.

5.3.3. Tepelna izolace HotSHOT (TRUETT a kol. 2000)

Tepelna izolace je rychld a jednoducha alternativni metoda izolace DNA, kterd se muze
vykonavat v 96jamkovych destickach. Timto zplsobem lze izolovat rtizné typy vzorkd
(bukalni stér, krev, spermie, prsty, ocasy, mékké tkané) pro jednoduchy DNA-barcoding
(viz Kap. 9.) nebo mikrosatelity. Tuto metodu vSak nedoporucujeme pro NGS (MARTINCOVA
& AGHOVA 2020).

Pro tepelnou izolaci si pfipravime dva roztoky:

Priprava 200 ml roztoku A (25mM NaOH, 0,2 mM EDTA s pH 12):
e rozpustime 0,2 g NaOH ve 180 ml ddH»0

e priddme 0,8 ml 0,5M EDTA

e doplnime do 200 ml ddH,0

Priprava 200 ml roztoku B (40 mM Tris-HCl s pH 5):

e 8ml 1M Tris smichdme s 200 ml ddH,0
e pomoci HCl upravime pH na hodnotu 5

e Malou ¢ast tkané vlozime do mikrozkumavky (stripu nebo 96jamkové desticky).

e Pridame 40-100 pl roztoku A (do stripu idedlné 75 pl).

e Inkubujeme 50 min pfi teploté 95 °C. Na inkubaci mGzZeme pouZit inkubator nebo
termocykler.

e Pridame stejny objem roztoku B (75 pl) a nechame alespon 1 hod v lednicce.

e Vznikly lyzat pouzijeme jako templat do PCR reakci.

e Lyzat (i s nerozpusténou tkani) miZzeme skladovat pfi teploté -20 °C.



5.3.4. Fenol-chloroformova izolace

Fenol-chloroformova izolace DNA patfi k zdkladnim metodam molekularni biologie. Vyho-
dou této metody je ziskani kvalitni molekularni DNA ve vysokych koncentracich za nizkou
cenu chemikalii. Nevyhodou je, Ze pouzivané chemikalie jsou toxické, a proto se doporucuje
pracovat v laminarnim boxu. Tento protokol je navic relativné ¢asove, ale i manualné na-

rocny (v porovnani s predchozimi metodami).
Pro tento zpusob izolace DNA potiebujeme tyto chemikalie:
e lyzacni pufr
e proteinaza K
e roztok fenol/chloroform/isoamylalkohol (pomér 25:24:1)
e roztok chloroform/isoamylalkohol (pomér 24:1)
e elucni pufr (napt. TE) nebo ddH,0
e octan sodny (sodium acetate 3M)
e 96% ethanol
e 70% ethanol

Lyze bunéek

Pfimérené mnozstvi tkané (Kap. 5.2.3.) rozpustime v 200 ul lyza¢niho pufru a 20 pl
proteinazy K.

Vzorky nechdme inkubovat pti teploté 56 °C 3 hodiny aZ celou noc (inkubator
s funkci michani).

Po inkubaci vzorky zcentrifugujeme, ¢imz zabezpecime, Ze vSechny nezlyzované
zbytky tkané zlstanou ve spodni ¢asti zkumavky.

200 pl lyzatu prepipetujeme do nové zkumavky tak, aniz bychom prepipetovali ne-
rozloZené zbytky ze dna ptvodni zkumavky (zkumavka €. 1).

Fenol/chloroform/isoamylalkohol izolace

Do zkumavky ¢. 1 (s 200 ul lyzatu) pfiddme 200 pl roztoku fenol/chlo-
roform/isoamylalkohol (objem lyzatu a roztoku fenol/chloroform/isoamylalkohol
musi byt vzdy shodny, objemy mGZeme eventualné zvétsit podle potreby).

Vzorky nasledné setrné nékolikrat v ruce prevratime, aby se roztoky promichaly
a zcentrifugujeme 5 min pri 14 000 rpm.

Nyni odpipetujeme zhruba 180 ul z vodné faze (obvykle na vrchu) roztoku ve zku-
mavce a tento objem preneseme do nové zkumavky (zkumavka ¢. 2).

Choloformovad izolace (pokracujeme se zkumavkou €. 2)

Do zkumavky pfidame stejné mnozstvi (180 pl) chloroform/isoamylalkoholu.
Vzorky promichame v ruce a zcentrifugujeme po dobu 5 min pti 14 000 rpm.
Odpipetujeme vrchni (vodnou) fazi roztoku do nové zkumavky (zkumavka €. 3).



Ethanolova precipitace (pokracujeme se zkumavkou ¢. 3)

e Pridame octan sodny (1/10 objemu = 36 pl). Vzorky nasledné promichame, ale opét
pouze v ruce.

e Pridame 96% ethanol v poméru 1 dil momentalniho roztoku (396 ul) a 2,5 dilu
ethanolu (990 ul) a opét promichame.

e Vzorky nechame inkubovat v mraznicce pfi teploté -20 °C minimalné 1 hod (idealné
celou noc).

e Poté vzorky zcentrifugujeme pfi teploté 4 °C po dobu 10 minut pfi maximalni rych-
losti.

e Nyni odpipetujeme supernatant tak, abychom neporusili peletu, ktera se drzi na
dné.

e Poté do zkumavek pfidame 500 pul 70% ethanolu a promichdame v ruce.

e Nyni znova odpipetujeme supernatant, bez toho, abychom porusili peletu, ktera se
drzi na dné.

e Do zkumavek poté pfidame 500 pl 70% ethanolu a promichdme v ruce.

e Nasleduje opét centrifugace pfi teploté 4 °C po dobu 15 minut.

e QOpét opatrné odpipetujeme supernatant, abychom neposkodili peletu.

e Za pomoci koncentratoru s vakuem odparime z otevienych zkumavek zbyly ethanol
(cca 15-20 minut pfi 37 °C). Zkumavky mlZeme vysusit i v inkubatoru pfi teploté
37 °C, pfipadné je nechame oteviené 30 min pfi pokojové teploté. Pozor, aby se
DNA peleta nepresusilal

e Ve zkumavkach zbudou pelety DNA, na které napipetujeme adekvatni mnozstvi
eluéniho pufru predehratého na 50 °C (podle velikosti pelety, napf. 200-500 pl puf-
ru na velkou peletu a 30-50 pl na malou peletu).

e Promichame v ruce, ¢imz se peleta rozpusti.

e DNA izolaty uskladriujeme kratkodobé pfi teploté 4 °C, dlouhodobé pfi -20 °C.

5.3.5. Izolace DNA z formalinovych vzorkii

Mnoha muzea skladovala (¢i stdle skladuji) vzorky ve formalinovych blocich nebo
vtekutém formalinu, a to predevSim diky jeho vybornym fixatnim vlastnostem
a schopnostem velmi dobie zachovat bunéc¢né struktury a télni tkané. Skladovani vzork ve
formalinu vSak zptlisobuje ¢asté nukleotidové prestavby (WILLIAMS a kol. 1999; TANG 2006)
a izolace DNA a PCR amplifikace z formalinovych vzorki je velmi naro¢nd, protoze ¢asem
dochazi k degradaci DNA (STUART a kol. 2006; TANG 2006). Cim déle je vzorek ve formalinu
fixovan, tim vice dochazi k fragmentaci DNA a celkové nizsimu vytézku a kvalité izolované
DNA. Béhem skladovani se kvalita formalinu zhorsuje, protoZe vznika kyselina mravenci
a dochazi ke snizovani pH. Tento jev pak vede k uvolilovani nukleotidi z molekul DNA



(WiLLIAMS a kol. 1999). Dnes existuje jiz nékolik protokold, jak vzorky pied izolaci DNA
formalinu zbavit.

Promyti vzork( v TE9 pufru podle SHIOZAWA a kol. (1992), WIRGIN a kol. (1997)

Vzorky vloZime do 15ml zkumavek, doplnime 10 ml TE9 pufru (pfipraveny z 500
mM Tris, 20 mM EDTA, 10 mM NaCl; pH 9).

Pripevnime na tfepacku nebo inkubator s funkci michani kde vzorky nechame pro-
michdvat 24 hodin, pufr ménime kazdé dvé hodiny.

Nasledné k vzorkim pfiddme 10 ml TE9 pufru, 0,1 g SDS (NaC1,H,550,4) a 5 mg pro-
teindzy K.

Inkubujeme 24 hod pfi teploté 55 °C v inkubatoru s funkci michani.

Pridame dalSich 5 mg proteinazy K a 0,1 g SDS a dale inkubujeme 48 hod pfi stejné
teploté a michani.

Nasledné pokrac¢ujeme v izolaci DNA podle standardnich postupd popsanych vyse.

Promyti vzorki v GTE roztoku (SHEDLOCK a kol. 1997)

Vzorky vloZime do 15ml zkumavek a pfiddme 10 ml 1x GTE roztoku (pfipraveného
ze 100 mM glycinu, 10 mM TrisHCI, mM EDTA, finalni pH 8).

Inkubujeme pfi pokojové teploté s funkci michani, roztok minimdiné tfikrdt vymé-
nime.

Nasledné vzorky vysusime pti pokojové teploté.

Pfiddme 500 pl izola¢niho pufru (pfipraveny z 1% SDS, 25 mM TrisHCI, 100 mM ED-
TA).

Vzorky vloZime do termobloku a inkubujeme 24 hod pfi 65 °C.

Nasledné pridame 20 pl 1M dithiotreitolu (DTT) a 100 ul proteinazy K.

Inkubujeme 10 hod pfi 65 °C a pak prfidame dalSich 50 pl proteinazy K.

Nasledné pokracujeme v izolaci DNA podle standardnich postupl popsanych vyse.

Invisorb protokol pro formalinové vzorky

Tkan vlozime do 1,5ml zkumavky a ptiddme 1 ml PBS pufru a 2ul 1M DTT.
Inkubujeme 20 min pti 99 °C v inkubatoru s funkci michani.

Centrifugujeme 1 min pfi 11 000 rpm.

Pipetou odstranime supernatant, pfiddme 1 ml PBS a promichdame na vortexu.
Centrifugujeme 1 min pti 11 000 rpm a pipetou odstranime supernatant.

Ndsledné pokracujeme v izolaci DNA podle protokolu Invisorb Mini Kit, do lyzaéni-
ho pufru pfiddame 1 ul 1M DTT.



6. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova retézova reakce (PCR, zangl. Polymerase Chain Reaction) je jedna
z nejpouzivanéjsich metod molekularni biologie, kterd umoZiiuje namnoZeni (amplifikaci)
specifického tiseku DNA. Tuto metodu vyvinul Kary Mullis v roce 1983 (MULLIS a kol. 1987;
BARTLETT & STIRLING 2003), ktery za tento objev ziskal Nobelovu cenu za chemii v roce
1993. PCR je metoda, ktera napomohla obrovskému rozvoji molekularni biologie - dala
vzniknout jejim riiznym odvétvim, napt. ochranaiské genetice (a mozna viibec studiu volné
i ancient DNA, tedy pochazeji z velmi starého materialu).

