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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva studiem genovych zdroji maku setého
(Papaver somniferum L.) pomoci SSR analyzy. Celkem bylo hodnoceno 85 vzorkd.
DNA byla izolovana ze suSené¢ho, smésného vzorku vypéstovaného z 0Siva,
poskytnutého VUO Opava, pomoci modifikované metody CTAB podle Doyle and
Doyle (1990). Pro analyzu bylo vybrano Sest SSR primert, vizualizace probihala
pomoci Cipové elektroforézy. Byla provedena optimalizace PCR reakce S
fluorescenéné znaCenym primerem pro fragmenta¢ni analyzu. Data z ipové
elektroforézy byla vyhodnocena v programu MVSP za pouziti PCO analyzy. Nadale
byla vypoctena matice podobnosti, ze které bylo ziejmé, ze vzorky vykazuji vysokou
genetickou variabilitu. Vysledky matice podobnosti byly poskytnuty Slechtitelim
jako podklad pro dalsi Slechténi.

Kli¢ova slova: mak sety (Papaver somniferum L.), mikrosatelity,

molekularni markery

Summary

The thesis deals with the study genetic diversity of poppies (Papaver
somniferum L.) by SSR analysis. Altogether, 85 samples of poppies were evaluated.
DNA was isolated from dried, mixed samples grown from seed using a modified
CTAB method by Doyle and Doyle (1990). The seeds were provided by VUO
Opava. Six SSR primers were selected for the analysis and visualization was
performed using chip electrophoresis. The PCR reaction was optimized with
fluorescently labeled primer for fragmentation analysis. Chip electrophoresis was
evaluated in MVSP using PCO analysis. The similarity matrix was further calculated
and the samples showed hight genetic variability. The results of similarity matrix

were provided to breeders as a basis for further breeding.

Keywords: poppy (Papaver somniferum L.), microsatellites, molecular markers
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1. Uvod

Péstovani maku ma v naSich zemich dlouholetou tradici. V CR je mék tfeti
nejpéstovanéjsi olejninou S osevni plochou kolem 30 tisic hektard. Je to plodina
poskytujici vSestranné vyuziti. Poskytuje olejnatd semena s dobrymi dietetickymi
vlastnostmi, Siroce pouzivanymi predev§im pro pfipravu makového peciva.
Makovina, ve které jsou obsazeny alkaloidy, se vyuziva ve farmaceutickém
pramyslu. V makoviné z potravinaiského maku péstovaného v Ceské republice, je

obsah alkaloida velmi nizky.

Ve svété se pestuje prevazné mak s vysokym podilem alkaloidi v makoving.
Hlavnimi staty legdln€¢ péstujici opiovy mak jsou Indie, Turecko a Tasmanie.
Jednim z nejvétSich vyrobcl legalniho opia je Australie. Mezi staty s nejveétSimi
plochami nelegéln¢ péstovaného opiové maku patii Pakistan, Barma, Thajsko a

Afghanistan.

Diky intenzivnimu S$lechténi dochazi ke snizovani genetické diverzity
u zemédélskych plodin. Pro Slechtitele je vsak existence rozsahlého genofondu
nezbytnou soucésti jejich prace. Variabilita uvniti druhu je moZnosti pro vhodny
vybér pozadovanych vlastnosti, které Slechtitel zahrne do Slechténi s cilem zlepSeni
urCit¢ plodiny. Do Slechténi jsou jednak vybirdny vhodné genotypy, jindy je
vytvafena nova genetickd rozmanitost prostfednictvim  riznych metod

napf. hybridizaci, mutaci nebo genetickou transformaci.

Diive byly pro odhad genetické variability vyuZivany morfologické znaky.
Dnes se nejcastéji vyuzivaji molekularni markery, detekujici DNA polymorfismy

mezi jednotlivymi odridami zemédé€lskych plodin.

