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Uvod

Tato ptirucka poskytuje standardizované protokoly pro molekulérni identifikaci obratlovct
z biologickych vzorka, vcetné Cerstvych tkédni, zpracovanych zivocisSnych produktt
a stopového biologického materidlu, s vyuzitim metod DNA barcodingu a sekvenace. Zahrnuje
postupy pro piedzpracovani vzorkd, extrakci DNA, jeji kvantifikaci, postupy pro

polymerdzovou fetézovou reakci (PCR), sekvenaci a interpretaci vysledk.

Postupy jsou optimalizovany pro:

o Extrakci DNA pomoci soupravy Qiagen DNeasy® Blood & Tissue Kit a komeréné
dostupnych alternativ

e Kvantifikaci DNA pomoci pfistroji NanoDrop, Qubit a dalSich fluorimetrickych metod

e PCR

e Sangerovu sekvenaci a naslednou analyzu dat



1. Obecné postupy

1.1 Ochranné pracovni pomiicky a bezpecnost

Pro zajisténi bezpecnosti laboratorniho persondlu a zachovani integrity vzorkl je pii vSech

krocich molekularni identifikace povinné pouzivat odpovidajici osobni ochranné pracovni

prostiedky:

Pti zpracovani jakychkoli biologickych vzorkl je nutné nosit laboratorni plast’. Pro
¢innosti zahrnujici manipulaci s PCR produkty musi byt vyhrazeny samostatné plaste, aby

se predeslo kiizové kontaminaci.

Rukavice je nutné pouzivat neustale pfi manipulaci se vzorky nebo €inidly a je tieba je
thned vymeénit, pokud dojde ke kontaminaci, poskozeni nebo po dokonceni pracovniho

¢innosti. Pouzité rukavice je nutné vyhodit do vyhrazenych odpadnich nadob.

Pfi praci s nebezpeCnymi chemickymi latkami nebo biologickym materidlem
s potencialnim infekénim rizikem je tteba pouzit dodate¢né ochranné pomucky, jako jsou
ochranné bryle a teplu odolné rukavice (napf. pfi praci s rozehfadtym agardézovym

gelem).

1.2 Specificka rizika a bezpe¢nostni opatieni

Biologicky material mize obsahovat infekéni agens; je proto nezbytné dodrZovat piisna

bezpecnostni opatieni:

Pti manipulaci se vzorky vzdy pouZivejte rukavice a ochrannou rousku (respirator).
Nedotykejte se obliceje ani sliznic, abyste minimalizovali riziko expozice.

Po pouziti rukavic je ihned vlozte do ur¢ené odpadni nddoby a dikladn€ si umyjte ruce

vodou a mydlem.

Pti praci se zdroji ultrafialového (UV) zatfeni pouZivejte ochranné bryle s UV filtrem.

1.3 Rozdéleni pracovnich prostor v laboratori a kontrola kontaminace

Aby se zabranilo kontaminaci neamplifikovanych vzorkit DNA produkty z PCR (tzv. carry-

over kontaminace), je nezbytné fyzicky oddélit jednotlivé pracovni prostory. Extrakce DNA

a ptiprava PCR probihaji v jinych mistnostech nez samotna PCR a nasledna manipulace s PCR

produkty. Veskeré aktivity souvisejici s amplifikovanou DNA se provadéji vyhradné

ve vyhrazené post-PCR mistnosti s omezenym piistupem.



Vyhrazené laboratorni prostory zahrnuji:

Prostor pro kontrolu dikazniho materialu: ur¢eny k pocate¢ni prohlidce odebranych
vzorku, odebrani dil¢ich vzorkta a doc¢asnému ulozeni dikazniho materialu a referencnich

vzorkd.

Prostor pro zpracovani dikkazniho materialu: pro piipravu vzorki, jako je vrtani nebo

rozmélnéni pii extrémné nizkych teplotach.

Prostor pro extrakci DNA: misto, kde probiha izolace DNA vcetné enzymatického

Stépeni a purifikace.

Prostor pro pripravu PCR: vyhrazeny k ptipravé extrahované DNA pro kvantifikaci

a amplifikaci.

Post-PCR mistnost: ur¢end vyhradné k manipulaci s PCR produkty, vetné samotné
amplifikace DNA, elektroforézy, likvidace odpadti a uchovavani PCR produktt. Tato
mistnost je fyzicky oddélena od ostatnich prostor za ucelem minimalizace rizika

kontaminace.

Sekce pro Sangerovo sekvenovani: obsahuje pfistroje pro sekvenaci DNA pomoci

Sangerovy metody.

Zdroje kontaminace

Kontaminace mize vznikat z riznych zdroji:

environmentalni DNA zavle¢ena béhem odbéru nebo manipulace se vzorkem,
exogenni DNA z laboratornich povrchi, nastrojii nebo vzduchu,

kiizova kontaminace mezi vzorky béhem piipravy nebo extrakce,

pienos amplifikovanych PCR produktii do neamplifikovanych reakci (carry-over),

kontaminovana nebo degradovana ¢inidla.

Prevence kontaminace

Vzhledem k vysoké citlivosti metod zalozenych na PCR — schopnych amplifikovat i jedinou

molekulu DNA — je nezbytné piisn€ kontrolovat mozné zdroje kontaminace. DNA laboratote

musi dodrzovat dusledné usporfddani pracovnich prostor, pracovni postupy a pravidelnou

dekontaminaci, aby byla zajisténa spolehlivost vysledkii. VSechny podezielé nebo potvrzené

udalosti spojené s kontaminaci musi byt zaznamenany v Protokolu o kontaminaci sekce

genetiky.



A. Kontrola environmentalni kontaminace DNA

Ptiprava PCR musi probihat v laminarnim boxu sterilizovaném pomoci UV zéieni.

o Po kazdé pracovni relaci je tieba pracovni plochu boxu vy¢istit ¢inidly degradujicimi
DNA.

o Po skonceni prace zapnéte UV ziafeni na dobu minimalné 20 minut k degradaci

zbytkovych nukleovych kyselin.

Pti praci v prostoru pro ptipravu PCR nebo v lamindrnim boxu je nutné vzdy pouZzivat

rukavice.

Zkumavky se vzorky musi byt uzavieny, pokud se z nich praveé neodebira pipetou, aby se

minimalizovalo riziko expozice vzdusnym ¢asticim.

Pfi pipetovani je tieba postupovat opatrné, aby nedochéazelo k tvorbé aerosolu; vzdy

pouzivejte $picky s filtrem.

Pro ptfipravu PCR musi byt vyhrazena samostatnad sada pipet; tyto pipety nesmi byt
vynaseny z boxu.

V boxu Ize uchovavat pouze sterilni spotfebni material uréeny vyhradné pro PCR (napf.
Spicky s filtrem, sterilni vodu, PCR zkumavky). Tento materidl nesmi byt pouzivan
v jinych ¢astech laboratofte.

B. Prevence kfiZové kontaminace mezi vzorky

Do reakénich zkumavek je nutné nejprve piidat vSechna PCR c¢inidla. DNA se ptidava
jako posledni, néasledovand uzavienim zkumavky, jemnym promichanim a kratkym

odstredénim.

Pfi manipulaci s cilovou DNA je nutné pouzivat $picky s filtrem a vyhrazené pipety. Je

tfeba zabranit kontaminaci pipet, rozstfikovani ¢i tvorb¢ aerosolu.
Zkumavky musi byt vzdy uzavieny, pokud nejsou pouzivany.

Pted otevienim jakékoli zkumavky se vzorkem nebo reakénim ¢inidlem je tfeba provést

kratkou mikrocentrifugaci, aby se sniZilo riziko kontaminace.

Extrakce DNA nebo piiprava PCR z dikaznich vzorkli se musi provadét oddélen¢ od

referencnich vzorkd, a to bud’ v odlisny ¢as, nebo na jiném miste.