PCR je metoda rychlého a snadného zmnozeni iseku DNA zaloZena na principu replika-
ce nukleovych kyselin. Organismy vyuzivaji pro replikaci DNA specialni bilkovinu (protein),
ktera se jmenuje DNA polymeraza. PCR je zaloZena na opakovaném ohrivani a ochlazovani
smeési DNA vzorku s DNA polymerazou a dale volnymi nukleotidy (stavebnimi kameny
DNA) a primery, coz jsou ,znacky” umoziiujici ohranicit konkrétni isek DNA, ktery chceme
namnozit. Pfesnéji jde o kratké sekvence DNA, tzv. oligonukleotidy, které komplementarné
nasedaji na konce nami zvoleného useku. K syntéze nového vlakna DNA se pouziva nejcas-
téji termostabilni DNA polymeraza bakterie Thermus aquaticus, odtud oznaceni Taq poly-
meraza. Polymeraza pak zkopiruje pouze usek mezi znackami (primery), pricemz k tvorbé
novych vlaken vyuzije volné nukleotidy. Cyklus reakce se opakuje az 40x a pocet kopii na-
mi zvoleného useku DNA tedy exponencialné roste (fddové do miliard), jelikozZ dochazi
i k mnozeni nové vznikajicich usekl z predchozich cykli. PCR probiha v zarizeni zvaném
termocykler (Obr. 28).

Obr. 28. RGzné druhy termocyklert od
rGznych vyrobcl. Spole¢nym znakem je
termoblok na 48 nebo 96 mikrozkumavek
a pocitac, ktery ridi zmeény teplot pfi PCR
reakci.

6.1. Princip PCR reakce

PCR probiha v nékolika krocich, pricemzZ se nékteré z nich pravidelné opakuji:



Pri inicia¢ni denaturaci se DNA po dobu nékolika minut zahtiva na teplotu 94-98 °C.
Pri této teploté dochazi k rozruSeni vodikovych mistkli v molekule DNA a k rozvolnéni
dvousroubovice.

Dalsi tii kroky se opakuji 30-40x (Obr. 29).

Denaturace. DNA se po dobu 20-60 s zahtiva na teplotu 94-98 °C. Pri této teploté do-
chazi k rozruseni vodikovych mustkd v molekule DNA a k rozvolnéni dvouSroubovice.
Vznika tak jednovldknova DNA, na kterou mohou v dal$im kroku nasednout primery. Pri-
mery nasedaji i na nové vzniklé fragmenty.

Nasednuti primert (annealing) probiha pti teploté 45-65 °C, pfi niZ primery aktivné
nasedaji na specificka mista DNA. Tento krok probiha 20-60 sekund. Idealni teplota annea-
lingu zavisi na sekvenci primert a je dobré ji na zacatku kazdé studie optimalizovat (tj.
experimentalné nalézt tu, pri které probiha PCR nejlépe).

Syntéza DNA (elongace) zacina tim, Ze se DNA polymeraza pripoji k nasednutym pri-
merdm. Pfi nasledné tvorbé nového vlakna DNA, kterou polymeraza ¥idi, jsou vyuzivany
volné nukleotidy a nové (komplementarni) vlakno je syntetizovano podle templatu (pi-
vodniho vldkna). Nejbéznéjsi Taq polymerdza ma optimum aktivity mezi 72-80 °C. Doba
tohoto kroku je zavisla na délce fragmentu, ktery chceme syntetizovat. Pro délku cca 1000
bazi postacuje cas cca 1 minuta.

1. krok: denaturace (94 °C)

ST T g TR T

2. krok: nasedani primert (56 °C)
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Obr. 29. Princip PCR reakce.

1. krok: denaturace, jednotliva
vlakna DNA se oddéli pri teploté 3. krok: elongace (72 °C)

94 °C.
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2. krok: naseddani primerd (annea- i 4 \ -8 ' I M' lluhimle W

ling) pti teploté 45-65 °C. \ b ’ N N 5
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3. krok: prodluzovani vidken DNA za

pomoci Taq polymerazy a volnych W \M""'mw
nukleotid (elongace) pti teploté ‘\

72°C.



Po ukonceni cyklicich se kroki je vhodné jesté pokracovat 5-10 minut v zavérecné
syntéze DNA (elongaci), aby bylo jisté, Ze jsou vSechny kopie zvoleného tiseku dokoncené.
Nasledné je PCR zchlazena na 4 °C. Vysledné PCR produkty uchovavame kratkodobé
v lednici a pti dlouhodobém uskladnéni v mraznicce pti-20 °C.

6.2. Protokoly vybranych PCR protokolii

6.2.1. PCR protokol s pouZitim Taq polymerazy

PCR reakci miizeme pripravit rliznymi zpisoby. Jednou ze zakladnich metod je ptiprava
reakce pomoci Taq polymerazy (Fermentas, New England Biolabs), kdy si namichdme tzv.
,master mix“. Kromé Taq polymerazy priddvame do PCR reakce (master mixu) sadu prime-
ri (forward a reverse), volné nukleotidy (deoxynukleosidtrifosfaty = dNTPs), MgCl,, reak¢-
ni pufr, jehoz sloZeni je zavislé na typu Taq polymerazy [napt. pufr s KCI, pufr s (NH4)2S04]
a ultracistou vodu (ddH:0).

Pti planovani PCR reakce se musime rozhodnout, v jakém objemu budeme PCR reakci mi-
chat. Nékteré protokoly pocitaji s objemem 50 pl, coz mize byt pro nase ucely prilis velka
reakce. Z toho diivodu v nasich protokolech uvadime objem 15 pl, coz vystaci na gelovou
elektroforézu (5 pl) a na sekvenovani z obou stran (10 pl). Pfi optimalizaci staci délat PCR
reakci v objemu 10 pl. Pracovat s mensimi objemy nedoporucujeme, protoze je snadnéjsi
udélat pipetovaci chybu (malé objemy se hiife pipetuji).

e Pripravime si chlazeny stojanek (nddobu sledem), potfebné chemikalie, pipety,
zkumavky, stripy (osm spojenych mikrozkumavek) a DNA (Obr. 30).

e Pripravime si protokol. Podle Tab. 1 spocitame mnozstvi chemikalii, které budeme
potfebovat — hodnoty platici pro jednu reakci ndsobime mnozstvim vzork( a pfi-
dame 0,51 reakci jako rezervu (pipetovaci chyba).

e Vezmeme si jednu 1,5ml zkumavku a pripravime si master mix, tzn. napipetujeme
vSechno potiebné na PCR do jedné zkumavky (kromé DNA!!!).

e Jako prvni vidy pipetujeme ddH,O, protoZze ma nejvétsi objem. Voda dopliuje
ostatni chemikalie do findlniho objemu PCR reakce.

e Do zkumavky s vodou postupné pipetujeme pufr, MgCl,, dNTP a primery.

e Jako posledni pipetujeme Taq polymerdzu, kterd se musi vyjmout z mraznicky jen
na nevyhnutelnou dobu pipetovani.

e Master mix jemné protfepeme na vortexu.

e Do pripravenych mikrozkumavek pipetujeme 13,5 ul master mixu a nasledné 1,5 pl
DNA.

e Mikrozkumavky zcentrifugujeme a vlozime do termocykleru.

e Nastavime pozadovany program (zde jeden na ukazku):



o Inicia¢ni denaturace 94 °C - 5 min
Denaturace + annealing + elongace (94 °C — 60 sec, 55 °C — 60 sec, 72 °C
—2 min) 30 cyklt

o Findlni elongace 72 °C — 10 min
Chlazeni 4 °C

Obr. 30. Mikrozkumavky ve stripech
s pfipravenymi vzorky pro PCR reakci.

Tab. 1. Priklad PCR protokolu pro gen cytochrom b pfipraveného v objemu 15 ul na jeden vzorek. V prvnim
sloupci jsou uvedeny pouzité chemikalie. Ve druhém sloupci jsou redlné objemy, které se budou vyskyto-
vat v jedné zkumavce (jedna reakce), ve tretim sloupci je objem chemikalii prepocitany na c¢tyfi reakce
(vCetné rezervy, tzn. ndsobeno 4,5x).

Chemikdlie 1 reakce 4,5 reakce FindIni Zdsobni T
(ul) (ul) koncentrace  koncentrace
Fw primer (H15915) 0,6 2,70 0,4 10 uM
Rev primer (L14723) 0,6 2,70 0,4 10 UM
dNTP 0,3 1,35 0,2 10 mM
MgCl, 1,8 8,10 3 25 mM
PCR pufr 1,5 6,75 1 10 x
Taq polymerdza 0,2 0,90 0,5 5 u/ul
ddH,0 8,5 38,25
Master mix 13,5 60,75
DNA 1,5
Celkovy objem 15

6.2.2. PCR protokol s pouzitim master mixu

V dnesni dobé Ize pro PCR reakci vyuzit i komerc¢né dostupny master mix (napt. PPP Mas-
ter Mix, Qiagen multiplex PCR Kit), ktery jiZ obsahuje vSechny potifebné chemikalie. Do
takového master mixu staci pridat pouze ddH:0, primery a DNA.



Obr. 31. Pfiprava na PCR; mikrozkumavky '\’??,,L,'J,L'y.'g

5 i 2 ¢ i !C0.000UOO
v chlazene'm flalf)vem platicku, PCR , chemie ‘.. 20000
v chlazeném stojanku, 10ul nastavitelnd pipeta, » ’ il il LT

vzorky DNA v oranZovém stojanku.

e Pripravime si chlazeny stojanek (nddobu s ledem), potfebné chemikadlie, pipety,
zkumavky, stripy a DNA (Obr. 31).

e Pfipravime si protokol. Podle Tab. 2 spocitdme mnozZstvi chemikalii, které budeme
potfebovat — hodnoty platici pro jednu reakci ndsobime mnoZstvim vzorkd a pri-
dame 0,5-1 reakci jako rezervu (pipetovaci chyba).

e Vezmeme jednu 1,5ml zkumavku a pfipravime si master mix pro vlastni reakci, tzn.
napipetujeme vodu, primery a komercné pfipraveny mix vSech ostatnich latek,
oznacovany také jako master mix.

e Master mix jemné protfepeme na tfepacce.

e Do pfipravenych mikrozkumavek pipetujeme 13,5 pl master mixu a pak 1,5 pl DNA.

e Mikrozkumavky zcentrifugujeme a vloZime do termocykleru.

e Nastavime poZadovany program.