K nejvétSimu rozvoji vyuziti DNA markert doSlo v poslednich desetiletich.
Mezi tyto markery patii naptiklad RFLP a microarray ¢ipy. Objeveni PCR reakce,
chemikem Kary Mullisem v roce 1983, a jeji rozvoj ptispél ke vzniku mnoha dalsich
molekularnich metod jako napt. RAPD, AFLP, SNP, ISSR nebo metody SSR.

Analyza mikrosateliti se piiblizné od 90. let stala velmi casto
vyuzivanou metodou pii analyze rodicovskych rostlin, identifikaci klont,
v populacné-genetickych studiich, hybridizaci a pii analyze genetické variability

blizce ptibuznych druhi.



2. Literarni prehled

2.1 Biologicka klasifikace

Mak sety (Papaver somniferum L.) patii do celedi makovitych
(Papaveraceae). Radime ho do rodu mak (Papaver), ktery je rozélenén do 11 skupin
obsahujici ptfiblizné 120 druhli. Tento rod je rozsifen v Evropé, Asii, severni a jizni

¢asti Afriky a Severni Americe. Nejvétsi poCet druhti je rozsifen ve Stfedomoti.

V Ceské republice se kromé méku setého miizeme setkat s vyskytem dalsich
druhti maku. Nejcastéji se vyskytujicim druhem je mak vI¢i (Papaver rhoeas), ktery
fadime mezi vyznamné plevelné druhy. Mezi dal§i vyskytujici se druhy patii
naptiklad mak pochybny (Papaver dubium), mak Lecoquv (Papaver lecoqui), mak
casny (Papaver cosine), mak b&lokvéty (Papaver maculosum), mak polni (Papaver

argemone) a vzacné mak zvrhly (Papaver hybridum) (Baranyk a kol., 2010).

Zarazeni druhu:

Rige: Plantae (Rostliny)

Odd¢leni: Magnoliophyta (Krytosemenné)

Trida: Rosopsida (Vyssi dvoudélozné)

Rad: Ranunculales (Pryskyinikotvaré)

Celed”: Papaveraceae (Makovité)

Rod: Papaver (mak)

Druh: Papaver somniferum L. (mak sety) (Jahodaf, 2006)

2.2  Puavod miku setého

Mak sety je stard kulturni plodina, kterd se v pfirod¢ nevyskytuje jako plané
rostouci a jejiz pivod neni zcela znam (Novak, 1992). Vasak (2010) uvadi ptivod
ve vychodoasijském (Cina, Nepal) a ptedoasijském (Mald Asie, Zakavkazi, {ran,
vysoCiny Turkménie) genovém centru. Bechyné (2001) wuvadi, ze vznikl
z diploidniho planého druhu Papaver setigerum DC, ktery se vyskytuje
ve Sttedomoii. Dle poctu chromozomi obou forem je mozné je povazovat za dvé
subspecie t¢hoz druhu. Zakladni poc¢et chromozomua u Papaver somniferum n = 11.
U obou druhti se vyskytuji jak diploidni jedinci (2n = 22), tak tetraploidni jedinci
(2n = 44). Mimo karyologicky charakter podporuji zavér o popsaném puvodu

1 n€které morfologické vlastnosti i znaky. Diploidni formy se od tetraploidnich
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v mnoha znacich nelisi (Bechyng, 2001). Velikost genomu u Papaver somniferum se
uvadi 2,72Gb (GUO et al., 2018).

