Téma 4: Genetické testovani rodiCovstvi u zvirat
Laboratorni priklady

Dobry den. V této prednasce se budeme zabyvat genetickym testovanim rodiovstvi u zvirat,
konkrétné laboratornimi postupy této analyzy. Piednaska je soucasti modulu 4, Precizni chov
hospodaftskych zvitat. Vytvoreni této prezentace bylo podpofeno grantem ERASMUS + KA2
v ramci projektu ISAGREED, Inovace obsahu a struktury studijnich programi v oblasti
managmentu zivociSnych genetickych a potravinovych zdroju s vyuzitim digitalizace.

Jaké jsou jednotlivé kroky samotné analyzy? Nejprve je potieba izolovat DNA z biologického
materidlu a ovéfit jeji kvalitu. Déale pomoci multiplex PCR amplifikovat fragmenty a
fragmentacni analyzou ziskané¢ amplikony separovat. Specialni pocitacovy program poté
vysledky fragmentaéni analyzy automaticky porovna s kalibra¢ni kfivkou standardu a ur¢i alely
jednotlivych mikrosateliti. Po ziskani genetického profilu jedince poté nésleduje ovéfeni
rodicovstvi. A ted’ si popiSeme jednotlivé kroky konkrétné;ji:

Prvnim a nezbytnym krokem vétSiny molekularné genetickych metod je izolace DNA. DNA
lze izolovat témét z kazdého biologického materidlu, napt. z krve, svaloviny, stérti bukalni
sliznice, mléka, pefi, vlasovych nebo chlupovych cibulek, spermatu atd. Kvalita a mnoZzstvi
izolované DNA velmi ovliviiuje priubéh naslednych reakci. Existuje né€kolik izola¢nich metod.
Metoda je zvolena podle materidlu, ze kterého se DNA izoluje a dale podle mnozstvi a kvality
biologického materialu. V soucasné dob¢ patii mezi nejpouzivanéjsi metody izolace DNA tzv.
kolonkovd metoda, ktera se fadi do skupiny metod vyuZivajicich pro izolaci DNA pevné
Castice.

Vyhodou kolonkové metody je pfedevsim rychlost, jednoduchost, vysoka spolehlivost a dobra
kvalita a cCistota ziskané DNA. Podstatou této metody je adsorpce DNA na silikatovou
membranu, jeji promyti a ndsledné uvolnéni do zkumavky. Prvnim krokem je pfiprava
biologického materidlu, ze kterého bude DNA izolovana, a jeho pfipadnad homogenizace. Na
obrazcich jsou nejcastéj$i materialy pouzivané pro izolaci DNA u zvifat, tj. krev, tkan (napf.
svalovina) a chlupové cibulky, jejichz vyhodou je snadny neinvazivni odbér a snadné ulozeni
a odeslani materidlu chovateli na analyzu.

K biologickému materidlu se ptfidava lyzacni pufru a proteindza K, po inkubaci pii zvySené
teploté dojde k vytvofeni lyzatu, ve kterém je DNA uvolnéna z bunééného jadra a proteiny jsou
degradovany. Vznikly lyzat je ptepipetovan na kolonu se silikatovou matrici.

V dalSim kroku je pomoci centrifugace DNA navazéana na silikatovou matrici uvnitf kolony.
V dalSich dvou krocich je navdzanda DNA promyvéna pomoci promyvaci pufru a tim jsou
odstranény vSechny necistoty. Pfecistend DNA je v poslednim kroku uvolnéna do roztoku
elu¢niho pufru. Takto izolovanou DNA pouzijeme pro dalsi analyzy.

Po izolaci DNA je vZdy potiebné ovéfit jeji mnoZstvi, tzn. jestli se izolace zdatila. NejbéZnéjSim
zpusobem ovéfeni mnozstvi izolované DNA je agarozova gelova elektroforéza. V tomto
piipad€ pouZijeme 2 % agarézovy gel. Nejprve si navazime 2 g agardzy, coz je preciStény
polysacharid z motskych tas. Tento bily prasek rozvatime ve 100ml elektroforetického pufru,
v naSem piipadé se jedna o TBE pufr (TRIS-BORAT + EDTA). Tim dostaneme 2 %
koncentraci gelu. Rozvafeni probihda v mikrovinné troubé do té doby, nez je roztok zcela
homogenni a ¢iry.

Po ditkladném rozvateni pfidame vizualiza¢ni barvu, v naSem piipadé¢ GoodView, vSe nalijeme
do pfipravené vanicky a vlozime hiebinky. Gel nechame ztuhnout.

Po ztuhnuti gel vlozime do eletroforetické vany naplnéné elektroforetickym TBE pufrem,
vyjmeme hiebinky a do vzniklych jamek nanasime vzorky DNA. DNA musi byt smichana s
nanasecim pufrem, ktery obsahuje indikatorovou barvu (obvykle bromfenolovou modi) a
hustou latku, napt. sacharézu nebo glycerol. To umozni spravné naneseni DNA na dno jamky.



Soucasti kazdého gelu musi byt i minimalné jeden sloupecek s tzv. velikostnim standardem.
Jedna se o smés DNA rtiznych a ptesné definovanych velikosti, které slouzi k tomu, abychom
dokézali odvodit ¢i ovéfit velikost vzorkd.