Tab. 2. Pfiklad PCR protokolu pro gen cytochrom b pfipraveného v objemu 15 pl na jednu zkumavku.
V prvnim sloupci jsou pouzité chemikalie. Ve druhém sloupci jsou redlné objemy, které se budou vyskyto-
vat v jedné zkumavce (jedna reakce), ve tretim sloupci je pfepocitany objem chemikalii na Ctyri reakce

(vCetné rezervy, tzn. nasobeno 4,5x).

o 1 reakce 4,5 reak- FindlIni Zdsobni
Chemikadlie Jednotky
(ul) ce (ul) koncentrace koncentrace
Fw primer (H15915) 0,6 2,70 0,4 10 UM
Rev primer (L14723) 0,6 2,70 0,4 10 uM
PPP Master Mix 7,5 33,75 1 2 X
ddH,0 4,8 38,25
Master mix 13,5 60,75
DNA 1,5
Celkovy objem 15
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7. Gelova elektroforéza

7.1. Princip gelové elektroforézy

Principem gelové elektroforézy je pohyb DNA (nebo PCR produktu) v elektrickém poli
(Obr. 32). Zaporné nabité molekuly DNA migruji v prostfedi agar6zového gelu smérem od
zaporné katody ke kladné anodé. Délku fragmentu (pocet part bazi) a koncentraci PCR
produktu muiiZzeme odecitat pomoci velikostniho standardu, tzv. DNA ladder nebo Zebrik
(Obr. 33).

Obr. 32. Schematické znazornéni gelové
elektroforézy. Do prvni jamky v gelu napi-
petujeme DNA Zebiik, do dalSich jamek

PCR produkty/DNA. DNA molekuly migruji

od zéporného naboje ke kladnému. Cim y
kratsi je fragment PCR produktu, tim rych-

leji se molekuly pohybuji a doputuji tedy
gelem dal. Vzorky nanesené na agarézo-
vém gelu poté vizualizujeme pod UV svét-

lem.
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Obr. 33. Porovnani 100bp a 1kb DNA Zebfiku. Na levé
strané je mnozZstvi DNA ve zkoumaném vzorku (platné
pfi pouziti sprdvného mnozstvi DNA/PCR produktu,
hustoty gelu apod.). Na pravé strané je délka DNA/PCR
produktu (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Ge-
neRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific™ ). 1% TAE agarose gel

= = =
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7.2. Protokoly vybranych aplikaci gelové elektroforézy

7.2.1. Kontrola PCR produktii na gelu

Obr. 34. Pomlcky na gelovou elektroforézu. Obr. 35. Forma na gel s &ervenymi hfebeny.
Elektroforeticka vana, forma na gel, vizualiza¢ni

barva (GoodView), nanaseci barva (loading dye)

a 10pl pipeta.

e Pripravime si pomucky na gelovou elektroforézu (Obr. 34).

e Pfipravime 0,5M pufr TBE nebo TAE (100 ml 10M TAE nebo TBE pufru a 1900 ml
destilované H,0).

e Do elektroforetické vany nalijeme pufr TBE nebo TAE tak, aby hladina dosahovala
1-1,5 cm (resp. po rysku).

e Na pripravu 1,5% gelu (pro PCR produkty) potfebujeme 100 ml TBE/TAE pufru
a 1,5 g agardzy v prasku, které rozmichame v kadince ¢i ve sklenéné lahvi s vickem.

e Roztok zahfivame v mikrovinné troubé, dokud se agardza nerozpusti (tj. tekutina se
stane cirou).

e V bodé varu roztok vyjmeme z mikrovinné trouby a ochlazujeme ho (v uzaviené
nadobé pomoci studené vody, v oteviené nadobé pouze na vzduchu, pomoci mag-
netického michadla).

e Po ochlazeni na cca 55 °C (dokazeme udrzet na kadince ruku) pfiddme fluorescenc-
ni barvivo (ethidium bromid, GoldView, GelRed, SybrSafe, GoodView), které umoz-
ni vizualizaci PCR produktu pod UV svétlem.

e Promichame a roztok nalijeme do pfipravené formy (podle druhu elektroforézy)
a vloZzime hiebeny (mnoZstvi a velikost zavisi na poctu vzork(l). Hfebeny nam vytvo-
fi jamky, do kterych budeme pipetovat PCR produkty (Obr. 35).

e Tekutinu nechame asi 20 min tuhnout, ¢imz vznikne gel.

e Nasledné gel vloZzime do elektroforetické vanicky (musi byt ponofeny v pufru).

e Do nového plati¢ka/stripu napipetujeme 3,55 pl PCR produktu a 1 ul nanaseci



Obr. 36. Pipetovani vzorkl do gelu. Obr. 37. Gel po elektroforéze.

barvy (loading dye). Nékolikrat obé tekutiny promichdme pomoci pipety, aby se
nam barva spojila s PCR produktem. Loading dye ma dveé funkce:

1) obarvi PCR produkt, a my tak vidime, co pipetujeme, 2) udrzi PCR produkt na dné
jamek. Pozor, pfi pouZiti predem namichaného master mixu, ktery je jiz obarveny,
loading dye nepouzijeme.

e Postupné pipetujeme PCR produkty s nanasecim pufrem do jamek v gelu. Davame
pozor, abychom gel nepropichli a aby nam produkt nevytekl mimo jamku (Obr. 36).

e Do jedné jamky napipetujeme velikostni standard, tedy DNA Zebfik. Pro PCR pro-
dukty pouzivame 100 bp Plus DNA ladder (rozsah 100 bp az 3000 bp).

e Elektroforézu zapneme na 20—30 min pfi napéti 100 V.

e Po uplynuti ¢asu vypneme elektroforézu a gel (Obr. 37) prohlédneme pod UV svét-
lem. Tak zjistime, zda PCR Uspésné probéhla (Obr. 38). Pokud vidime u kazdého
vzorku jeden prouZek spravné velikosti, ziskali jsme Zadouci PCR produkty (Obr.
39). Pokud nevidime zadny prouzek, nebo nékolik prouzkd u jednoho vzorku, mu-
sime PCR protokol upravit tak, aby PCR probéhla (v pfipadé absence prouzku), ne-
bo aby se amplifikovaly jen specifické PCR produkty (vidime-li nékolik prouzkd).
V pripadé, Ze mame dva prouzky a jeden z nich chceme osekvenovat, miZzeme ho
z gelu vyrezat a precistit pomoci kolonek (viz Kap. 8.2.3).

8%

. 534 549 665 581 - 595 607
1kb_- — e ‘ - —

____ Obr. 39. Vysledek kontroly PCR produktt

na gelu. V prvni jamce zleva je 100 bp
7ebfik (velikostni standard), v dalSich
Obr. 38. Kontrola PCR produktli na gelu jamkach jsou vzorky. Hodnoty nad vzorky
reprezentuji koncentrace DNA (ng/ul),
odhadnuté pomoci Zebtiku.

pomoci UV transluminatoru.
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7.2.2. Kontrola DNA na gelu

Kromé PCR reakci miZeme na gelové elektroforéze zkontrolovat i kvalitu DNA v izolatu.
Protokol je velmi podobny s piredeslym:

e Pripravime 0,5M pufr TBE/TAE.

e Do elektroforetické vanicky nalijeme pufr TBE nebo TAE tak, aby hladina dosahova-
la do vysky 1-1,5 cm (resp. po rysku).

e Na pfipravu 1% gelu (pro DNA) potiebujeme 100 ml TBE/TAE pufru a 1 g agardzy
v prasku, které rozmichdme v kddince nebo ve sklenéné lahvi s vickem.

e Roztok zahtivame v mikrovinné troubé, dokud se agardza nerozpusti (tj. tekutina se
stane Cirou).

e V bodé varu roztok vyjmeme z mikrovinné trouby a ochlazujeme ho (v uzaviené
nadobé pomoci studené vody, v oteviené nadobé pouze na vzduchu, pomoci mag-
netického michadla).

e Po ochlazeni na cca 55 °C (dokdazeme udrzet na kadince ruku) prfidame fluorescenc-
ni barvivo (ethidium bromid, GoldView, GelRed, SybrSafe, GoodView), které nam
umozni vizualizaci DNA pod UV svétlem.

e Promichame a roztok nalijeme do pfipravené formy a vlozime hrebeny (mnoZstvi
a velikost zavisi na poctu vzorkl). Hfebeny nam vytvori jamky, do kterych budeme
pipetovat DNA.

e Tekutinu nechame asi 20 min tuhnout, ¢imz vznikne gel.

e Nasledné gel vioZime do elektroforetické vany (musi byt ponoreny v pufru).

e Do nového plati¢ka/stripu napipetujeme 3,5-5 ul DNA a 1 pl nanaseci barvy (loa-
ding dye). Nékolikrat obé tekutiny promichame pomoci pipety, aby se spojily do-
hromady. Loading dye ma dveé funkce: 1) obarvi DNA izolat, a my tak vidime, co pi-
petujeme, 2) udrzi DNA na dné jamek.

e Postupné pipetujeme DNA do jamek v gelu. Davame pozor, abychom gel nepro-
pichli a aby ndm produkt nevytekl mimo jamku.

e Do jedné jamky napipetujeme velikostni standard (DNA Zebfik). Pro kontrolu DNA
kvality pouzivdme 1kb DNA ladder (250-10000 bp).

e Elektroforézu zapneme na 20 min pfi 100 V.

e Po skonceni vypneme elektroforézu a gel umistime pod UV svétlo. Nasledné by-
chom méli vidét, jak vypada nase DNA. Silny prouzek znamend kvalitni DNA s vel-
kou koncentraci, slaby prouzek je mala koncentrace a nejasny prouzek je degrado-
vana/fragmentovana DNA (Obr. 40).



Obr. 40. Kontrola DNA na gelu. Testovani
12 izolaénich kitd na ctyfech rlznych
typech vzork(. Odshora: 1. fada — prst
mysi domaci (Mus musculus), 2. fada — slezina
slezina M. musculus, 3. fada — ocas M.
musculus, 4. fada — krev koroptve polni
(Perdix perdix). Pouzit byl 1 kb Zebrik.
Zfetelny prouzek znamena vysoce kon-
centrovanou DNA, rozmazany prouzZek je
fragmentovand DNA a pozice bez prouzku
znadi nizkou koncentraci DNA. Vizualizo-
vano v UV transluminatoru s vestavénym
fotoaparatem (MARTINCOVA & AGHOVA
2020).