2.3 Historie maku setého

Nejstarsi zbytky tobolek a semen byly nalezeny ve Svycarsku a jizni Francii a
pochézely z obdobi neolitu. Starovéké civilizace, mezi néz patii Rimané, Rekové,
Egyptané a Sumerové, znali tiSici ¢inky opia a vyuzivali je jako 1é¢ivo. Prvni psana
zminka o maku byla nalezena na hlinénych destickach v duchovnim centru Sumerd,
ktefi mak nazyvali Hul Gil — kvétina radosti (Nozina, 2001). Dale bylo toto vyuziti
rozifeno do Indie a Ciny. V 19. stoleti bylo zneuZivani opia v Ciné velmi rozsifené.
Nésledné¢ byl dovoz opia cinskou vlddou zakazan. Tento zdkaz vSak rozpoutal
tzv. opiové valky s Anglii, které Cina prohrala a musela dovoz opia znovu povolit
(Baranyk a kol., 2010). V Evropskych zemich nebylo opium dlouho zndmo. Mak zde
byl péstovan na produkci semen a jako zahradni rostlina. Jako 1ék se opium zacalo
pouzivat v 16. stoleti Svycarsky alchymista, astrolog a I1ékai Paracelsus

(Vasak a kol., 2010).

Problém zneuzivani opia se zacal feSit na pocCatku 20. stoleti. V roce
1909 byla stanovena mezindrodni komise pro opium a vroce 1914 se 34 stath
domluvilo, Ze ucini vSechny potiebné kroky pro omezeni vyroby a dovozu této
drogy. Hlavni problém vSak predstavovali farmafi z chudych zemi, pro které se
produkce opia vyplacela vice, nez péstovani jinych taméjsich plodin. Mezi tyto staty
patii Indie, Pakistan, Afghanistan, Thajsko, Laos a izemi Barmy. Ptes snahu se tedy
produkci a nezdkonnou distribuci opia nepodafilo potlacit a pietrvavd dodnes

(Baranyk a kol., 2010).

Péstovani a vyuziti méku set¢ého ma ve stiedni Evropé dlouholetou tradici.
Péstovani bylo rozsitené hlavné u slovanskych narodt. Uvadi se, Ze nejvice maku
bylo péstovano na Uzemi Slovenska. V podminkéch stfedni Evropy je mék tradi¢ni
olejninou (Fejér, 2015). Znalost maku setého na uzemi Ceské republiky, jak uvadi je

datovana dle nalezu z Ostrova na Tachovsku jiz od 8. stol. pf. n. 1. (Newton, 2007).
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2.4  Péstovani maku setého

Ceska republika patii dlouhodob& mezi hlavni svétové péstitele méaku
pro potravinaiské ucely. Vice nez 90% tuzemské produkce je exportovano
do zahranici. Predevsim do slovanskych zemi (Rusko, Polsko, Bélorusko, Ukrajina)

a do zemi, které jsou ovlivnéné slovanskou kuchyni (Zukalova a kol., 2009).

2.4.1 Péstitelské plochy maku na vizemi CR v roce 2018

V tomto obdobi bylo sklizeno celkové mnozstvi semene maku 13 666 tun.
Celkova osevni plocha byla 26 608 hektarG. Primérny vynos doséhl 0,51 tuny
na hektar. Cesky mék je vzhledem ke své vytecné kvalité a cenové dostupnosti dobte
hodnocen a casto také preferovan pred maky z jinych zemi, napi. z Turecka,
Mad’arska, Polska ¢i Holandska. Vyvoz sklizeného makového semene se nejvice
realizuje v obdobi od srpna (zafi) do prosince daného roku. V tomto obdobi se
obvykle vyveze az 2/3 z celkového objemu maku uréeného pro export. Zbyvajici cast
objemu maku pro export se vyvazi priabézné v obdobi mezi lednem a Cervnem
nasledujiciho roku (Liska, 2018). V grafu ¢islo 1 jsou zaznamendny skliziiové plochy

maku setého za obdobi 1998-2018.

75000

50000

25000

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Graf ¢. 1 Vyvoj skliziiovych ploch méaku setého v obdobi 1998-2018 (ha)

Soucasti péstovani méaku setého je tzv. makova slama — makovina (makovice
s max. 15 cm stonku). Makovina je vyznamnou surovinou pro farmaceuticky
pramysl, kde sloZi k vyrobé morfinu. V Ceské republice se makova slama

nezpracovava, ale vyvazi se (LiSka, 2017).