Ze zasobniho ¢inidla by mély byt piipraveny malé davky, které se pouziji ptimo do reaket,
¢imz se minimalizuje opakovana manipulace a riziko kontaminace.

Veskeré pomicky ulozené v PCR boxu (pipety, centrifuga, PCR zkumavky, psaci potieby)
musi v boxu zlistat a byt pouzivany vyhradné pro ptipravu PCR reakci.



C. Prevence kontaminace Cinidly

Pro zpracovani DNA z diikaznich materialt 1ze pouzivat pouze validovana nebo ovéiena
klicova ¢inidla.

Cinidla by méla byt pfipravovéna z Gerstvé otevienych spotiebnich materiald, které nebyly
drive vystaveny kontaktu s DNA.

Kazdy pracovnik musi pouzivat vlastni délené mnoZzstvi Cinidel, aby se zabranilo

kontaminaci mezi jednotlivymi uzivateli.

Pted otevienim zkumavek s Cinidly je doporuceno je kratce odstiedit, aby se kondenzat

shromazdil na dné&, ¢imz se snizi riziko kontaminace rukavic a pipet pfi otevirani.

Udrzba laboratoie a dekontaminace

UdrZovani €isté laboratofe bez kontaminace je zdsadni pro zachovani integrity DNA vzorku.

Pravidelné Cistici protokoly chrani vzorky pied degradaci, kontaminaci a kompromitaci béhem

analyzy. Tato kapitola uvadi standardy cisténi laboratofe, vybaveni a nakladani s odpady

v laboratofi molekularni genetiky.

A. Udrzba laboratornich prostor

Rozvrh ¢isténi: Podlahy laboratofe by mély byt Cistény pravidelné. Mistnosti post-PCR
je nutné Cistit v jiny ¢as a jinym uklidovym nacinim nez ostatni laboratoie. Pokud se Cisti

ve stejny den, Cisti se post-PCR prostor aZ nakonec, aby se zabranilo kiiZzové kontaminaci.

Pracovni plochy: Pracovni desky a plochy laminarnich boxt je tfeba utirat laboratorné
schvalenymi Cisticimi prostredky (napft. etanol nebo chlorové bélidlo). Na pracovni plochy
pouzivejte jednordzové podlozky nebo savy papir, aby se omezila kontaminace béhem

procedur.

Biosafety kabinety a PCR laminarni box: Po kazdém pouZiti ocistéte kabinety
dezinfek¢nim prostfedkem a nasledné aktivujte UV zateni alespoi na 20 minut k degradaci
zbytkové DNA.

Nakladani s odpady: Odpad z post-PCR zo6n laboratotfe odstranujte az po vyprazdnéni
bézného laboratorniho odpadu. Odpad z post-PCR odstraiiujte samostatnou cestou, aby
nebyl prenasen pres oblast piipravy PCR.

B. Osobni ochranné pracovni prostiredky

Rukavice:
Rukavice ménite Casto, zejména mezi jednotlivymi kroky manipulace se vzorky, aby

nedoslo k ptenosu DNA.



Laboratorni plasté:
o Bil¢ plasté pouzivejte pro pre-PCR praci (extrakce, pfiprava PCR).
o Modré nebo jednorazové plaste jsou vyhrazeny pouze pro post-PCR oblasti.

o Plasté perte nebo vymeénujte, pokud jsou viditelné znecCisténé nebo po manipulaci

s rizikovymi materidly.

C. Cisténi vybaveni

Sklenéné nadobi: Myti rucné laboratornim detergentem nebo v mycce (nastaveni pro
laborator). Diikladné oplachnout vodou z vodovodu a nasledné deionizovanou vodou.

Nechat volné uschnout.

Termocyklery, centrifugy a pipety: Cistit pravidelné 70% etanolem nebo zfedénym

Savem. Zajistit, aby vnéjsi povrchy byly beze zbytkl, zejména po ¢astém pouzivani.

Malé nastroje (napf. pinzety, nizky): Dekontaminovat mezi vzorky Savem nebo
etanolem. Pouzivat jednordzové nastroje, pokud je to mozné. Nastroje pravidelné

autoklavovat.

Pipetovaci §pi¢ky a mikrozkumavky: Pro praci s DNA pouzivejte vzdy Spicky s filtrem.
Spi¢ky méite mezi jednotlivymi vzorky. Pro PCR a kroky citlivé viici DNA pouZivejte

pouze sterilni, beznukledzové mikrozkumavky.

D. Autoklavovani

Pokyny pro sterilizaci: Autoklavujte pouze materidly, které jsou kompatibilni s vysokou
teplotou. Neautoklavujte roztoky obsahujicich SDS, DTT nebo jiné teplotné citlivé
chemikalie.

Priprava: Vsechny pfedméty musi byt pfed autokldvovanim ocistény. Uzavéry povolte

nebo ponechte nezaSroubované. PouZijte autoklavovou pasku k indikaci uspéSné
sterilizace. Malé predméty zabalte do hlinikové folie nebo autokldvovatelnych sackii.

. Nakladani s nebezpeénym odpadem

Biologicky odpad: Po naplnéni uzaviete nddoby s bioodpadem a transportujte je ptimo
na misto likvidace. Pfipadné odstrainte pytel odpadu samostatné a vné&j$i nadoby

opakovan¢ pouzijte.

Chemicky odpad: Nebezpecné chemikalie, jako jsou fenol, chloroform, soli guanidinia
a formamid, likvidujte ve spravné oznacenych nddobach podle internich ptedpist pro

chemickou hygienu. Likvidace musi probihat pravidelné v planovanych intervalech.



Postup pii rozliti: V pripad¢ rozliti DNA (napi. extrahovaného nebo amplifikovaného
produktu) okamzité ocistéte absorpénim materidlem a vhodnym dekontamina¢nim
prosttedkem (napt. 10% Savo nebo DNA odstrafiujici c¢inidla). Oblast dikladné

dezinfikujte, aby se zabranilo zbytkové kontaminaci.

F. Dekontaminace a priprava pracovniho mista

Veskery pouzity spotfebni materidl by mél byt certifikovany jako DNase-, RNase-
a DNA-free.

Pracujte ve vyhrazené pre-PCR oblasti s UV sterilizaci.

Nastroje dekontaminujte 10% Savem (1 min), oplachnéte 70% etanolem a beznukleazovou

vodou.

Mezi vzorky méiite rukavice.



2. Kategorizace a uvodni zpracovani vzorki

Kategorizace a pocate¢ni manipulace se vzorky jsou zéasadni pro zajiSténi spravné nasledné
molekularni analyzy. Pro piehled postupti u rtiznych typt vzorkti a doporucené podminky
odbéru a uchovavani zivych zvifat a Zivo¢ignych produkti viz Cerna Bolfikova et al. (2024):
Metodologie pro odbéry, biologickou bezpecnost a archivaci biologického materialu ze zvirat

zadrzeneho v ramci ilegdlniho obchodu pro ucely forenznich analyz.

Doporucené zachazeni / ivodni zpracovani vzorki

Typ vzorku Pokyny pro zachazeni / uvodni zpracovani

Uchovéavat pfi =20 °C nebo —80 °C. Minimalizovat cykly
Mékké tkané zmrazovani a rozmrazovani. Pouzivat sterilni nastroje pro

odebrani mensich ¢asti mékkych tkani.

Skladovat v lednici pfi 4 °C svhodnym Ccinidlem, které
zabrani srazeni krve. U stéri ze sliznic je potieba pfedchéazet
Télni tekutiny mikrobidlnimu osidleni vzorki, je potfeba vzorek co
nejrychleji zpracovat, ptipadné jej fixovat ve stabilizatnim

roztoku (napf. etanol).