7.3. Bezpecnost prace s gely a elektroforézou

Pri detekci DNA nebo PCR produktil je zapotiebi pouZzit k vizualizaci specialni tzv. interka-
la¢ni barviva (ethidium bromid, GelRed, GoodView, Sybr Safe). Tyto latky maji schopnost
vazat se na DNA, ¢imZ ji obarvi. Viditelnost téchto barev je vSak mozna pouze pod UV svét-
lem. JelikoZ se tyto latky vazi na DNA, hrozi potencidlni nebezpeci navazani se na DNA
v bunikach ¢lovéka, ktery s nimi manipuluje. Z tohoto divodu je nutné dodrzovat piisna
bezpecnostni pravidla v laboratorich, kde se pfipravuji gely (pouzivat rukavice, plast, udr-
Zovat pracovni misto Cisté). Vzhledem k mutagenité ethidium bromidu jsou preferované
bezpecnéjsi alternativy (napt. GelRed, GoodView, Sybr Safe), které maji kratsi dobu rozkla-
du nez ethidium bromid.

DalSim usekem, kde je potieba vétsi obezietnosti, je proces prosvécovani gelu UV svét-
lem. Tato Cinnost je nebezpecna predevsim pro lidskou pokoZku a oci. Pri klasické kontrole
PCR produktu na gelu je gel uzavieny ve specidlnim boxu nebo za specialnim sklem s UV
filtrem. Vysledky jsou vizualizované na displeji UV-transluminatoru nebo pocitaci.
V nékterych ptipadech vSak musime PCR produkty vyrezat primo z gelu pod UV svétlem
a tehdy kromé béznych ochrannych pomiucek (rukavice a plast) pouzivame i specialni kry-
ty na oblicej, abychom se ochranili pred UV svétlem. Vsoucasnosti jsou v nabidce
i transluminatory, které misto UV svétla pouZzivaji bezpecnéjsi LED svétlo.



8. Precistovani produkta PCR
8.1. Princip precistovani produkti PCR

Vysledné produkty PCR mohou obsahovat neziddouci kontaminanty, a proto je nutné je
pred sekvenovanim precistit (purifikovat). Purifikaci PCR produktu odstranime
z nukleovych kyselin zbylé primery, neinkorporované nukleotidy ¢i soli. Pro purifikaci
nukleovych kyselin produkti PCR se miZze vyuzit klasickd metoda Cisténi ethanolovou
precipitaci, enzymaticka purifikace (ExoSAP), preciStovani v kolonkach nebo s pouzitim
magnetického stojanu. Néktera sekvenacni pracovisté nabizeji piecistovani PCR produktt
pred sekvenovanim jako samostatnou sluzbu a v tom pripadé mizeme poslat produkt ne-
precistény.

8.2. Protokoly vybranych precistovacich protokolt

8.2.1. Ethanolova precipitace

e K produktu PCR pfiddme ultracistou vodu (doplnéni celkového objemu do 100 pl)
a vzorky prepipetujeme do 1,5ml zkumavek.

e Pridame octan sodny; 1/10 objemu zfedéného produktu, tzn. 10 pl.

e Pridame 2x objem 99% vymraZzeného ethanolu (tzn. 200 pl); predbézné mrazeni
ethanolu (minimalné hodinu v -20 °C) zvy3Suje jeho Ucinnost.

e Vzorky dobfe promichame v ruce a centrifugujeme pfi pokojové teploté na 14 000
rpm po dobu 10 min.

e Qdstranime supernatant pipetou tak, aby se Spicka nedotykala dna zkumavky, kde
je usazena peleta.

e Pridame 100 ul 75% vychlazeného ethanolu a vzorky jiz nemichdme!

e Centrifugujeme pti pokojové teploté a 14 000 rpm po dobu 10 min.

e QOdstranime supernatant, otevieme zkumavky a zbytky ethanolu nechame odpatit
ve vakuové centrifuze pfi teploté 40 °C po dobu 15-20 min.

e Ziskany sediment rozpustime v odpovidajicim mnozstvi ddH,0 (15-25 pl, podle vy-
sledkl elektroforézy).

8.2.2. Purifikace Exo-SAP (protokol podle Thermofisher scientific)

Pri enzymatické purifikaci Exo-SAP se vyuziva kombinace dvou enzymi; Exo 1 (Exonuklea-
za 1), ktera $tépf jednovlaknovou DNA (zbytkové neinkorporované primery) a SAP (z angl.
Shrimp Alkaline Phosphatase), ktery odstraiuje zbytky nukleotidli. Tento zptisob Cisténi je
velmi rychly a efektivni.
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e Exo-SAP béhem celého postupu udrzujeme na ledé.

e Do zkumavky s 5 pl PCR produktu pridame 2 ul Exo-SAP (uchovdvany v mraznicce
pfi -20 °C), pfi vétsim objemu produktu zvysime Umérné i mnozstvi Exo-SAP.

e Zkumavky promichdme na vortexu.

e Vzorky umistime do termocykleru a spustime program s nasledujicimi kroky: 37 °C
na 15 min (degradace zbyvajicich primer( a nukleotidd) a 80 °C na 15 min (inakti-
vace enzymu).

e Precistény PCR produkt poSleme na sekvenovani do specializované firmy, pouzije-
me na sekvenacni reakci nebo skladujeme pfi -20 °C.

8.2.3. Kolonkova extrakce DNA z gelu

V urcitych pripadech potiebujeme DNA extrahovat piimo z gelu po elektroforéze (napft.
separace specifického DNA fragmentu). DNA extrahujeme pomoci nékterého z komercéné
dostupnych protokold, které jsou zaloZeny na bezkolonkové extrakci nebo vyuZzijeme pro-
tokol na extrakci pomoci kolonek s filtrem, ktery DNA zachyti.

Protokol Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid)

e Pripravime si 1,5% agardzovy gel (Kap. 7.2.1.) a pouZijeme hieben s co nejvétsimi
jamkami.

e Po ztuhnuti gelu napipetujeme do jamek velky objem PCR produktu (5-7 pl).

e Elektroforézu zapneme na dobu 20 min a napéti 100 V.

e Pod UV svétlem vyrizneme skalpelem prouzek gelu s fragmentem DNA sprdvné
délky (ten, ktery nas zajima) a skalpelem odstranime prebytek agardzy. Pracujeme
s ochrannym stitem nebo brylemi proti UV (Kap. 7.3.).

e Vyrfiznuty blocek gelu zvazime a vloZime do 1,5ml zkumavky.

e K300 mg gelu pfidame 500 pl DF pufru (bez detergentt) a promichame na vortexu.

e Vzorek inkubujeme pfi 55-60 °C po dobu 10-15 min, dokud se gel nerozpusti, a na-
sledné nechame vzorek vychladnout na pokojovou teplotu.

e Do 2ml sbéraci zkumavky vlozime kolonku s filtrem, prepipetujeme do ni vzorek
(800 pl) a centrifugujeme ho 30 s pfi 14 000 rpm.

e Ze zkumavky vylijeme eluat (vyluh) a kolonku vratime zpét do sbéraci zkumavky
(pokud je vstupni tekutiny vice nez 800 pl, centrifugujeme na vicekrat).

e Pfiddme 600 pl promyvaciho pufru (wash buffer), nechdame 1 min odstat
a centrifugujeme 30 s na 14 000 rpm, poté vylijeme eluadt a cely krok opakujeme
jesté jednou.



e Kolonku vratime do sbéraci zkumavky a centrifugujeme 3 min pfi 14 000 rpm.

e Kolonku premistime do nové 1,5ml zkumavky a pridame do stfedu kolonky 20-50
pl eluéniho pufru (elution buffer) predehratého na 60 °C.

e Nechame 2-3 min odstat a centrifugujeme 2 min pti 14 000 rpm.

e Precistény PCR produkt posleme na sekvenovani do specializované firmy, pouZzije-
me na sekvenacni reakci nebo skladujeme pfi -20 °C.

8.2.4. Precistovani pomoci magnetického separatoru

Protokol SPRIselect for Size selection (Beckman coulter)

e Jemné promichame nadobu s roztokem SPRIselect, aby se magnetické kuli¢ky rov-
nomérneé rozlozily.

e Do 1,5ml zkumavky, mikrozkumavky nebo 96jamkového plata napipetujeme PCR
produkt s potfebnym objemem SPRIselect kulicek (0,4—1,2 nasobek objemu PCR
produktu, v zavislosti na velikosti PCR produktu; ke kratkému PCR produktu pfida-
vame vic SPRIselect kulicek, k dlouhému méné). Napr. 50 pl PCR produktu * 0,8 ku-
licek = 40 ul SPRIselect kulicek v pfipadé 500 bp dlouhého produktu (Obr. 41).

e Pipetou 10x promichame roztok (nasavanim a vytlacovanim tekutiny) a inkubujeme
pti pokojové teploté 1 min (miZeme poufZit i vortex 1 min).

e Zkumavku vloZime do magnetického separatoru a pockame, az se magnetické ku-
licky usadi (Obr. 42).

e Odstranime supernatant (Cisty roztok) tak, abychom 3$pi¢kou neporusili peletu, kte-
ra je diky magnetickym kulickdm usazena na dné.

e Nechame zkumavku v magnetickém platu a pfiddme 180 ul 85% ethanolu.

e Inkubujeme pti pokojové teploté 30 s a nasledné odstranime supernatant (etha-
nol).

e QOpét priddme 180 pl 85% ethanolu.

e Inkubujeme pri pokojové teploté 30 s a nasledné odstranime supernatant (etha-
nol).

e Inkubujeme peletu magnetickych kuli¢ek cca 2 min v oteviené zkumavce, aby se
odpatil zbytkovy ethanol.

e \Vlyjmeme zkumavku z magnetického stojanu a pridame >20 ul elu¢niho pufru
(ddH,0, Tris, TE pufr). MnozZstvim elu¢niho pufru miZeme ovlivnit vyslednou kon-
centraci precisténého PCR produktu. Pokud byla koncentrace PCR produktu na za-
¢atku nizka, snizenim objemu elu¢niho pufru ji mGZzeme zvysit.



e Pipetou 10x promichame roztok (nebo zvortexujeme) a inkubujeme 1 min pfi poko-
jové teploté.
e Zkumavku vlozime do magnetického separatoru a pockame, az se kulicky navazi na

sténu zkumavky.

Vysledny eluat prepipetujeme do nové 1,5ml zkumavky.

e Precistény PCR produkt posleme na sekvenovani, pouzijeme na sekvenacni reakci
nebo skladujeme pfi -20 °C.
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Obr. 41. Princip precistovani pomoci magnetického separatoru. 1) Do PCR produktu pfidame pfimérené
mnozstvi SPRIselect magnetickych kulicek (mnoZstvi zavisi na velikosti PCR produktu). 2) PCR produkt
s kulickami inkubujeme 1 min, aby se nam PCR produkty navazaly na kulicky. 3) Zkumavku umistime na
magneticky separator a odpipetujeme supernatant. 4) Pfidame ethanol a nasledné ho odpipetujeme
(tento krok opakujeme 2x). 5) Napipetujeme eluéni pufr a umistime zkumavku zpét na magneticky separa-
tor. 6) Odpipetujeme precistény PCR produkt (upraveno podle Agencourt SPRiselect protocol, Beckman
Coulter).