12



2.4.2 Ve svété

V soucasné dobé se mak sety péstuje témet po celém svété. Mak opiovy je
péstovan prevazné v podhorskych oblastech zemi subtropického a tropického pésu.
Mezi nejvyznamnéjsi péstitele opiového méaku fadime Turecko, Indii, Pakistan a
Makedonii. Napiiklad Turecko diive produkovalo legalni i nelegdlni opium,
na zacatku tisicileti byla produkce opia v Turecku zakazana, avSak mak zde muze byt
péstovan pro semeno a makovinu (Hlava a kol., 2002). Centrum péstovani maku je

ve slovanskych zemich a Turecku. Celosvétova produkce maku se odhaduje

na 190 tis. ha (Vasak a kol., 2010).

Vétsina stati v Evrop€ uplatiiuje omezeni pii péstovani mdku. Jednd se
o péstovani pouze nizkomorfinovych odrid. Mezi tyto staty patii Polsko
(plocha 3 tis. ha), Némecko (plocha 400 ha), Ukrajina (plocha 15 tis. ha) a Slovensko
(plocha 3 tis. ha). V téchto statech plati i dalsi omezeni, véetné licenci na produkci.
Paradoxné Slovensko, stat s dlouholetou historii péstovani maku, se stalo velkym

dovozcem méku z Ceské republiky (Vasak a kol., 2010).

2.5  Slechténi maku setého

Mak sety patii mezi fakultativné cizospra$né rostliny. K dozrani pylu dochazi
jiz Vuzavienych poupatech, C0Z znamena, Ze k oplozeni dojde jiz v poupéti.
Po vykveteni dochéazi k doopyleni, jehoz podil se uvadi mezi 10 — 30%. Mira
cizospraSeni je ovlivnén podminkami v dobé kveteni — teplotou, vlhkosti, pfitomnosti
opylovact. Opyleni vétrem ma pouze maly podil cizospraseni. Uvadi se, Ze podil
cizospraSeni je ovlivnén 1 barvou kvétu (vCely upfednostiiuji bily kveét
pied fialovym). MoZnost cizospraSeni je potfebné zohlednit pii Slechtitelské praci
zabezpeCenim izolace rostlin za ucelem samospraseni (Bechyné, 2001;

Vasak a kol., 2010).

2.5.1 Historie Slechténi

Pocatek systematického Slechténi maku je datovan do 30. let 20. stoleti.
V této dobé byly péstovany krajové odridy s riznou barvou semen. Pfi Slechténi byl
kladen diraz na zvySeni vynosu a jednobarevnost semen. Zakladem
pro prvopocatecni Slechténi poslouzili krajové odrady jako Dregertv sttfibrosedy
(Chlumec nad Cidlinou), Freudliv Libverdsky nepukavy (Dé&cCin), Vyskovsky

(Vyskov), Zborovicky modrosemenny (Zborovice) a Karliv rizokvéty (Plzen).
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Tyto krajové odriidy daly vzniknout novym odridédm, jakymi byly Dvorského Azur
(1928), Hanacky modry (1934) a Dubsky stiibrnosedy (1944) s vysSim obsahem
morfinu (Almanach, 2000).

V roce 1957 zacala dalsi etapa intenzivniho Slechténi s vyuzitim cileného
ktizeni. Jako rodiCovské rostliny byly vyuzity kromé domécich odrid také odridy
zahrani¢ni. Mezi odridy vySlechténé vtomto obdobi patii napiiklad Modran
(SS Chlumec nad Cidlinou a SS Celachovice na Hané). Posledni registrovana odriida
vyslechténa v tomto obdobi na ¢eském uzemi byla odriida Amarin. Dalsi Slechténi

maku pokra¢ovalo na Slovensku ve Slechtitelské stanici v Malém Sarisi.