Povrch ocistit 10% Savem nasledovanym sterilni vodou
k odstranéni necistot a exogenni DNA, nechat uschnout na
vzduchu. Pouzit vrtdk s dentalni frézou (nizké otacky pro
Mineralizované tkané sniZzeni plsobiciho tepla) nebo pulverizovat kryogennim
(kosti, zuby, parohy, mlynem (napf. znacka Freezer/Mill). Nasbirat

slonovina) prasek/fragmenty do zkumavky. Vzorek demineralizovat,
pokud je potieba. Extrahovat z dfen¢ nebo diefiové tkane,
pokud je pfitomna mékka tkan. U slonoviny odebrat 50 mg—

1 g prasku a vyextrahovat do 20-25 pl roztoku.

U chlupti odstfihnout 0,5-1 cm od kotinku; pouzit kotfinek
a ptilehlou c¢ast stvolu pro mitochondrialni DNA (mtDNA).
Keratinové tkané (chlupy, | Nehty/Supiny ocistit a nakrdjet na malé kousky. Rohy

nehty, rohy, Supiny) pulverizovat nebo vrtat pti nizkych otaCkach; sbirat spirdlni
jadro nebo prasek. Pouzit kryogenni mlyn, pokud je
k dispozici.




Typ vzorku

Pokyny pro zachazeni / ivodni zpracovani

Zpracované tkané / kize

Pouzit vnitini ¢asti vzorku. Vyhnout se vnéjSim povrchiim,
které byly chemicky oSetfeny. Vzorek nakrdjet nebo
pulverizovat (>1 cm? u ktize), umyt a zmék¢it pfes noc v IM
PBS / IM GTE (viz Dodatky pro slozeni roztoku)
v termotiepacce pii 56 °C; opakovat prani az 3 dny podle
potfeby s postupnym sniZzenim teploty a otd¢ek k ochrané
DNA.

Skvrny na latce nebo

tvrdych povrSich

Seskrabnout nebo setiit stérkou. Odstfihnout skvrny z textilu
a extrahovat je piimo, nebo oddé¢lit filtrat skvrny pomoci
sterilniho sitového filtru do vzorkovych zkumavek. Vlozit stér
¢1 seSkrabany materidl nebo tampony se vzorkem do

zkumavek. Zdokumentovat a vyfotografovat misto odbéru.

Chlupy s tekutinami

Zkontrolovat pfitomnost tekutin u chlupu. Pouzit sterilni
navlh¢eny tampon (o€isSténa voda, PBS, TE nebo lyzaéni pufr)
nebo umyt chlupy v 1M PBS / 1M GTE pufrech. Extrahovat

chlupy a pfitomnou tekutinu oddélené.

Peri

Odebrat tkan ptipojenou k osnému stvolu nebo krev u baze
(z mista vytoku krve). Otevfit stvol a odebrat paprsky,
vyhnout se nadmérnému odbéru. U zpracovanych vyrobkaii,

u kterych chybi brk, pouZzijte paprsky.

Kaviar (vajic¢ka)

Pouzit 2 vajicka, pokud je obsah homogenni; alespoil 5 vajec,
pokud je heterogenni. Pokud je to mozné, odebrat vzorek

z neotevieného baleni. PouZit analyzu mtDNA.

Zluéniky

Vyhnout se kontaminaci zluci. Odebrat tkan blizko traviciho
traktu. Pokud se odebira Zlu¢, pouzit odpovidajici extrakéni

protokol (napt. Qiagen Stool Kit).

RemesIné vyrobky

Opatrné extrahovat material (napif. slonovina, roh, pefi),
zajistit odbér biologickych zbytki (krev, membrana), vyhnout
se anorganickym pifimésim a pfimésim, jako je lepidlo nebo

dfevo.




Typ vzorku

Pokyny pro zachazeni / ivodni zpracovani

Olej / tuk

Uchovévat pfi =20 °C nebo —80 °C. Minimalizovat cykly
zmrazovani a rozmrazovani. Pouzit >0,5-1 ml a ihned
pokracovat do lyza¢niho kroku (u tohoto typu je nizka

uspésnost extrakce).

Jiné / neuvedené vzorky

Zpracovat dle uvaZeni analytika. Podrobné zaznamenat
a vyfotografovat vzorek.
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3. Extrakce DNA

3.1 Vysoké mnozstvi DNA: pokyny pro manipulaci a extrakci

Veskeré postupy souvisejici s extrakci, purifikaci, fedénim a pfipravou na kvantifikaci

DNA se musi provadéet ve vyhrazené laboratofi pro extrakci DNA.

Pfi manipulaci s jakymkoli materidlem obsahujicim DNA je nutné vzdy pouzivat rukavice,

aby se minimalizovalo riziko kontaminace.

Pracovni plochy se musi pfed i po zpracovani vzorkll ocistit a dezinfikovat Cerstvé

ptipravenym 10% roztokem Sava.

Vzorky urcené k extrakci a Cerstvé extrahovana DNA by mély byt uchovavany pii teploté
4 °C nebo —20 °C pro kratkodob¢ uskladnéni. Pro dlouhodobé uchovani se doporucuje

mrazici box na —20 °C nebo —80 °C.

Kazdy extrakt DNA — at’ uz uchovavany ve zkumavkach nebo v destickdch — musi byt

opatfen jasn¢ ¢itelnym a jednoznacnym identifika¢nim Stitkem.

3.2 Nizké mnozstvi DNA: zvlastni opatieni pri manipulaci

Vzorky, u nichz lze o¢ekavat velmi nizké mnozstvi DNA, je tfeba zpracovavat oddélené
od vzorkt s vys$si koncentraci DNA. Idedlni je zacit s izolaci vzorkd s nizkym ocekédvanym
obsahem DNA.

Pti praci s témito vzorky se musi vzdy pouzivat Cisty laboratorni plast’ a rukavice, aby se

zabranilo 1 stopové kontaminaci.
Vsechny pracovni plochy se musi pted i po zpracovani dezinfikovat 10% roztokem Sava.

Pokud se pouziva laminarni box, je nutné povrch po ocisténi 10% roztokem Sava vystavit

UV zéfeni po dobu nejméné 20 minut.

Po odbéru vzorkl s nizkou koncentraci DNA lze pokracovat standardnimi extrakénimi

postupy.
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3.3 Doporucené extrakcni kity a alternativy

Typ vzorku Doporucena souprava Alternativy

. Presto’ Buccal Swab gDNA - - -
Bukalni stér ] ] Zymo Quick-DNA ™ Buccal Swab Kit
Extraction Kit

. Qiagen DNeasy® Blood & e
Mékké tkané . Macherey-Nagel NucleoSpin® Tissue
Tissue
Keratinové Qiagen DNeasy® Blood & Promega Wizard® SV / QlAamp DNA
tkané Tissue + DTT Investigator Kit
Qiagen DNeasy® Blood & PrepFiler™ BTA Forensic DNA
Kost/zub Tissue + dekalcifikace pomoci Extraction Kit / QIAamp DNA
EDTA Investigator Kit
Tepelné ) ® ® o
i Qiagen DNeasy" Blood & | Macherey-Nagel NucleoSpin® Tissue /
opracované , : .
. Tissue + DTT QIAamp DNA Investigator Kit
tkané
Tuk/olei Qiagen DNeasy® Blood & | Macherey-Nagel NucleoSpin® Tissue /
uk/ole
) Tissue QIAmp DNA Investigator Kit
3.4 Prehled protokolu

Odstrante promyvaci puftr centrifugaci pii vysokych otackach (>10 000 x g) po dobu 3-5

minut pied zahdjenim Stépeni.

Vzorky podrobte pies noc enzymatickému Stépeni pti 56 °C v ATL pufru s proteindzou K
(20 pl; 20 mg/ml). [Podrobnosti o upravach podle typu vzorku viz tabulka nize.]