Obr. 42. Priklady magnetickych separato-
rd. RGZovy je na 96-jamkové plato. Modry
a Cerny je na osm 1,5ml zkumavek nebo
na dva stripy.




9. Sekvenovani Sangerovou metodou

Po precisténi PCR produktu nasleduje samotné sekvenovani DNA. Nejpouzivanéjsi meto-
dou pro stanoveni sekvence DNA je enzymaticka (Sangerova) metoda (Obr. 43), ktera vyu-
ziva modifikovanou, tzv. asymetrickou, PCR k syntéze kopii DNA. Tato modifikovand PCR
vyuziva na rozdil od ,klasické” PCR pouze jeden primer. Amplifikace PCR produktu tedy
probiha pouze na jednom retézci DNA, na ktery se tento primer specificky vaze, a kopie
molekul DNA nepribyvaji exponencialni radou.

Kromé deoxynukleosidtrifosfati (dANTP) jsou do PCR reakce pouzity i dideoxynukleo-
sidtrifosfaty (ddNTP), které postradaji na svém 3’ konci hydroxylovou skupinu, na kterou
by se mohl navazat dalsi nukleotid v nové vznikajicim retézci. Diky pouziti ddNTP se tedy
syntéza ukondi.
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Obr. 43. Princip sekvenovani Sangerovou metodou. Zleva: pfi sekvenacni reakci se naamplifikuji (namnozi)
rizné dlouhé DNA fragmenty, které maji na svém konci barevné znadeny dideoxynukleosidtrifosfat
(ddNTP). V sekvendtoru prochazeji tyto fragmenty tenkou kapilarou s polymerem, a podobné jako pfi
elektroforéze putuji polymerem nejdfive kratké a potom dlouhé fragmenty. Na konci kapilary je laser
a detektor, ktery snima signal barevné znacenych ddNTP a urci pofadi nukleotidd, které pocita¢ zazname-
na jako chromatograf.
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Syntéza DNA probiha v jedné PCR reakci, kdy kazdy ddNTP je znacen jinou fluorescenc-
ni znackou (4 typy = 4 rtizné barvy). Postupem casu tedy vznikaji rtizné dlouhé PCR pro-
dukty (rtzné dlouhé useky jednoretézcové DNA), jeZ jsou oznacCeny riznymi fluorescenc-
nimi zna¢kami podle toho, jakym ddNTP jsou zakonceny. Pokud je tento proces uspésné
dokoncen, dojde ke kompletnimu pokryti celé délky naseho fragmentu ve formé rtGzné
dlouhych aseki (pro usek dlouhy 1000 bp fragmenty o délce 1-1000 bp).

K naslednému stanoveni sekvence DNA (pofadi nukleotidii) se vyuZziva geneticky analy-
zator - kapilarovy sekvenator. Detekce PCR produktl probiha béhem kapilarni elektrofo-
rézy pomoci laserového detektoru napojeného na pocitac (Obr. 43 a 44). Elektroforéza
probiha v tenké kapilare naplnéné polymerem (obdoba elektroforetického gelu). PCR pro-
dukty prochazi polymerem riznou rychlosti, v zavislosti na své délce (stejny princip jako
u gelové elektroforézy), srozliSenim délky na jednu bazi. Laser zachycuje fluorescenci
ddNTP navazanych na konce jednotlivych PCR produktl a nasledné dochazi ke stanoveni
poradi nukleotidti.

Sekvenovani se mlze vykonavat pfimo v laboratofi, ktera ma kapilarovy sekvenator.
V dnesni dobé vsak velka ¢ast vyzkumnikii nechava svoje vzorky sekvenovat servisné. Na
trhu je nékolik spolecnosti, které sekvenuji rychle a kvalitné (napft. Biogen, Macrogen).
Pred odeslanim PCR produktd k sekvenovani je potieba je precistit (Kap. 8.) a pridat sek-
venacni primery podle instrukci sekvena¢niho pracovisté.

Obr. 44. Sestnacti kapilarovy sekvenator.



10. Nové zpusoby sekvenovani (Next Generation Sequencing)

Sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing, NGS) je zaloZeno na relativné
levném a efektivnim paralelnim sekvenovani, které produkuje tisice az miliény sekvenci
soucasné (CHURCH 2006; HALL 2007; GRADA & WEINBRECHT 2013). Momentalné je dostupnych
nékolik NGS technologii napt. lllumina, lon Torrent, Nanopore, SMRT PacBio, SOLiD. Vy-
sledkem NGS je velké mnozstvi vystupnich dat pouzitelnych k dalSim analyzam.

Sekvenovani nové generace poskytuje radu vyhod i pti sekvenovani muzejnich vzorki.
Muzea uchovavaji typové kolekce, které jsou velmi dilezité pro taxonomicky vyzkum.
Podminky v muzeich jsou optimalizovany pro dlouhou Zivotnost vzorkd, ale ne (vzdy) pro
molekularni stabilitu, proto je prace s muzejni DNA velkou vyzvou (DNA je napf. fragmen-
tovana, degradovana nebo obsahuje kontaminace). Starsi studie poukazuji na vztah mezi
vékem vzorki a kvalitou DNA, tzn. ¢im je DNA starsi, tim je jeji kvalita horsi (PAABO a kol.
1990; HERRMANN & HUMMEL 1994). Novéjsi pozorovani vSak poukazuji, Ze spravné sklado-
vani vzork hraje snad jesté vétsi roli pri uchovani kvality DNA (WILLERSLEV & COOPER 2005;
WANDELER a kol. 2007; MASON a kol. 2011; McCoRMACK a kol. 2016). V poslednich letech bylo
navrzeno nékolik metod prace s muzejni DNA: a) amplikonové sekvenovani (HAJIBABAEI
akol. 2007; GALAN a kol. 2012, 2018); b) celogenomové ,shotgun” sekvenovani (TILAK
a kol. 2015); c) cilené obohacenti ,target enrichment” (MASON a kol. 2011); jehoZz specific-
kou variantu predstavuje: d) sekvenovani ultrakonservativnich elementii (MCCORMACK
a kol. 2016).

Nasledujici protokol popisuje DNA mini-barcoding muzejnich vzorkd, tzn. ziskani
kratkého fragmentu (148 bp) cytochromu b pro genetickou identifikaci historickych vzor-
k. Protokol je prizplisobeny Siroké skale organismu (savci, ptaci, plazi, ryby a bezobratli).
Na piipravu NGS knihoven (= soubor vzorkd, které maji byt sekvenovany soucasné a kde je
kazdy vzorek unikatné oznacen pro pozdéjsi identifikaci) jsme pouzili tfikrokovou PCR
a nasledné sekvenovali pomoci NGS platformy MiSeq Illumina.

e |zolace a PCR probihaji v neinvazivni laboratofi, protoze hrozi vysoké riziko konta-
minace.

e DNA izolujeme s optimalnim protokolem na dany typ vzorku (napf. malé vzorky
s Invisorb ® Forensic Kit, u formalinovych vzork( odstrariujeme pred samotnou izo-
laci formalin promyvanim).

e DNA po izolaci zméfime na fluorometru Qubit” s kitem High Sensitivity. Ocekavana
je nizka koncentrace DNA (0,1-10 ng/pl) v zavislosti na pouZzitych vzorcich.

e Pro PCR pouzivame kvalitni polymerdzu/master mix (napt. Qiagen Multiplex Plus
PCR Kit).

e Vsechny PCR provadime ve dvou nezavislych kopiich a v kazdé 96jamkové desticce
mame alespon jednu negativni kontrolu (jamka, ktera obsahuje PCR master mix,



primery, vodu, ale Zadnou DNA).
e Na DNA mini-barcoding pouzivdme tfikrokovou PCR (Obr. 45).

a) ]
L15411_modif 1. PCR (25 cykld)

H15553 modif

PCRI1 forward primer (L15411_modif)
GAYAAAATYYCHTTYCACCC

PCRI reverse primer (H15553_modif)
GTAGGCRAAYAGGAARTATCA

b) 8 2. PCR (20 cykla)
L15411_modif_F_nextera

1. PCR produkt

H15553_modif R_nextera

PCR2 forward primer (L15411_modif F_nextera)
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAYAAAATYYCHTTYCACCC

PCR2 reverse primer (H15553_modif R_nextera)
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTAGGCRAAYAGGAARTATCA

c)

Adaptor
ml"‘l'

3. PCR (15 cykld)

2. PCR produkt

Index

PCR3 forward primer (F1_outer_S502)
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTCTCTATTCGTCGGCAGCGT*(

PCR3 reverse primer (R1_outer N701)
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGCTCG*G

Obr. 45. Schematické zobrazeni pripravy NGS knihovny s pouzitim ttfikrokové PCR. a) Béhem prvni PCR se
amplifikuje fragment cytochromu b pomoci kratkych specifickych primerd. b) BEhem druhé PCR se ampli-
fikuje totozny fragment se stejnymi, ale delSimi primery, jejichz konce se prekryvaji s lllumina sekvenacni-
mi primery (zelené). c) Treti PCR slouzi na ptidani lllumina adaptord (oranZové) a indexd (Cervené), na

zakladé kterych vzorky rozpozname i po sekvenovani.



Tab. 3. Seznam pouZzitych primer( na DNA mini-barcoding dvou 96jamkovych plat muzejnich vzork(. Pri-

mery zacinajici L/F jsou forward primery. Primery zacinajici H/R jsou reverse primery.

* znamena modifikaci primerd na 3 konci.