V roce 1959 byla registrovana odrida Hybrid HD. Tato odrida vznikla
kastraci tyC¢inek matetské rostliny (Hanacky modry) a pienosem pylu z otcovské
rostliny (Dé&tenicky bélosemenny). Vynos hybridni odridy byl az o 20% vyssi
nez u klasickych odrad, avSak Vv praxi své uplatnéni nenasla z divodu vysokych

ekonomickych nékladt na osivo.

Ke znovuobnoveni §lechténi maku setého na ¢eském tzemi doslo v 90. letech
na pracovisti OSEVA PRO v Ketkové a na Vyzkumném ustavu olejnin v Opavée

(Vasak a kol., 2010).

2.5.2 Slechtitelské cile

V Ceské republice

V minulosti bylo hlavnim S$lechtitelskym cilem vyslechtit odridu
univerzalniho typu s vysokym vynosem semen a zaroven vysokym obsahem morfinu
v tobolkach. Slechténi takové odridy je vsak problematické kvili negativni korelaci
mezi témito znaky, a proto se postupné diferencovaly specifické sméry Slechténi

(Bechyng, 2001).

Vynos semene zavisi na odridé, podminkach klimatu, kvalit¢ pidy a
agrotechnice. Primérny vynos z 1 hektaru se v praxi pohybuje od 0,4 t do 1 t.
Pro Slechténi se hodnoty odvijeji od hodnot ziskanych v maloparcelnich podminkach.

Ty jsou u méku vyrazné€ vyssi, a primérny vynos se pohyboval kolem 2,1 t.

Vynos tobolek je dalSim sledovanym znakem hlavné u primyslové
vyuzivanych odrid. Uroda tobolek spolu s obsahem alkaloidi podmifiuje vynos
alkaloidl na hektar. U potravinafského maku se sleduje tvar tobolky, kviili vynosu
semen. Nejvyssi vynos poskytuji ovalné, sttedné velké tobolky.
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Ve slechténi se sleduje i celkova stavba rostliny. VSeobecn¢ se uvadi, ze
jsou lepsi nizké az stfedné vysoké rostliny, s mohutnym kofenovym systémem,
pevnym a pruznym stonkem. VySe zminéné vlastnosti podminuji sledovany znak,
kterym je poléhavost rostlin. Dal§im sledovanym znakem je vétveni rostlin, které je
u maku nezddouci. Pozadavky na tyto znaky jsou vSak diskutabilni. Je znama
pozitivni korelace mezi vyskou rostliny a urodou semene. Z toho vypliva, ze stiedni
a vyssi genotypy dosahuji vysSiho vynosu semen, naopak nizsi genotypy maji nizsi

vynos semen s vy$§im obsahem alkaloidi (Bechyné, 2001).

Dalsim cilem $lechténi je odolnost vi€i chorobam. Jedna se 0 rezistenci
Kk plisni makové (Peronospora arborescens) zpusobujici vlivem primarni infekce
deformaci listl, zakréni a pozd¢jSimu odumirdni rostlin. Pfi sekundarni infekci
dochézi k tvorbé zlutozelené skvrny na listech. Casto dochazi k deformacim a
odumirani vegeta¢niho vrcholu, pii pozdnim napadeni i praskani makovic. V Indii se
podarilo vyslechtit odridy odolné proti této chorobé (Rakshit, Madakini) (Vasak a
kol., 2010). Nadale je snaha Slechtit odridy odolné proti helmintosporioze
(Helminthosporium papaverin). Tento patogen napada rostliny jiz béhem vzchazeni a
zpusobuje hnilobu kofenového krcku a padani rostlin. Pozdé€ji  zphsobuje
nepravidelné hnédé skvrny na listech, listova plocha postupné odumird. Pti napadeni

stonkil se na nich tvofi modrocerné podélné krouzky.

Dalsi sledovanou vlastnosti je odolnost proti abiotickym faktorim, hlavné

suchu. Slechténim ozimych odrid se smétuje k dobré odolnosti proti mrazu.