Dekalcifikace (kost/zuby): Dekalcifikace je pfipravny krok pro izolaci DNA z tvrdych
tkani (kostnich a zubnich vzork), protoZe odstranuje mineralni slozku, ptedevs§im vapnik,
z tkaiiové matrice. Tento proces zmek¢uje jinak rigidni strukturu a usnadniuje tak pronikani
lyzacnich pufri a enzymatickych €inidel. LepSi prostupnost zvySuje jak vytéZnost, tak
1 Cistotu izolované DNA. Dekalcifikace navic omezuje soucasnou izolaci inhibicnich latek,
které mohou negativné ovlivnit nasledné analyzy, a vysledkem je diky tomu DNA vyssi
kvality vhodnd pro dal$i zpracovani. Dekalcifikace na bazi EDTA je obecné
upiednostiiovana pred jinymi postupy, protoze ucinn€¢ zachovéava integritu DNA
a minimalizuje jeji degradaci ve srovnani se silnymi kyselinami (viz Dodatky pro piipravu
EDTA a razné protokoly dekalcifikace).
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e DTT (chlupy, pefi, nehty): Keratinové a chitinem obohacené materialy, jako jsou chlupy,

peti, nehty, nckteré typy kosti a tvrdd kiuze/kozené tkan€, vyzaduji oSetieni
dithiothreitolem (DTT) jako ptipravny krok izolace DNA. DTT je reduk¢ni Cinidlo, které

rozbiji disulfidické vazby v keratinu, a tim zvySuje u€innost lyza¢nich pufrii a enzyma.

Timto zptisobem se zlepSuje vytéznost DNA, ktera je jinak v téchto typech materidlu nizka

(viz Dodatky pro ptipravu DTT).

Upravené protokoly Stépeni podle typu vzorku

Poznamky

Typ vzorku Doporuceny protokol Stépeni
a reference
. ... |56 °C v lyzatnim pufru s proteinazou K Qiagen DNeasy®
Syrova/varena/suSena L . .
. (20 pl; 20 mg/ml), nechat plsobit 2-24 [ Blood & Tissue kit

tkan/tuk )

hodin. protokol

56 °C v ATL puftu s proteinazou K (40 ul;

20 mg/ml) + 20 pl 1M DTT, 24 h v| (Campos & Gilbert

Keratinové tkané

termotiepacce (po 24 h zvysit koncentraci
DTT a proteinazy K).

2011) — upraveno

0,5-5 g kostniho praSku (dle stafi a stavu),
56 °C, dekalcifikovat a lyzovat s 0,5 M

(Yang et al. 1998) —

Kost/zub EDTA pH 8,0, 0,5% dodecylsiran sodny upraveno
a 100 pg/ml proteindzy K; inkubace Viz Dodatky pro
v termotfepacce pies noc pii 55 °C | alternativni protokoly
a nasledné 24 h pii 37 °C.
56 °C s 360 ul ATL + 40 pl proteinazy K
. + 40 pl 1M DTT, 24-48 hodin| (Hebenstreitova et al.
Kize

v termotfepacce (po 24 h  zvysit

koncentraci DTT a proteindzy K).

2024) — upraveno

e Po ukonceni Stépeni se smes odstied’uje pii1 vysokych otackach (>10 000 x g) po dobu 3—

5 minut, aby se zbyvajici pevné astice usadily na dné. Ciry supernatant se opatrné pienese

do nové zkumavky, pfi¢emz se dba na to, aby se neptenesly zadné pevné Castice, které by

mohly ucpat kolonu.

e Do supernatantu se pfida 200 pl pufru AL a 200 pl etanolu a smés se dobie promicha.
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e Vzorek se nasledné pienese na kolonu DNeasy® a promyje se pomoci pufri AW1 a AW?2.

e DNA se uvolni v 50-100 pl pufru AE nebo beznukledzové vody; pro vyssi vytéznost je

mozné eluci zopakovat.
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4. Kvantifikace DNA
Metoda Popis Poznamky
Nadhodnocuje koncentraci DNA
_ 5 v pfitomnosti necistot a vysokého
UV-spektrofotometrie (pomér o )
NanoDrop mnozstvi RNA, vhodny
260/280, 260/230) ; N o
pfedevSim pro stanoveni Cistoty
extrahované DNA
Fluorometricka metoda
Qubit vyuzivajici barviva specificka | Presna pii nizkych koncentracich
ubi
pro dvouvlaknovou DNA DNA
(dsDNA)
) o Pouzijte 1,5% agarézovy gel,
Gelova Vizualni ovéfeni délky L .
, ] molekularni zebtik pro urceni
elektroforéza a degradace fragmenti délk
clky

Ocekavané hodnoty:

Cista DNA: pomeér 260/280 = 1,8-2,0; pomér 260/230 >1,5

Qubit: >1 ng/pl pro spolehlivou PCR

Nizké mnozstvi vstupniho vzorku

nebo degradovany vzorek

Problém MoZna pri¢ina Doporucené reSeni
Prodlouzit dobu enzymatického
Stépeni (pfes noc ¢i déle)
Nedostatecna lyzace tkané

Zvysit koncentraci proteinazy K
a/nebo DTT

Nizky vytezek Pouzit predehraty elu¢ni pufr

DNA

nebo beznukleazovou vodu

Koncentrovat vzorek vakuovym

koncentratorem (napf.
SpeedVac) nebo etanolovou
precipitaci
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Problém

Mozna pri¢ina

Doporucené reSeni

Nizky vytézek
DNA

Ulpivani DNA na filtra¢ni

membrané nebo stén¢ zkumavky

Piedem zvlh¢it kolony elu¢nim

pufrem

Pted pouzitim ohtat elu¢ni pufr
na 60 °C

Neefektivni eluce

Provést druhou eluci

Zvysit objem elu¢niho pufru
nebo prodlouzit dobu inkubace

na koloné

Pouzit predehiaty eluéni pufr

nebo  beznukleazovou vodu
(vede ke snizeni koncentrace

ziskané DNA)

Pritomnost

inhibitoru

Zpracované/tukové/olejovité vzorky

Provést dalSi CciSténi pomoci

chloroformu:isoamylu nebo

na silikové membrané

Po extrakci zafadit krok
dodatecné  purifikace  (napf.

Zymo OneStep, AMPure beads)

Kontaminace detergenty nebo

¢inidly

Pouzivat Cerstvé

pufry

pfipravené

Omezit pouziti SDS nebo jinych

detergenti béhem Stépeni

Nizky pomér
260/280 (<1,6)

Kontaminace proteiny

Opakovat etanolova promyti
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Problém

Mozna pric¢ina

Doporucené rreSeni

Nizky pomér
260/230 (<1,8)

Rezidualni soli nebo organicka

rozpoustédla (napt. etanol, EDTA)

Zajistit uplné vysuseni kolon

pred eluci

Pridat navic krok centrifugace
pro kompletni vysuseni

membrany

Degradovana
DNA

(rozmazani)

Nadmérna expozice teplu, UV nebo

enzymatickému Stépeni

Vyhnout se  opakovanému

zmrazovani a rozmrazovani

vzorku

Pouzivat Cerstvé davky pufri

Nedostate¢na konzervace vzorku

nebo degradace stafim

Upravit podminky Stépeni DNA
(inkubace pfi niz§im poctu
otacek — 500 rpm, snizit teplotu
na pfi prodlouzené dob¢ Stépeni,

snizit mnozstvi DTT)

Ucpani kolony /
Zadny prutok

Pfenos nestravenych pevnych ¢astic

Zajistit spravnou centrifugaci po
enzymatickém Stépeni (>10 000
x g po dobu 3—5 min)

Pouzit pipetovaci Spicky se
Sirokym hrdlem, aby nedoslo

k naruSeni usazeniny

Nadmeérné mnozstvi vzorku nebo

vysoky obsah lipida

Snizit  mnoZzstvi  vstupniho

materialu

Zvazit predbézné kroky, jako je

centrifugace a odstranéni tukt

Inhibice PCR
nebo jeji selhani

Spole¢na extrakce inhibitord (napf.

hem, melanin, tuky)

Provést cisteni DNA  (napf.
Zymo PCR Inhibitor Removal
Kit, silikovd membrana nebo

etanolova precipitace)

Pfidat do reakce BSA nebo PCR

enhancery
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5. Polymerazova retézova reakce (PCR)

5.1 Cinidla

PPP Master Mix (Top-Bio): 2% mix obsahujici Taqg DNA polymerazu, optimalizovany
pufr a nukleotidy (dNTPs). (Lze pouzit 1 jiné komerén¢ dostupné mastermixy nebo
jednotlivé PCR slozky.)