. Délka
PCR Primer Sekvence .
primeru
1. L15411_modif GAYAAAATYYCHTTYCACCC 20
1 H15553_modif GTAGGCRAAYAGGAARTATCA 21
5 L15411_modif F_  TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAYAAAATYYCHTTY- 53
nextera CACCC
5 H15553_modif R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTAGGCRAAYAG- 55
_nextera GAARTATCA

3. F1_outer_S502  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTCTCTATTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F2_outer_S503  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATCCTCTTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F3_outer_S505  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTAAGGAGTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F4_outer_S506  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACTGCATATCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F5_outer_S507  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAAGGAGTATCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F6_outer_S508  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTAAGCCTTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F7_outer_S517  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCGTAAGATCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F8_outer_S510  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTCTAATTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F9_outer_S511  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTCTCCGTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F10_outer_S513  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGACTAGTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F11_outer_S515  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTTCTAGCTTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F12_outer_S516  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCCTAGAGTTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F13_outer_S518  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTATTAAGTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F14_outer_S520  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAAGGCTATTCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F15_outer_S521  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGAGCCTTATCGTCGGCAGCGT*C 51
3. F16_outer_S522  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTTATGCGATCGTCGGCAGCGT*C 51
3. R1_outer_N701  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGCTCG*G 47
3. R2_outer_N702  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTAGTACGGTCTCGTGGGCTCG*G 47
3. R3_outer_N703  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGCCTGTCTCGTGGGCTCG*G 47
3. R4_outer_N704  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCAGGAGTCTCGTGGGCTCG*G 47
3. R5_outer_N705  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAGTCCGTCTCGTGGGCTCG*G 47
3. R6_outer_N706  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATGCCTAGTCTCGTGGGCTCG*G 47
3. R7_outer_N707  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGAGAGGTCTCGTGGGCTCG*G 47
3. R8_outer_N710  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGCCTCGGTCTCGTGGGCTCG*G 47
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R9_outer_N711
R10_outer_N712
R11_outer_N714
R12_outer_N715
R13_outer_N716
R14_outer_N718
R15_outer_N719
R16_outer_N720
R17_outer_N721
R18_outer_N722
R19_outer_N723
R20_outer_N724
R21_outer_N726
R22_outer_N727
R23_outer_N728
R24_outer_N729

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGCCTCTTGTCTCGTGGGCTCG*G

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCCTCTACGTCTCGTGGGCTCG*G

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCATGAGCGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCTGAGATGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGCGAGTGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCTCCGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACTACGCGTCTCGTGGGCTCG*G

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGCTCCGGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCAGCGTAGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGCGCATGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGAGCGCTAGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGCTCAGTGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCTTAGGGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACTGATCGGTCTCGTGGGCTCG*G
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGCTGCAGTCTCGTGGGCTCG*G

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGACGTCGAGTCTCGTGGGCTCG*G

47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47




Tab. 4. Priklad PCR protokolu pro tfikrokovou PCR. V prvnim sloupci jsou pouZité chemikalie. Ve dru-
hém sloupci jsou realné objemy, které se budou vyskytovat v jedné zkumavce (jedna reakce), ve tretim
sloupci je prepocitany objem chemikalii na 96jamkové plato (véetné rezervy, tzn. nasobeno 97x).

1 97 FindIni Zasobni Jednot-

1. PCR ,

reakce  reakci koncentrace  koncentrace ky

Primer F (L15411_modif) 0,4 38,80 0,4 10 WY

Primer R (H15553_modif) 0,4 38,80 0,4 10 WY

Qiagen Multiplex plus PCR Kit 5 485,00 1 2 X

ddH,0 2,2 213,40
master mix 776,00

DNA 2 u
Celkovy objem 10
1 97 FindlIni Zdsobni Jednot-
2. PCR 7
reakce reakci koncentrace  koncentrace ky
Primer F 0,4 38,80 0,4 10 WY
(L15411_modif _F_nextera)
Primer R 0,4 38,80 0,4 10 MM
(H15553_modif R_nextera)
Qiagen Multiplex plus PCR Kit 5 485,00 1 2 X
ddH,0 2,2 213,40
master mix 776,00
produkt 1. PCR 2 V1]
Celkovy objem 10
1 97 reak- FindlIni Zdsobni Jednot-
3. PCR ,
reakce cf koncentrace  koncentrace ky
Primer F + primer R 1,2 116,4 0,4 10 WY
Qiagen Multiplex plus PCR Kit 7,5 727,50 1 2 X
ddH,0 3,3 320,10
master mix 1164,00
produkt 2. PCR 3 V1]

Celkovy objem 15




Do prvni PCR se pridavaji kratké specifické primery pro cytochrom b (Tab. 3).
Pfipravime PCR podle protokolu v Tab. 4.
Nastavime 25 amplifika¢nich cykld a program dle pouZivané polymerazy (napf. pro
Qiagen Multiplex Plus PCR Kit):
o Iniciacni denaturace 94 °C — 5 min
o Denaturace + annealing + elongace (94 °C — 60 sec, 45 °C — 60 sec, 72 °C
—2 min) 25 cykld
o Finalni elongace 72 °C — 10 min
o Chlazeni4°C
Produkty prvni PCR neaplikujeme na gel, ale pouzijeme je jako templat pro druhou
PCR.
U druhé PCR se vyuZivaji stejné primery pro cytochrom b jako u prvni PCR, oviem
tyto primery jsou na 5’ konci prodlouzeny o sekvence, na které budou nasedat pri-
mery pfi treti PCR (celkova délka 53 a 52 bp, Tab. 3).
Pripravime PCR podle protokolu Tab. 4, ale pouzijeme produkty prvni PCR.
Nastavime 20 amplifikacnich cykl( a program dle pouzité polymerazy, napf.:
o Iniciacni denaturace 94 °C — 5 min
o Denaturace + annealing + elongace (94 °C — 60 sec, 45 °C — 60 sec, 72 °C
—2 min) 20 cykld
o Findlni elongace 72 °C — 10 min
o Chlazeni4°C
Produkty druhé PCR neaplikujeme na gel, ale pouzijeme je jako templat pro treti
PCR.
Treti PCR vyuziva primery s tzv. lllumina adaptéry (nutné k vlastnimu sekvenovani)
a specidlnimi barcody, které oznaci kazdy jeden vzorek unikatnim TAGem (Tab. 3).
Vyuzivdme tzv. ,dual barcoding” pfistup, kdy je TAGem oznacen forward i reverse
primer a kombinace téchto dvou TAGU je v datasetu unikatni a oznacuje pravé je-
den vzorek.
Primery si pfipravime do samostatného platicka (Tab. 5).
Pripravime PCR podle protokolu Tab. 4, do kazdé jamky napipetujeme unikatni
kombinaci forward a reverse primerl a misto DNA pouZijeme produkty z druhé
PCR.
Nastavime 15 amplifikacnich cyklG a poZzadovany program:
o Inicia¢ni denaturace 94 °C — 5 min
o Denaturace + annealing + elongace (94 °C — 60 sec, 45 °C — 60 sec, 72 °C
—2 min) 15 cykl{
o Finadlni elongace 72 °C— 10 min
o Chlazeni4°C



Tab. 5. Kombinace primerld pro treti PCR trojkrokového PCR postupu si pfipravime predem do
96jamkového plata. Odtud pak pipetujeme konkrétni kombinace primerl oznacujici jednotlivé vzorky do
plata se vzorky pomoci multikanalové pipety, abychom sniZzili riziko pipetovaci chyby.

:;al 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A R1F1 R2 F1 R3F1 R4 F1 R5 F1 R6 F1 R7 F1 R8 F1 RO F1 R10F1 R11F1 R12 F1
B R1F2 R2 F2 R3 F2 R4 F2 R5 F2 R6 F2 R7 F2 R8 F2 R9 F2 R10 F2 R11 F2 R12 F2
C R1F3 R2 F3 R3 F3 R4 F3 R5F3 R6 F3 R7 F3 R8 F3 RO F3 R10 F3 R11F3 R12 F3
D R1F4 R2 F4 R3 F4 R4 F4 R5 F4 R6 F4 R7 F4 R8 F4 R9 F4 R10 F4 R11F4 R12 F4
E R1F5 R2 F5 R3 F5 R4 F5 R5 F5 R6 F5 R7 F5 R8 F5 R9 F5 R10 F5 R11F5 R12 F5
F R1F6 R2 F6 R3 F6 R4 F6 R5 F6 R6 F6 R7 F6 R8 F6 R9 F6 R10 F6 R11F6 R12 F6
G R1F7 R2 F7 R3 F7 R4 F7 R5 F7 R6 F7 R7 F7 R8 F7 R9 F7 R10 F7 R11 F7 R12 F7
H R1F8 R2 F8 R3 F8 R4 F8 R5 F8 R6 F8 R7 F8 R8 F8 R9 F8 R10 F8 R11 F8 R12 F8

e Vysledky treti PCR mlzeme vizualizovat pomoci elektroforézy a zmérime koncent-
raci DNA na gelu, fluorometrem (napf. Qubit) nebo spektrofotometrem (napr. Na-
nodrop).

e Podle koncentrace smichame vsechny vzorky dohromady tak, aby od kazdého
vzorku bylo ve smési relativné stejné mnozstvi DNA. Nemusime vSak odmérovat
presné mnozstvi pro kazdy vzorek, ale mizeme vytvorit skupiny vzork(i o podobné
koncentraci na zakladé gelu a brat stejné mnozstvi DNA pro vzorky uvniti skupiny.
Skupiny vytvarime dle rozpéti koncentraci DNA, napf. pro dvé skupiny, tj. velmi sla-
bé vs. silné vzorky, bereme 10 pl kazdého ze slabych vzorkl a 1 pl kazdého ze sil-
nych vzorka. Tak vytvorime NGS knihovnu.

e NGS knihovnu precistime na magnetickém stojanu (Kap. 8.2.4.).

e Nasleduje kontrola NGS knihovny pomoci automatizované elektroforézy (napf. Bi-
oanalyzer, Fragment Analyser, TapeStation) (Obr. 46).

e Takto pfipravenou NGS knihovnu odesleme na sekvenacni pracovisté.

e V pripadé vyskytu nespecifickych produkti Ize vyrezat specificky PCR produkt po-
moci pristroje Pippin Prep (Sage Science).

o Nasledné se NGS knihovna sekvenuje na pfistroji Illumina MiSeq (Obr. 47).

o Na zakladé délky sekvenovaného produktu volime vhodny sekvenacni kit, tj. vhod-
nou délku sekvenacnich cteni, a to tak, aby se sekvenacni ¢teni z jedné a druhé
strany prekryvala alespon 25 bp; lepsi je vSak delSi prekryv (v tomto pfipadé je zce-
la dostacujici Miseq kit s 150 bp dlouhym ¢tenim z kazdé strany, tj. Miseq Reagent
Kit v2 na 300 cykld, 2 x 150bp).

e Sekvenacni béh na pfistroji lllumina Miseq ma fixni kapacitu, tj. ocekavame vzdy



priblizné stejné mnozZstvi sekvenci. PocCet sekvenci na vzorek tedy zavisi na poctu
vzorkd sekvenovanych v jednom sekvenacnim béhu. Napf. pFi sekvenovani 100
vzorkd ziskdme v prdméru cca 60 000 tisic parovych sekvenci na vzorek.

e Svyuzitim specializovanych softwarl si pomoci TAGU prifadime vysledné sekvence
k jednotlivym vzorklim, vyfiltrujeme sekvence, které maji spravnou délku a kvalitu,
odstrihneme primery, definujeme si unikatni sekvencni varianty a zaznamename
jejich zastoupeni a ¢etnost v jednotlivych vzorcich.

e Nasledné mizeme jednotlivé varianty srovnat s globalni databazi sekvenci pomoci
BLASTu (Kap. 12.2.) nebo s vlastni databazi a zjistit tak sloZeni jednotlivych vzorkd
(ocekavame smés cilového organismu, lidské kontaminace a dalSich kontaminaci).
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Obr. 46. Vysledek automatizované elektroforézy Fragment Analyser. NGS knihovna ma dva vyrazné signa-
ly; jeden o velikosti 195 bp, coZ jsou nespecifické produkty a zbytky primer(, a druhy 306 bp, coZ je nas
specificky produkt. Napravo je vyobrazeni na gelu, kde nds zajima vrchni prouzek. Pfed sekvenovanim se je
nutné zbavit nespecifickych produktd a to tak, Ze vyfizneme specificky 306 bp dlouhy fragment z gelu.