Dalsi nezadouci vlastnosti u maku setého je tvorba tzv. ,hled’aki“.
Toto oznaceni se pouziva u tobolek, u kterych se vyskytuje Stérbina pod korunkou a
dochazi k vysypani semen. V CR jsou registrované odrid typu ,,slepak (uzaviené

pod korunkou), ,,hled’aky* se vyskytuji pouze ziidka.

Ve velkovyrobé je dulezita odolnost proti herbicidiim. Rezistence mtzeme
dosahnout pouzitim herbicidll jiz od pocatku prvnich generaci Slechténi a vybérem

odolnych linii (Bechyn¢, 2001; Vasak a kol., 2010; Zehnalek, 2018)

Slechtitelska stanice zabyvajici se $lechténim méku setého na tizemi Ceské
republiky je VUO v Opavé. V této stanici byla vyvinuta komplexni péstitelska

technologie péstovani maku a zavadéna do praxe, coZz piispélo K tspéchim
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V péstovani maku na ptrelomu 80. a 90. let. Novoslechténi maku z této Slechtitelské

stanice jsou zkouseny ve statnich odriidovych zkouskach (VUO Opava, 2003).

Ve svété

Ve svéte se Slechténi maku setého rozdéluje do tiech Slechtitelskych sméra.
Prvnim smérem je Slechténi odrid s vysokym mnozstvim morfinu nebo jinych
alkaloidu (napf. kodein, thebain, papaverin, narkotin). Druhym smérem Slechténi
jsou odrudy pro produkci oleje a osiva neobsahujici zadné nebo pouze malé mnozstvi
alkaloidi. Tretim, méné vyznamnym smérem ze zemédélského hlediska, je Slechténi
dekorativnich odriid méaku se zvlastni barvou kvétu a tvarem makovice

(Fejér, 2014). Tyto odridy jsou téZ §lechtény na VUO Opava.

Vzhledem Kk neustale rostouci globalni poptavce po riznych druzich
alkaloidu, se ve svété (pievazné v Indii a Turecku) zabyvaji Slechténim na obsah
pravé téchto narkotickych latek vyuzivanych predevsim v mediciné. Nadale probiha
Slechténi na bezalkaloidové odriidy méku, kvili moznosti péstovani bez zvlastniho

povoleni nebo licence (Kishore et. al., 2013).

Nadale je uvadéno Slechténi na rtizné morfologické znaky. Mezi tyto znaky
fadime napf.: vynos tobolek na rostlinu, celkovou vysku rostliny (dulezita
pro mechanismus sklizeni), dobfe vyvinuty kofenovy systém (stabilita rostliny,

suchovzdornost) (Fejér, 2014).

Ve svétg, stejné jako v CR probiha §lechténi na rezistence proti riznym
druhim herbicid, $kidci a onemocnénim zplsobenych bakterialnimi nebo

houbovymi ptivodci.

2.6  Odriady maku setého
Odriidy maku setého jsou v CR liniového ptivodu. Hybridni odriidy nejsou
Vv soucasné dob¢ registrovany a ani se neslechti.

Rozd¢leni odrtud dle pozadavki a vyuziti:

e Primyslové odrudy: jsou odridy se siln¢ vyvinutymi mlé¢nicemi obsahujici
rizné druhy a mnozstvi alkaloidd v latexu. Primyslové odrudy jsou nadale
déleny na morfinové odridy a odridy s jinym alkaloidovym sloZenim.

Mezi morfinové odridy fadime rostliny s obsahem morfinu v tobolkach 1%
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a vice. U odrid sjinym alkaloidovym slozenim nas zajima obsah

napf. kodeinu, narkotinu a thebainu.

e Potravinaiské odridy: jsou odrady, jejichz hlavnim cilem je vysoka
produkce kvalitnitho semene pro potravinaiské ucely. Mezi pozadované
vlastnosti semene jsou fazeny dobra chut’, sloZeni oleje a mastnych kyselin,

barva a vyrovnanost semene.