Primery: PouZivejte ovéfené primery pro DNA barcoding (napf. mitochondridlni 16S
rRNA, cytochrom b nebo COI) s M13! piiponou nebo bez ni podle potieby.

BSA (hovézi sérovy albumin): Konec¢né koncentrace 0,1 pg/pl mize byt pridana u vzork
obsahujicich PCR inhibitory (napf. kost, kiize, zpracované vzorky).

High-fidelity polymeriza: Pro vzorky s nizkym po¢tem kopii DNA (napf. Q5® Hot Start
High-Fidelity 2X Master Mix, NEW ENGLAND Biolabs).

5.2 Vybér primert

Vyhodnoceni vzorku a kontextu

Kvalita DNA: degradovana / zpracovana / nizky pocet kopii vs. stfedni ¢i vysoka kvalita

Piedpokladany taxon (pokud je znam): savci / ptaci / plazi / obojzivelnici / ryby / jeleni
/ medvédoviti / hadi apod.

1. Univerzalni screening pomoci 16S (kratky fragment)

Pouzit 16S rRNA (=200-250 bp; 16SARF / 16SARR) — nejvhodnéjsi pro degradované

¢1 zpracované vzorky nebo vzorky s nizkym obsahem DNA.
Pokud je shoda jednozna¢na — pokracovat k analyze dat (viz kapitola 8).

Pokud je shoda nejednoznacnd nebo ma nizké rozliSeni — pouZit univerzalni nebo

taxon-specifické primery uvedené nize.

! Sekvence M13 slouzi jako univerzalni nasedaci mista pfi sekvenaci Sangerovo metodou. Béhem pocatecnich

PCR cykll se na cilovou DNA vaze pouze barcodingova ¢ast primeru, zatimco M13 se postupné zacleni do
vznikajiciho amplikonu. V nésledujicich cyklech oblast M 13 poskytuje jednotné nasedaci misto pro sekvenovani
pomoci univerzalnich primerd M13F nebo M13R, coz zlepSuje kvalitu ¢teni a umoziuje jednotné sekvenovani
napfi¢ riiznymi cilovymi oblastmi. Tento ptistup je vhodny pti amplifikaci vice oblasti nebo druht, s vyuzitim
jediného sekvenacniho primeru.
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2) Univerzalni (CytB, COI) a taxon-specifické primery

CytB
e Nejprve univerzalni sada CytB (L.14724 / H15149; ~500-550 bp).

e Pokud vysledek nemd dostate¢né rozliSeni, pouzit taxon-specifické sady CytB podle

potieby:
o Jelenoviti: Cytb483-F / Cytb3 nebo Cytb_Cerv / CytoB-B2
o Medvédoviti / jeseteri: H15125 / L.14851
o Ryby: H15149 + LAS
Col
e Univerzalni COI (HCO2198 / LCO1490-F, ~710 bp) — pro obratlovce.

e Pokud vysledek nemd dostate¢né rozliSeni, pouzit taxon-specifick¢ sady COI podle

potieby:
o Hadi: COldegl / COIbdeg
o Zelvy a néktefi Supinati: R-COla / F-CO1f
Pokud je podezieni na plazy/obojZivelniky — 16S

e 16S rRNA dlouhy fragment (=500-550 bp; 16SrA-L / 16SrB-H) — specificky pouze pro
plazy a obojZivelniky.

Alternativni lokusy pro vybrané taxony

e ND2 (L5216 / H5766): zejména ptaci a plazi.

¢ Kontrolni oblast (D-loop): pro rozliSeni blizce ptibuznych druhti (napt. jelenoviti).
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3) Kontrola kvality a ovérovani v kazdém kroku

e Ov¢rit procentudlni shodu, pokryti a kvalitu podptirnych metadat (viz 8.5/8.6).

e Pokud skutecny druh neni v databazich zastoupen nebo jsou referencni sekvence vzacné
¢i nekonzistentni, uvadét vysledek pouze na nejnizsi spolehlivé taxonomické arovni (Casto

rod) s poznamkou o chybé&jicich datech.

Vzorek DNA

[ 16S rRNA (kratky fragment, 200-250bp) J

Nejvhodnéjsi pro degradované /
zpracované vzorky

Jednoznacny vysledek Nejednoznacny vysledek

Urcéeni druhu/rodu

Univerzalni primery

CytB (¢astecny) / COI (barcode oblast)
Univerzalni: funguje pro vétsinu taxont

Jednoznacny vysledek Nejednoznaény vysledek

Uréeni druhu/rodu ‘ Taxon-specifické sady primert W
Kontrolni oblast, CytB (ve
ND2 - Ptaci, plazi 16s rRNA (500-550bp) dvou fragmentech) -
- Obojzivelnici, plazi

Jelenoviti

| COl-Hadi CytB - Medvédoviti,

Jednoznacny vysledek ) o
Uréeni druhu/rodu l—— v _ jesetefi
L COI -Zelvy, leguanoviti,

scinkoviti, krokodyloviti
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Seznam primeri

Velikost Teplota
Identifikator
Gen . Sekvence (5°-3’) amplikonu | navazani Poznamky Reference
primeru .
(bp) primeru
16SARF AYA AGA CGA GAA GAC CC Univerzalni; vhodné pro
zpracovany/degradovany .
16S rRNA 222-252 bp 57 °C . A Sarri et al. 2014
I6SARR | GAT TGC GCT GTT ATT CC material nebo nizky pocet
kopii DNA
CGCCTGTTT ATC AAA
16SrA-L
AACAT Plazi, obojzivelnici a dalsi Vences et al.
16S rRNA 500-550 bp 55°C .
CCG GTC TGA ACT CAG obratlovci 2012a
16SrB-H
ATCACGT
L5216 GGC CCA TAC CCC GRA Johnson &
AATG , . ) Sorenson 1998;
ND2 500-550 bp 55°C Ptaci, plazi
RGA KGA GAA RGC YAG Sorenson et al.
H5766 1999
GAT YTT KCG
GGT CAA CAA ATC ATA
HCO2198
ATAAAGATATIGG Univerzalni; nékteré
COIl 710 bp 40 °C ez Vences et al. 2012
GGT CAA CAA ATC ATA taxony plazu
LCO1490-F
ATA AAG ATATTG G
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Velikost Teplota
Identifikator
Gen . Sekvence (5°-3’) amplikonu | navazani Poznamky Reference
primeru .
(bp) primeru
AGC TTC TGA CTN CTA
COldegl
CCA CCN GC
Col ~580bp 56,5-65 °C Hadi Vences et al. 2012
ATT ATT GTT GCY GCT GTR
COlbdeg
AAR TAG GCT CG
AGT ATA AGC GTC TGG
R-COla
GTA GTC
COI1 ~640bp 45-58 °C | Zelvy, leguani, krokodyli | Vences et al. 2012
CCT GCA GGA GGA GGA
F-COlf
GAY CC
CTC AGA ATG ATATTT GTC
H15149
CICA Univerzalni (L14724 +
50-55°C K
H15149) ocher et al.
TgA TAT gAA AAA CCA TCg :
CytB L14724 500-550 bp 1989; Irwin et al.
TTg T
1991
GAC CAA CAT CCG AAA
LAS 55°C Ryby (H15149 + LAS)
AAC AC
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S Velikost Teplota
Identifikator . L,
Gen . Sekvence (5°-3°) amplikonu | navazani Poznamky Reference
primeru .
(bp) primeru
AGT ACA TAT CCT AGC
HI15125
AAG GC
CytB 300-350 bp 55°C Medvédoviti, jeseteii Brown et al. 1989
GTG TGA TGA AAT TTT
L14851
GGCTC
H.Ph GGG AGA CTC ATC TAG
. -Phe
Kontrolni GCA TTT TCA GTG
usek (D- ~500bp 60 °C Jelenoviti
loop) CST? TAA TAT ACT GGT CTT GTA
AACC
GAC TAA TGA TAT GAA
Cytb483-F
AAA CCATCGTTG Lorenzini &
CytB ~450bp 55°C Jelenoviti
GGG TGT TCD ACT GGY Garofalo 2015
Cytb3
TGB CCY CC
CTT TCC ACT TTATTC TCC
Cytb_Cerv
CAT TTA TC
CytB 55°C Jelenoviti
GGA GGT TGG TAG CTC
CytoB-B2