Po naneseni vSech vzorkid DNA elektroforetickou vanu piipojime pomoci elektrod ke zdroji
elektrického napéti, nastavime potfebné parametry — v naSem piipadé 130 V a 30 minut, a
elektroforézu spustime. Po skonceni separace vizualizujeme vysledek pomoci UV svétla. Na
vysledném eletroforetogramu vidime v prvni jamce napipetovany velikostni standard pro
hrubou kvantifikaci vysledki, v dalSich jamkach poté izolovanou DNA rlizné intenzity, tedy
ruzné kvantity. Po tomto elektroforetickém ovéteni izolace je DNA pouzita pro dalsi kroky
molekularné-genetické analyzy.

Posledni obrazek tykajici se elektroforézy nam ilustruje souhrnné zakladni kroky agardzové
gelové elektroforézy.

Dalsim krokem je multiplexni PCR.Multiplexni PCR je jednou z mnoha modifikaci PCR
reakce. Jeji podstata spociva v tom, ze béhem jedné reakce dochazi k namnozeni vice fragment
DNA, ato Vv zavislosti na poctu primert ptidanych do reakce. Vse probiha v termalnim cykleru.
Zde je nastaven teplotni profil jednotlivych krokti reakce a pocet opakovani.

Vysledkem je mikrozkumavka obsahujici amplikony riznych délek. Pocet amplikonti odpovida
poctu MS, které jsou u daného jedince stanovovany. Jak ale tuto reakci vyhodnotit, jak odecist
velikosti jednotlivych PCR produktd? Pfi pouziti klasické agardézové elektroforézy nelze
vSechny lokusy, resp. alely rozlisit. Diky tomu, ze byly do reakce pfidany fluorescenéné
znacené¢ primery, lze k odectu vysledki pouzit kapilarovou elektroforézu probihajici
v genetickém analyzatoru. Na multiplexni PCR tedy navazuje fragmentacni analyza.

Samotna fragmentacni analyza probiha ve specidlnim genetickém analyzatoru. Analyza je
zalozena na kapilarni elektroforéze a nasledné fluorescencni detekci jednotlivych
amplifikovanych fragmentl. Jejim cilem je zjistit délku fragmentu DNA, kterd je vymezena
dvéma primery (jeden primer je fluorescencné znaceny, druhy znaceny neni). Vyhoda pouziti
této metody spociva v tom, Ze 1ze analyzovat vice fragmentl soucasné. Fragmenty se musi liSit
délkou nebo byt oznaceny fluorescencni barvou. Ke kazdému vzorku je nutné ptidat tzv.
velikostni standard. Ovladdani genetického analyzatoru probihd podobné jako v ptipadé
sekvenovani, demonstraci ¢innosti tohoto pfistroje mizete vidét v kapitole modulu 1: Ukazka
sekvenovani.

Po dokonceni fragmentacni analyzy dojde k vyhodnoceni vysledkll ve specidlnim programu,
napi. GeneMapperu. Nejprve je potieba zkontrolovat kvalitu surovych dat. Ta vypadaji takto.
Na obrazku muizete vidét vysledny eletroforetogram setu 17 MS u koni. Jednotlivé MS jsou
rozdéleny do 4 barev, a to z toho diivodu, aby se jejich alely velikostné neptekryvaly a vysledné
genotypy byly spravné odecteny a urceny. Kazdy MS se sklada z jednoho nebo dvou piku, které
oznacuji alely daného MS. Pokud se v genotypu vybraného MS vyskytne jedna alela, zkoumany
jedinec je v ném homozygotni. Pokud ma MS detekovany dv¢ alely, jedna se o heterozygota.
Vysledkem fragmentacni analyzy je tedy stanoveny set MS daného jedince. Pii ovétovani
rodiCovstvi u zvitat se porovnavaji vybrané sety MS rodicti a potomka.

Obecné plati, Ze ptislusny lokus (resp. gen) se vzdy u jedince vyskytuje na dvou homologickych
chromozomech, ptfi¢emz kazdy z nich je zdédén od konkrétniho rodice. Na zaklad¢ toho lze
poté urcit, zda je dany jedinec potomek uvedenych rodic¢l. VSe si ukdzeme na konkrétnim
piikladu. Na tomto obrazku vidite vysledné genotypy setu 17 MS koni u potomka a jeho
ptipadnych rodi¢i. Ukolem je zjistit, zda jsou uvedeni rodi¢e opravdu rodi¢i daného potomka.
Pokud jsou, bude mit potomek v genotypech svych MS jednu alelu od otce a druhou od matky.
Jak miZzeme u potomka vidét, genotypy jednotlivych lokusti se opravdu skladaji z jedné alely
zdédéné od otce (vyznaceno modrou barvou) a z jedné alely zdédéné od matky (vyznaceno
cervenou barvou). V tomto piipadé genetické testovani rodicovstvi potvrdilo. Mohou nastat
dalsi ptipady, kdy genetickd analyza vylouci jednoho z rodict, ptipadné vylouci oba rodice.