Obr. 47. Illumina MiSeq sekvenator (zdroj:
Wikipedia).




11. DNA barcoding

Zakladnim zplsobem genetické identifikace organismi je tzv. DNA barcoding. Zakladate-
lem barcodingu je Paul Hebert (HEBERT a kol. 2003). DNA barcoding je dilezity pro identifi-
kaci druhti, urceni druhové biodiverzity v oblastech, kde je biodiverzita velmi vysoka (tzv.
hot-spots), identifikaci zvirat podléhajicich CITES, kryptickych druht, typového materialu
a identifikaci invazivnich druhl. Vyuzivani DNA barcodingu je podporovano celosvétovou
iniciativou Consortium for the Barcode of Life (CBOL). DNA sekvence jsou uloZené v data-
bazi Barcode of Life Data System (BOLD), ktera je volné ptistupna. V zai{ 2019 obsahovala
tato databaze 6,5 mil. sekvenci z vice nez 210 000 druh zvirat, 68 000 rostlin a 22 000 hub
(http://www.boldsystems.org).

Metodika DNA barcodingu je velmi jednoducha. Amplifikuje se kratky tisek mitochon-
dridlni DNA. U Zivocichi je to standardné cytochrom oxidaza I (CO1), pripadné se pouZzivaji
useky jinych gent, napt. cytochrom b (cyt b) ¢i 16S ribozomalni RNA (16S). Tyto DNA bar-
codové sekvence se porovnaji s dostupnymi sekvencemi znadmych druht v globalni databa-
zi a na zakladé toho se organismus zaradi do druhu nebo poddruhu.

DNA muzejnich vzorkd je ¢asto degradovand, a proto neni mozné pouZit cely barcodo-
vaci gen (655 bp pro CO1 nebo 1140 pro cytochrom b). GALAN a kol. (2012) proto navrhli
mini-barcoding protokol pravé pro problematické muzejni vzorky. Sekvenuje se pouze
kratky fragment cytochromu b (136 bp), a protoZe je tento usek dostate¢né variabilni, 1ze
spolehlivé zatadit organismus do druhu nebo poddruhu. Pomoci tohoto protokolu bylo
osekvenovano nékolik holotypti, paratypt, syntypd nebo organismi z nedostupnych lokalit
(napt. BRYJA a kol. 2014, 2017, 2018; MIKULA a kol. 2016; AGHOVA a kol. 2017). Tento proto-
kol byl navrZen na vzorky mysi, avSak s malymi Gpravami primert (Kap. 10.) byl tento
pristup Uspésné pouzit i na sekvenovani Siroké $kaly organismi (ryby, plazi a ptaci).



12. Analyza sekvenci

12.1. Editovani sekvenci

Sekvence si musime pfed samotnou analyzou upravit (zeditovat). Pro editaci mame vybér
z nékolika softwari, napf. Chromas, Seqscape, Geneious. Ze sekvenatoru ziskdme soubory
ve formatu *.abl, které se nazyvaji chromatogramy a lze si je jednoduSe zobrazit napf-.
v programu Chromas, ktery je volné k dispozici (https://technelysium.com.au/wp/chro-
mas/). Manualni editace a kontrola sekvenci je dllezitym krokem, protoZe je nutné odstra-
nit Sum z primarnich sekvenci (§patna kvalita, vicenasobny signal, kodovani tzv. indelt aj.).
Pokud se v sekvencich vyskytuji indely (inzerce - extra nukleotidy nebo delece - chybéjici
nukleotidy), doSlo kvlozeni nebo k vynechani jednoho ¢i nékolika pard nukleotidil
v genomu. Pouze kvalitni sekvence s jasnym signalem lze dale analyzovat. Spatné sekvence
mohou vznikat z mnoha divodi a je nutné zjistit, zda se jedna napft. o problém v PCR, chy-
bovost sekvenacni reakce nebo je problematicky dany amplifikovany tsek.
DuleZité jsou tyto kroky:

e Sekvence si nahrajeme do programu, ktery zobrazuje chromatogramy (Chromas,
Segscape, Geneious).

e Zkontrolujeme kvalitu sekvenci a vymazeme nekvalitni zacatky a konce (provedeme
tzv. zarovnani; Obr. 48).

e Pokud jsme sekvenovali gen z obou stran (vyuZiti forward i reverse primeru), spo-
jime tyto Useky na zdkladé prekryvu jednotlivych sekvenci (smér cteni u reverse
Useku je nutno otodit, aby korespondoval s forward usekem), nebo Useky spojime
na zakladé referencni sekvence (Ize stahnout napr. z GenBank).

e Zkontrolujeme kvalitu jednotlivych bazi, zda se v sekvenci (ne)vyskytuji heterozy-
gotni pozice (tzn. pozice, na kterych je signal dvou nukleotid(i; Obr. 49). Pokud sek-
venujeme mitochondridlni geny, tak by vSechny pozice nukleotidd mély byt homo-
zygotni (jeden signdl na jedné pozici; Obr. 50). Pokud se v sekvencich nuklearnich
genl vyskytuji heterozygotni pozice, je potreba tyto pozice oznacit pro dalsi analy-
zy (IUPAC koédy: R=G/A; Y=T/C; M =A/C; K=G/T;S=G/C; W = A/T; N = G/A/T/C).

e Upravené sekvence si mizeme uloZit ve formatu FASTA (Obr. 51). Je to jednoduchy
format, ktery Ize otevrit a upravovat v textovém prohlizeci (napf. Poznamkovy blok,
Note++, TextWrangler).
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e0e mus.fasta Not registered
# ~/Documents/muzeum/Metodika/mus.fasta - 4. 5 B

1 \>M‘BS7807.1 Mus musculus domesticus cytochrome b (Cytb) gene, complete cds; mitochondrial gene for mitochendrial product
2 ATGACAAACATACGAAAAACACACCCATTATTTAAAATTATTAACCACTCATTCATTGACCTACCTGTCC
3 CATCCAACATTTCATCATGATGAAACTTTGGGTCCCTTCTAGGAGTCTGCCTAATAGTCCAAATCATTAC
4 AGGTCTTTTCTTAGCCATACACTACACATCAGATACAATAACAGCCTTTTCATCAGTAACACACATTTGT
5 CGAGACGTAAATTACGGGTGACTAATCCGATATATACACGCAAACGGAGCCTCAATATTTTTTATTTGCT
6 TATTCCTTCATGTCGGACGAGGCTTATATTATGGATCATATACATTTATAGAAACCTGAAACATTGGAGT
7 ACTTCTACTGTTCGCAGTCATAGCCACGGCATTTATAGGCTACGTCCTTCCATGAGGACAAATATCATTC
8 TGAGGTGCCACAGTTATTACAAACCTCCTATCAGCCATCCCATATATTGGAACAACCCTAGTCGAATGAA
9 TTTGAGGAGGCTTCTCAGTAGACAAAGCCACCTTGACCCGATTCTTCGCTTTCCACTTCATCTTACCATT
1e TATTATCGCGGCCCTAGCAATCGTTCACCTCCTTTTCCTCCACGAAACAGGATCAAACAACCCAACAGGA
1 CTAAACTCAGATGCAGACAAAATTCCATTTCACCCCTACTATACAATCAAAGATATCCTAGGTATCCTAA
12 TCATATTCTTAATTCTCATAACCCTAGTATTATTTTTCCCAGACATACTAGGAGACCCAGACAACTACAT
13 ACCAGCTAATCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCATACGCCATT
14 CTACGCTCTATCCCCAATAAACTAGGAGGTGTCCTAGCCTTAATCTTGTCTATCCTAATTTTAGCCCTAA
15 TACCTTTCCTTCACACCTCAAAGCAACGAAGCCTAATATTCCGCCCAATCACACAAATTTTGTACTGAAT
16 CCTAGTAGCCAACCTACTTATCTTAACCTGAATTGGGGGCCAACCAGTAGAACACCCATTTATTATCATT
17 GGCCAACTAGCCTCCATCTCATACTTCTCAATCATCTTAATTCTTATACCAATCTCAGGAATTATCGAAG
18 ACAAARTACTAAAATTATATCCATG

28 =>AJ2986085.1 Apodemus sylvaticus partial mitechondrial cytb gene for cytochrome b, tissue library JRM-181
21 CCAAGACATGAAAATCATCGTTGTATTCAACTATAGAAACCTAATGACAAACATTCGAAAAACACACCCA
22 CTACTAAAAATTATTAATCACTCTTTCATCGACCTACCAGCTCCATCTAACATTTCATCATGATGAAACT
23 TCGGCTCATTGCTAGGAATCTGCCTGATGATCCAAATCCTCACAGGCTTATTTCTAGCAATACACTACAC
24 ATCAGACACAATAACAGCATATTCTTCAGTGACCCATATCTGTCGAGACGTAAATTATGGCTGACTAATT
25 CGATATATACATGCAAACGGAGCCTCAATATTTTTTATTTGCCTATTTCTTCACGTAGGACGAGGAATGT
26 ATTACGGATCATATATTTTTATAGAAACATGAAACATTGGTGTAGTTCTTCTATTCGCAGTAATAGCCAC
27 AGCATTCATAGGATATGTTCTTCCATGAGGACAAATATCCTTCTGAGGAGCTACAGTAATTACAAATCTA
28 CTATCAGCAATTCCATACATCGGAACTACCCTAGTAGAATGAATCTGAGGAGGATTCTCAGTAGACAAAG
29 CTACATTGACACGTTTTTTCGCCTTTCACTTTATCCTTCCATTTATTATTGCTGCCCTAGTAATTGTTCA
30 CCTCTTGTTTCTCCATGAAACTGGATCTAATAACCCAACAGGCCTTAACTCAGACGCCGATAAAATCCCA
31 TTTCACCCTTACTATACTATCAAAGATATTCTAGGTGTACTAATAATAGTTTCCTTCCTAATAACTTTAG
32 TCCTTTTCTTTCCAGACCTACTAGGTGACCCGGACAACTATATACCTGCCAACCCACTTAACACCCCANC
33 CCATATTAAACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCAATCCTACGATCCATCCCCAATAAACTAGGC
34 GGAGTCCTAGCCCTAATTCTATCAATCTTAATTTTAGCCCTATTACCATTCCTCCACACTTCCAAACAAC
35 GCAGTCTAATATTCCGCCCAATCACTCAAACCCTATATTGAATCCTAGTGCCAACCTTCT