TCCTTTT
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Velikost Teplota
Identifikator . o i
Gen . Sekvence (5°-3°) amplikonu | navazani Poznamky Reference
primeru .
(bp) primeru
TGT AAA ACG ACG GCC
M13F
AGT
Mi13 Sekvenovaci oblast Messing 1983
CAG GAA ACA GCT ATG
M13R
ACC
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5.3 Priprava PCR (celkovy objem 25 pl)

Slozka Objem (ul) Konecna koncentrace
1x PPP Master Mix (75 mM Tris-HCI, pH 8,8, 20 mM
PPP Master Mix 125 (NH4)2S04, 0,01 % Tween 20, 200 uM dATP, 200 uM
(2x) ’ dCTP, 200 uM dGTP, 200 uM dTTP, 2,5 U Taq Purple
DNA polymerazy, stabilizatory a aditiva)
Forward primer .
1,0 0,1-1 uM (~20 nukleotidt)
(10 uM)
Reverse primer .
1,0 0,1-1 uM (~20 nukleotidl)
(10 uM)
BSA (10 mg/ml)
N 0,4 0,1 pg/pl
[voliteln¢]
DNA templat 1,0-2,0 1-10 ng/pl (genomova DNA)
do
Beznukleazova celkoveho
voda mnozstvi 25
pl

Poznamka: Jemné promichejte a kratce odstred'te pred vioZenim do termocykleru.

5.4 Nastaveni termocykleru (obecné parametry)

Krok Teplota Doba Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 94 °C 1 min 1
Denaturace 94 °C I5s
Navdazani primeru 50-58 °C 15 s (upravit podle typu primeril) 25-35
Extenze 72 °C 1 min/kb
Konecna extenze 72 °C 7 min 1
Ukonceni reakce 4°C 0 —

25




5.5 Kontroly

e Reagent Blank (RB): Sleduje kontaminaci ¢inidel pro extrakci.

e Negativni kontrola: PCR bez pfidané DNA, pouZzivana pro kontrolu kontaminace v PCR

¢inidlech.

e Pozitivni kontrola: ptiddna DNA jiz analyzovaného druhu, potvrzuje funkc¢nost Cinidel

a podminky amplifikace.

5.6 Reseni problémii

Problém MozZna pricina Doporucené reSeni
. o Piidat BSA, nebo DNA 1:10 zfedit
Pfitomnost inhibitorti v DNA . o
a opakovat, ptipadné precistit DNA
Zvysit objem DNA (pokud je
7adna o k dispozici)
- Nizka koncentrace DNA
amplifikace Pouzit nested PCR nebo zvysit pocet
cykla
Nevhodna teplota navazani ) ) .
i Upravit £2 °C podle typu primerQ
primeru
Zvysit teplotu navazani / pouZit
gradient PCR pro zjisténi optimalni
Nespecifické Nizké specificita primerd / teploty navézani
fragmenty prilis nizka teplota navazani
Optimalizovat koncentraci primeri
nebo navrhnout nové primery
SniZit mnozstvi DNA
Rozmazani Nadbytek DNA / degradovana | Zlepsit kvalitu DNA (napf. silikové
(smearing) DNA ¢isténi)

Pouzit High-fidelity polymerazy

Primer-dimery

Nadbytek primert / nizka

teplota navazani

Snizit koncentraci primera

Zvysit teplotu navazani, piipadné

navrhnout nové primery
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Problém

Mrwe

Mozna pric¢ina

Doporucené reSeni

Slabé nebo
nevyrazneé

fragmenty

Nevhodné podminky reakce /
degradace ¢inidel

Prodlouzit dobu extenze

Ov¢érit aktivitu enzymu a cCerstvost

pufru
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6. Gelova elektroforéza a CiSténi PCR produkti

6.1 Priprava gelu a elektroforéza

Koncentrace agarozy: Pripravte 1,5% agar6ézovy gel v 1x TAE nebo TBE pufru. Tato
koncentrace je vhodna pro rozliSeni DNA fragmentii o velikosti 200—1000 bp (bézné se

vyskytujici u PCR pro DNA barcoding).

Volba barviva do gelu pro vizualizaci DNA: Zvolte jedno z nasledujicich interkalac¢nich

barviv:

o Ethidium bromid (EtBr): Pfidat do neztuhlého gelu v koncentraci 0,5 pg/ml
(zachézet opatrné, karcinogenni).
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pro barveni po elektroforéze dle navodu vyrobce.

Barvivo pro PCR produkt (loading dye): Smichejte PCR produkt s 6x barvivem
v poméru 5:1 pted pipetovanim do gelu. Pomahd sledovat migraci DNA a sprdvné

ponoteni vzorku.

Molekularni Zebiik: Pouzijte vhodny DNA zebtik k odhadu velikosti fragmentd. Ujistéte
se, ze oCekavana velikost amplikonu (napt. ~250 bp pro 16S rRNA) je jasné rozlisitelna.

Podminky elektroforézy:
o Provedte pifi napéti 90-120 V po dobu cca 30-45 minut nebo dokud barvivo

nedosahne dvou tfetin gelu.

o Vizualizujte DNA pomoci UV nebo modrého svétla podle pouzitého interkala¢niho

barviva.

Kontrola fragmentt: Ovéite, ze amplifikovany fragment odpovida o¢ekavané velikosti

a je minimalizovano pozadi nebo rozmazani.

6.2 Cisténi PCR produkti

A. Cisténi PCR produktii bez gelu

Pouzijte, pokud je amplifikace specifickd a Cista (jediny fragment, Zadné primer-dimery).
Doporucené sady:

o GeneAid GenepHlow™ PCR Cleanup Kit

o Macherey-Nagel NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

o Qiagen QIAquick® PCR Purification Kit
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e Shrnuti postupu:
o Pridejte vazebny pufr k PCR produktu dle instrukei kitu (obvykle pomér 5:1).
o Navazanou DNA na silikagelovou kolonu omyjte etanolovym pufrem.

o Eluujte DNA v 30-50 ul beznukledzové vody nebo elu¢niho pufru.

B. Extrakce z gelu (pokud jsou pritomny nespecifické produkty)
e Pouzijte, pokud se zobrazi vice fragmentii nebo primer-dimery.
e Postup:

o Vytiznéte pozadovany fragment Cistym skalpelem nebo nozem pod UV/modrym

svétlem.

o Vyhnéte se vystaveni dlouhému UV zéfeni, aby nedoslo k poSkozeni DNA.

o Odvazte gelovy kousek a pokracujte extrakei z gelu se stejnymi komerénimi sadami
(viz vyse).

o Eluujte do 3040 pl elu¢niho pufru nebo beznukledzové vody.

6.3 Poznamky a doporucené postupy
e Vzdy pouzivejte Cisté Spicky a rukavice, aby nedoslo ke kontaminaci.

e UloZte obrazky gelu pro kazdou PCR varku a oznacte jamky nazvem vzorku pro budouci

porovnani.

e Pokud pouzivate SYBR Safe nebo GelRed, preferujte modré svétlo, aby nedoslo
k poskozeni DNA.

e Fluovanou DNA Ize pfimo pouzit pro Sangerovo sekvenovani nebo opéctovnou
amplifikaci, pokud je to potieba.
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7. Sekvenace DNA a zpracovani dat

7.1 Sekvenaé¢ni reakce

Pro ucely DNA barcodingu je doporucena Sangerova sekvenace (kapilarni elektroforéza), a to

kvili své spolehlivosti a délce ¢teni (~600—-900 bp).

Odeslani vzorkiu do sekvenaéni laboratore:

e Odesilejte purifikované PCR produkty (idealné 10-20 ng/ul) v beznukledzové vodé.

e Vzorky musi byt jasné¢ oznaCeny a pfedany spolu se spravnym formulafem (pokud je

vyzadovan poskytovatelem sluzby).

Velikost amplikonu Potfebné mnoZstvi DNA pro Sangerovu reakci (na 1 reakci)
100-300 bp 5-10 ng
300-500 bp 10-20 ng
500-1000 bp 20-50 ng
Pouziti primerii:

e Pro prvni sekvenacni b&h pouZijte forward primer.

e Pokud je kvalita ¢teni nizkd nebo jsou nékteré oblasti nejednoznaéné, proved’te dalsi

sekvenaci s pouZitim reverse primeru.

e Pokud byly pro amplifikaci pouZity primery s M13 piiponou, pii sekvenaci pouzijte

univerzalni primery M13F a M13R misto genov¢ specifickych primert.

Tip: Pro sekvenaci pouzivejte pouze primery vysoké Cistoty (HPLC nebo PAGE), abyste se

vyhnuli smiSenym signaltim.

Typ primeru

Potfebné mnoZstvi pro Sangerovu reakci

Forward/Reverse

3,2-10 pmol (typicky 5 pmol)
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7.2 Kontrola kvality sekvenci a zpracovani

ProhliZeni chromatogramii:

Pro vizualizaci a hodnoceni chromatogramti (.ab1 soubory) lze pouzit:

Geneious Prime (komercni, pln¢€ vybaveny)
SnapGene Viewer (zdarma, omezené funkce)

FinchTV (zdarma, jednoduchy prohlize¢ chromatogramit)

Ofrezavani a sestaveni konsenzu:

Ofezte oblasti s nizkou kvalitou manualné nebo podle nastavenych prahti (napt. Phred
score <20).

Zkontrolujte chromatogram na pfitomnost dvojitych piki, artefakti barviv ¢i chybné
pfifazeni bazi — ptipadné je opravte rucné.

Pti pouziti obousmérného Cteni:

o Zarovnejte forward a reverse sekvence, opravte nesoulady a vytvoite konsenzualni

sekvenci.

o Pro ovéfeni pouzijte zarovnavaci nastroje (alignment) v Geneious nebo externi
software (MEGA, AliView, BioEdit).

Export a sprava souborii:

Exportujte upravenou finalni sekvenci do FASTA souboru (.fasta/.fa).

Uchovejte surovy chromatogram (.abl), zarovnanou/upravenou sekvenci a piipadné

souhrn kvality ¢teni (uzite¢né pro dohledatelnost).

Pouzivejte jasné nazvy (napi. SamplelD COI consensus.fasta) pro usnadnéni nasledné

analyzy.
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8. Analyza dat a taxonomicka identifikace

8.1 Nastroje a zdroje

Pro taxonomické piitazeni DNA sekvenci vyuzijte nasledujici vefejné databaze:

e NCBI BLASTR Pro porovnani sekvenci s databazi GenBank na zakladé podobnosti.

e BOLD Identification Engine Pro identifikaci zalozenou na DNA barcodingu pfi praci

s COI a dal$imi barcodingovymi markery.

8.2 Kvalita sekvenci a priprava pred BLASTovanim

Pfed nahranim sekvenci k taxonomickému porovnani (BLAST):

e (Odstrante netemplatové ohraniCujici oblasti (napf. primery, adaptéry).

e Ujistéte se, ze sekvence neobsahuje nejednoznacné béaze, pokud to neni biologicky
zdivodnéné (napt. heteroplazmie).

e U kodujicich gent proved'te translaci, abyste ovéfili nepfitomnost predcasnych stop
kodoni.

e Pouzivejte pouze sekvence, které spliiuji definovana kritéria kvality (napt. délka cteni,
Phred score).

8.3 Interpretace vysledkit BLASTu

| Uroveil - o
% identity . Doporucené taxonomickeé rozliSeni
Jistoty
299 0 Velmi Identifikace na Grovenl druhu (pokud jsou splnéna i dalsi
= vysoka kritéria)

98-98.,9 % Vysoka Uroveti druhu, pokud je podpofena metadaty nebo fylogenezi

90,1-97,9 Stfedni Uroveti rodu nebo blizkych druhti; zvazit pouziti dalsich
fedni
% lokust
<90 % Nizka Ptifadit pouze na uroven Celedi nebo vyssi

Poznamka: Procentualni shoda a e-value musi byt posuzovany spolu s rozsahem shody zadané

sekvence, délkou zarovnani a kvalitou metadat.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://boldsystems.org/

8.4 Potvrzeni a krizova kontrola

e Nespoléhejte pouze na prvni shodu v BLASTu. Posud’te konzistenci vSech hlavnich shod.

e Vylucéte shody se zaznamy oznaCenymi jako environmentéalni vzorky, sekvence nizké

kvality (napt. ,,WGS*, ,,NGS*, , library*) nebo s neocekévanou taxonomii.

e Zkontrolujte anomalni odlehl¢ hodnoty (napt. jedna shoda s nesouvisejicim taxonem mezi

jinak konzistentnimi vysledky).

8.5 Hodnoceni kvality referencni sekvence (podle OSAC 2021-S-0006)

Sekvence mize byt povazovdna za vysoce spolehlivou (zejména pro identifikaci na troven

druhu), pokud spliiuje alespon jedno z nasledujicich kritérii:
e Pochazi z ovéreného exemplare s jedineCnym identifikatorem.
e Je soucasti recenzované studie s morfologickou identifikaci potvrzenou odbornikem.

e Je zahrnuta v populacni genetické nebo fylogenetické studii, kterd poskytuje kontext

mezidruhové a vnitrodruhové variability.

e Vykazuje fylogenetickou shodu ve fylogenetickych analyzach s oc¢ekdvanou topologii.

Bud’te obezfetni pii praci se sekvencemi z databaze GenBank, které postradaji zdrojova
metadata nebo pochazeji z nepublikovanych/neovétenych studii.

8.6 Doporucdeni pro zverejiovani vysledki

Identifikace na urovni druhu je vhodna, pokud:

e Sekvence vykazuje >99 % shody a >95 % pokryti rozsahu shody.
e Referenc¢ni shody spliiuji alesponi dvé kritéria metadat (viz 8.5).

e Taxonomické pfifazeni je v souladu se zndmym rozsifenim druhu a fylogenetickymi

vztahy.

Identifikace na irovni rodu nebo ¢eledi je doporucena, pokud:

e Nejlepsi shody jsou konzistentni v rdmci jednoho rodu, ale rozliSeni na uroven druhu je

razné.

e Shoda je pod 99 % nebo referencni metadata nejsou uplna.
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Chybéjici data:

Pokud skutecny druh neni v databazi zastoupen, mize nejlepsi dostupna shoda nespravné
naznacovat jiny, avSak piibuzny druh. V takovych piipadech je vhodné vysledky
konzervativné uvést na irovni rodu nebo vyssi taxonomické kategorie, s poznamkou, ze

dany druh mtze v aktualni databazi chybét.