37 =AB211839.1 Rattus rattus mitochondrial cytb gene for cytochrome b, partial cds, isolate:H52343
38 ATGACAAACATTCGAAAATCACACCCCCTAATCAAAATTATTAATCACTCCTTCATTGACCTTCCCGCCC
39 CATCCAACATCTCATCATGATGAAATTTTGGCTCTCTTCTAGGAGTATGCCTTATAATTCAAATTATCAC
48 AGGATTATTTCTAGCAATACACTACACATCCGACACTTTAACAGCATTCTCATCAGTTACTCACATCTGC
41 CGAGACGTAAACTACGGCTGACTAATCCGATACTTACATGCCAACGGAGCCTCAATATTCTTTATCTGCT
42 TATTCCTCCATGTAGGCCGAGGGATATACTACGGATCCTACACCTTCTTAGAAACATGAAACATTGGAAT
43 TATCCTACTATTTGCAGTCATAGCAACCGCATTCATAGGTTATGTACTCCCATGAGGACAAATATCATTC
44 TGAGGGGCCACAGTAATCACAAACCTATTATCAGCCATTCCCTACATTGGCACCACTCTAGTCGAATGAA
45 TCTGAGGAGGCTTCTCAGTAGACAAAGCAACCCTAACACGTTTTTTCGCATTCCACTTCATCCTCCCATT
46 CATCATCGCCGCCCTTGCAATTGTACATCTCCTCTTCCTCCACGAAACAGGATCAAACAACCCCACAGGA
47 CTAAACTCTGACGCAGACAAAATCCCATTTCATCCATACTACACAATTAAAGACTTACTTGGAGTATTCA
48 TGTTACTCCTATTTCTAATAACTCTAGTATTATTCTTCCCAGACTTACTAGGAGACCCAGACAACTACAC

an ACCTEFTAAC FCACTAAATAC O ACEAr ATATTAAGS FACAATEATATTTAATATT TR CTACCCTATT

Obr. 51. Sekvence v textovém editoru ve formatu FASTA.

12.2. Basic local alignment search tool (BLAST)

Dal$im krokem je identifikace sekvenci, a to predevsim jedna-li se o DNA barcoding (viz
Kap. 9). Nejjednodussim zplisobem je porovnat vybranou sekvenci s referencni databazi,
napt. GenBank.

e Navstivime stranku BLAST (Obr. 52): https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi? PRO-
GRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome)

e Do horniho okna zkopirujeme nasi sekvenci, mtiZzeme zvolit nastaveni (ve vétsiné
pripadll je vhodné vyuZit defaultni nastaveni) a potvrdime vlevo dole kliknutim na
BLAST.

e BLAST porovnd nasi sekvenci se vSemi publikovanymi sekvencemi v databazi
(Obr. 53).
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12.3. Jednoducha fylogeneticka analyza

12.3.1. StaZeni sekvenci z GenBank-u

Pokud jiZ mame sekvence identifikované v BLASTu a chceme zrekonstruovat fylogeneticky
strom, je dobré zacit na strankach GenBank a stahnout si pribuzné sekvence.

e Navstivime stranku https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

e Do vyhleddvace zadame jméno organismu a gen, pro ktery chceme vytvofrit fyloge-
neticky strom, napt. pro rod mysi Mus a gen cytochrom b to bude ,Mus cytb”

(Obr. 54).

e Pokud chceme vybér zuzit, vpravo mizZzeme vybrat moznost zobrazeni pouze mysi

domaci Mus musculus.

e UloZime si vSechny (nebo jen vybrané) zaznamy ve FASTA formatu (Obr. 55).

e Z GenBank-u si stdhneme jednu sekvenci jako outgroup, coZ je organismus ¢i sku-
pina organism(, ktera by méla byt nejpribuznéjsi se studovanou skupinou a slouzi

k zakorenéni fylogenetického stromu.

e Vtextovém editoru si otevieme stahnuté sekvence a nakopirujeme k nim nase no-

vé sekvence.
e Soubor si uloZime ve formatu FASTA.
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Obr. 55. Vpravo nahore klikneme na tladitko Send to a vybereme, zda chceme uloZit ve formatu FASTA
vsechny, nebo jen vybrané sekvence.

12.3.2. Alignment

e Nainstalujeme si program AliView (pfip. Geneious) nebo jiny program, ktery umoz-
nuje zobrazit sekvence a seradit pod sebe homologni baze, tzv. alignment
(Obr. 56): http://www.ormbunkar.se/aliview/.

e VloZime nas FASTA soubor; File — Open File.

e Usporadame si sekvence, tzv. alignujeme; Align — Realign everything (Obr. 57).

e Alignment uloZime ve formatu FASTA, NEXUS nebo PHYLIP (podle analyzy, kterou
chceme déle pouzit).
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Obr. 57. Souboru sekvenci ve formatu FASTA, kde jsou sekvence jiz

zarovnané (zobrazeno v programu
AliView).

Alignment lze vytvofrit také napt. v programu BioEdit (Obr. 58). Upravenou sekvenci
z programu Chromas zkopirujeme (Ctrl+C) do programu BioEdit (File - Import from clipbo-
ard). Rezim Edit umoznuje manipulaci se sekvencemi (mazani bazi, prepisovani aj.). Zna-
zornény jsou rozdily jednotlivych bazi vii¢i oznacené sekvenci. Pro zvyraznéni téchto rozdi-
14 1ze pouzit velkou $kalu nastaveni. Hotovy alignment mizeme uloZit napr. ve formatu
FASTA nebo NEXUS (velmi cCasto pouzivané vstupni formaty pro dalsi analytic-
ké programy).
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Obr. 58. Zarovnané sekvence — alignment (zobrazeno v programu BioEdit). Zobrazeny jsou pouze variabilni
pozice. Pozice, které jsou shodné v celém datasetu, jsou zndzornéné barevnou teckou.

12.3.3. Fylogeneticky strom

Pro rekonstrukci fylogenetického stromu mutizeme pouzit celou fadu vypocetnich metod.
0d téch nejjednodussich, napi. Neighbor joining, az po velmi sofistikované metody, jako je
Maximum likelihood nebo Bayesian inference. Proto existuje celd rada fylogenetickych
programi. Nejpouzivanéjsi jsou RAxML, MrBayes, RevBayes, BEAST, GARLL

Pro nase potieby pouzijeme metodu Neighbor joining v programu MEGA. Ta je vypocet-
né velmi jednoducha, a tudiz vyznamné nezatizi nas pocitac a vysledku se dobereme velmi
rychle i na béZném stolnim pocitaci. Zaroven ale musime pocitat s tim, Ze vysledek nemusi
byt optimalni (tj. co nejlépe popisujici skutecnost), jelikoZ mize byt zatizen riznymi zjed-
nodusenimi, ktera sebou tato metoda nese. Neighbor joining vSak mtize byt plné dostacujici
napft. pro odhaleni asociace novych jedinct s témi, jejichz fylogenetickou pozici jiz zname.

vivs

V pripadé rozsahlejsich souborti dat a reSeni sloZitéjSich otazek miiZe tato metoda poslou-

Zit jako rychly test toho, jak se ,data chovaji“, ale poté je nutné ptistoupit ke slozitéj-
$im analyzam.



e Nainstalujeme si software MEGA https://www.megasoftware.net

e Nahrajeme si alignment. File - Open File Session - Analyze > Nucleotide sequen-
ces

e Pokud mame kodujici sekvence, zvolime Protein coding a vybereme si
z genetického kodu. Zalezi, jaky druh organismu studujeme, a zda se jedna
o mitochondridlni nebo jadernou DNA.

e Klikneme na Phylogeny — Construct Neighbor Joining tree.

e Program nam vypocita jednoduchy fylogeneticky strom (Obr. 59).

AB211039.1 Rattus rattus mitochondrial cyth gene for cytochrome b partial cds isolate:H52343

ZKY?HMSJ Millardia kathleenae cytochrome b (cyth) gene partial cds mitochondrial

JQ735635.1 Malacomys longipes voucher RUCA BAT4 cytochrome b (CYTE) gene partial cds mitochondrial

AF004585.1 Arvicanthis sp. cytochrome b {cyth) gene mitochondrial gene encoding mitochondrial protein partial cds

:F?%U1U.1 Otomys fortior voucher ZMMU164962 cytochrome b (Cyth) gene partial cds mitochondrial

FN393052 1 Mastomys awashensis mitochondrial partial cytb gene for cytochrome b specimen voucher MET34

KY754001.1 Hydromys chrysogaster cytochrome b {cyth) gene partial cds mitochondrial

E DQ191484.1 Phloeomys cumingi cytochrome b (cytb) gene partial cds mitochondrial
[ Nova sekvencia
AY057807 1 Mus musculus domesticus cytochrome b (Cytb) gene complete cds mitochondrial gene for mitochondrial product
AJ298805 1 Apodemus sylvaticus partial mitochondrial cytb gene for cytochrome b tissue library JRM-101
KUG966095.1 Gerbilliscus vicinus isolate SP5441 cytochrome b (cyth) gene partial cds

0060
—_

Obr. 59. Priklad fylogenetického stromu; ,Nova sekvencia” je nejblizsi pfibuzny sekvenci Mus musculus

domesticus.
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13. Seznam zkratek

13.1. Zkratky pouZzitych chemikalii

AE pufr
DF
ddNTP
dNTP
DTT
EDTA
Exo-SAP
GTE pufr
PBS
PFA
SDS

TAE pufr
TBE pufr
TE pufr
TRIS

Tris-Cl/EDTA

pufr bez detergenti (z angl. detergent free)
dideoxynukleosidtrifosfaty
deoxynukleosidtrifosfaty

dithiotreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova

z angl. Exonuclease-Shrimp Alkaline Phosphatase
glycin/TrisHCl/EDTA

fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)
paraformaldehyd

dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecyl sulfate)
Tris/Acetate/EDTA

Tris/Borate/EDTA

TRIS/EDTA

Tris(hydroxymetyl)aminometan

13.2. Ostatni zkratky

BLAST
CITES

DNA
ELFO
NGS
PCR
RNA

100

z angl. Basic Local Alignment Search Tool

Umluva o mezinarodnim obchodu s ohrozenymi druhy volné Zijicich zivo-
Cichtl a plané rostoucich rostlin (z angl. Convention on International Trade

in Endangered Species of Wild Fauna and Flora)

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

elektroforéza

sekvenovani nové generace (z angl. next generation sequencing)
polymerazova retézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)

ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)
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