Je tieba pocitat s moznymi chybami nebo nespravné urcenymi zaznamy v databazich,
zejména tehdy, kdyz pro dany taxon existuje pouze omezené mnozstvi referen¢niho

materialu.

Pokud jsou ziskany rozporné vysledky nebo vysledky s nizkou spolehlivosti, méla by byt
identifikace omezena na nejnizsi spolehlivou taxonomickou tUroven, namisto rizika

nespravného urceni druhu.

8.7 Dalsi hlediska

Ekologicky a geograficky kontext musi podporovat molekuldrni identifikaci (napft. areal

druhu se musi prekryvat s ptivodem zabavené¢ho materialu).

Zvazte moznost smiSenych DNA ve vzorcich s nizkou koncentraci nebo v degradovanych

vzorcich.

V ptipad€ komplexnich nebo nejednoznaénych vysledkil zvazte sekvenaci dalSiho lokusu
nebo provedeni fylogenetické analyzy.
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9. Kontrola kvality a dokumentace

e Zaznamenavejte Cisla Sarzi kitli, primert a enzymt.

e Udrzujte zaznam o fetézci predavani vzorkl (chain-of-custody log).

e Pro pre-PCR a post-PCR praci pouzivejte odd€lené prostory, abyste piedesli kontaminaci.

e Dokumentujte nepovedené reakce a analyzy, opakované kroky a odchylky od standardnich

postupti.
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Dodatky

Alternativni protokoly:

Dekalcifikace a $§tépeni kostnich a zubnich vzorki pro izolaci DNA:

Metoda 1 (Ewart et al. 2020)
Kostni/zubni prasek (~200 mg) se dekalcifikuje pomoci 0,5 M EDTA (pH 8,0).
Rychly protokol:

e Inkubace v termo-tiepacce pii 56 °C po dobu 1 h, nasledné pii 37 °C po dobu 1 h,
protiepavani na 550 rpm.
e EDTA se vyménuje kazdou hodinu.

e Vznikl4 usazenina se pouzije pro izolaci DNA.
Tridenni protokol:
e Inkubace pti 4 °C po dobu 3 dnii, protiepavani na 400 rpm.

e EDTA se méni denné.

Metoda 2 (Hasan et al. 2014)

Ptiprava vzorku
e Kost: nakrajet na ~0,5 cm? velké kousky pomoci pitevni pily.
e Zub: ponechat cely (~2,0 g).

e Kazdy vzorek ptipravit zvlast' za pouziti sterilnich jednorazovych néstrojli v izolovaném
prostoru.
Dekalcifikace
e Vlozit 1-2 g kostnich kouskli nebo cely zub do 50ml Falcon zkumavky s 10 ml 0,5 M
EDTA (pH 7.,5).
e Inkubovat pti pokojové teploté v termo-tiepacce.
e Roztok EDTA ménit kazdych 24 hodin.

e Pokracovat, dokud vzorek nezmékne a nestane se poddajnym (obvykle 12—15 dnli

v zavislosti na obsahu minerali).
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Lyze
e Po uplné dekalcifikaci inkubovat vzorek pies noc pii 56 °C na termotiepacce v:
700 pl lyza¢niho pufru:
o 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
o 10mM EDTA
o 10 mM NaCl
2% SDS

O

O

Proteindza K (20 mg/ml)

Material pro izolaci DNA: Pienést 500 ul nastépeného vzorku do 1,5ml mikrozkumavky pro

naslednou izolaci DNA.

Bézné laboratorni roztoky

1x TBE pufr (Tris—Borat-EDTA)

Kone¢né koncentrace (1x TBE):

e Tris base: 89 mM

e Kyselina borita: 89 mM

e EDTA (disodna stl): 2 mM

e pH: ~8,3 (iprava vétSinou neni nutna)

Piiprava 1 litru (1 L) 1x TBE: Redi se z 10x zasobniho roztoku (doporu¢eny pro laboratorni
pouZziti).

10x TBE zasobni roztok (1 L):

e Tris base: 108 g
e Kyselina borita: 55 g
e EDTA disodna siill (Na:EDTA-2H20): 7,44 g

Rozpust'te ve ~800 ml destilované vody, ptipadné upravte pH na 8,3 a dopliite na 1 1. Dale
zifed’te 100 ml 10x TBE 900 ml destilované vody pro vyrobu 11 1x TBE.
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0,5% SDS (dodecylsulfat sodny)

Roztok 0,5% SDS (w/v):
e 0,5 g SDS prasku
e Destilovana voda do kone¢ného objemu 100 ml
Postup:
1. Odvazte 0,5 g SDS prasku.

2. Pridejte do ~80 ml teplé destilované vody (40—50 °C usnadniuje rozpousténi).
3. Jemné¢ michejte, dokud se zcela nerozpusti (vyhnéte se pénéni).
4. Doplnte do 100 ml destilovanou vodou.
5. Skladujte pti pokojové teploté nebo v chladu (4 °C). Pokud se vytvofi srazenina, roztok

pted pouzitim jemné zahiejte.

0,5M EDTA (pH 8,0)

Na 1 L roztoku:
e EDTA disodna siil dihydrat (Na.EDTA-2H20): 186,1 g
e Destilovana voda: ~800 ml pro zacatek
e NaOH pelety nebo 10N NaOH: k upravé pH na 8,0
e Konecny objem: az 1 L destilované vody
Postup:
1. Odvazte 186,1 g EDTA.
2. Rozpustte ve ~800 ml destilované vody.
3. EDTA se zacne rozpoustét aZ po zvySeni pH na ~8,0.

4. Pomalu ptidavejte pelety nebo rozrok NaOH - po kapkdch za michéani, dokud pH
nedosahne 8,0 (obvykle 20-25 ml 10N NaOH).

5. Po tplném rozpusténi dopliite na 1 1 destilovanou vodou.
6. Sterilizujte autoklavem nebo sterilni filtraci.

7. Oznacte nazvem a skladujte pii pokojové teplote.
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1x GTE pufr

Kone¢né koncentrace:
e Glycin: 100 mM — 7,51 g
e Tris-HCI (pH 8,0): 10 mM — 1,21 g
e EDTA disodna stl (Na2EDTA-2H20): 1 mM — 0,372 g
Postup:
1. 'V ~800 ml destilované vody rozpust'te: 7,51 g glycinu, 1,21 g Tris-HCl a 0,372 g EDTA.

2. Zkontrolujte a ptipadné zvyste pH (mélo by byt blizko 8,0).
3. Dopliite na 1 I destilovanou vodou.

4. Podle potieby sterilizujte (obvykle filtraci).

1 M DTT (dithiotreitol)

Na 10 ml roztoku:

e DTT prasek (MW = 154,25 g/mol): 1,54 g

e Destilovana voda: do 10 ml
Postup:

1. Odvazte 1,54 g DTT.

2. Rozpust'te v ~8 ml studené destilované vody.
3. Doplite na 10 ml.

4. Davkujte do malych objeml (100-500 pl), abyste ptredesli opakovanému zmrazovani

a rozmrazovani.

5. Uchovavejte pti —20 °C nebo —80 °C, v dobie uzavienych zkumavkach (DTT je citlivé

na svétlo a vzduch).
Poznamky:
e DTT je nestabilni v roztoku, zejména pii pokojové teploté a na vzduchu.

e Vizdy pfipravujte Cerstvy roztok nebo pouZijte rozmrazenou davku, zbytek znovu

nezmrazujte, ale bezpecné zlikvidujte.

e Pouzivejte rukavice — DTT ma vyrazny sirny zépach a je drazdivy.
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