e Okrasné odridy: odridy, do nichz jsou fazeny maky se specidlni barvou a

tvarem kvétl anebo se specialnim tvarem tobolky (Vasak a kol., 2010)
Z péstitelského hlediska ¢lenime odridy maku do téchto skupin:

e Modrosemenné s nizkym a nizkym az stfedné vysokym obsahem morfinu
(v soucasné dob¢ neni v EU registrovana zadna odrida tohoto typu)

e Modrosemenné se stiredné vysokym obsahem morfinu
semeno vyuzito jako potravina, makovina jako surovina pro farmaceuticky

pramysl napt. odriady Aplaus, Bergam, Maraton

e Modrosemenné se stiedné vysokym aZz vysokym obsahem morfinu
makovina a vyuzita jako surovina pro farmaceuticky pramysl, semeno pro
potravinaiské vyuziti napf. odridy Onyx, Opex, MS Harlekyn

e Modrosemenné s velmi nizkym obsahem morfinu
v soucasné dob¢ neni v EU registrovana zadna odrtida tohoto typu

e Bélosemenné, okrovosemenné s nizkym a nizkym aZ stfedné vysokym
obsahem morfinu
semeno jako potravina s ofiskovou pfichuti napi. Akvarel, Redy (Zehnalek,
2018)

Clenéni odrad dle barvy kvétu:
e bélokvété (Major)
¢ rizovokvété (Albin)
o cCervenokvété (Mieszko)

o fialovokvété (Zeno Plus) (Bechyné, 2001)
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Obr. €. 1 Ruzné zbarveni a tvar kvétu u maku setého (https://wimastergardener.org)

Clenéni dle barvy semen:

e modrosemenné: typicka barva, vyuzivana v mnoha odstinech. Naptiklad
odrudy Onyx, Opex, Orbis)

e bélosemenné: toto zbarveni, neni u maku neobvyklé. Diky propagaci si 1 tato
barva ziskdva své misto na trhu. Méak s touto barvou semene ma svoji
typickou pfichut’ liskovych ofiSku. Naptiklad odrudy Orel, Racek, Akvarel
(Baranyk a kol., 2010)

e Okrosemenné: u nas je registrovana napi. odrida Rudy.

e Ostatni  zbarveni: Sedosemenné, fialovosemenné,  Zzlutosemenné,
¢ernosemenné,  rizovosemenné,  hnédosemenné  (Bechyné,  2001;

Kamenikova, 2005)

BERRLCRATT T 0
PG
b \" L

v

Obr. ¢. 2 Rtizné zbarveni semen maku setého (http://gengel.cz/3327-mak-sety)
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Clenéni dle genetického zakladu ozimosti:

e jarni: zaujimaji pfiblizné 95% zcelkové osevni plochy maku v Ceské
republice

e ozimé: V CR neni v sou¢asné dobé registrovana zadna odriida tohoto typu.
Na zaklad¢ spolec¢ného katalogu odrid EU mohou byt péstovany dve odriady,
a to Zeno 2002 a v roce 2017 registrovana odrada Oz (Dobos, 2005). Ozimé
odridy maji pfednost predevsim ve vzchazeni, maji vyssi vynos semene, nizsi

obsah morfinu, vyssi obsah oleje a rangjsi sklizen (Baranyk a kol., 2010)
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2.7 Biodiverzita

cey

Biodiverzita je definovana jako rozmanitost vSech Zijicich organismui.
Zahrnuje diverzitu v ramci druhii, mezi druhy i diverzitu ekosystémi. Za zakladni
dokument, ktery se tyka biologické rozmanitosti je ,Umluva o biologické
rozmanitosti podepsané na Summitu Zem¢ v Riu de Janeiru v roce 1992. Dle této
umluvy d¢lime diverzitu na genomovou (genetickd variabilita v rameci druhu),
druhovou (druhova rozmanitost) a ekosystémovou - rozmanitost na urovni

spolecenstev a ekosystému (Chloupek, 2008).

Proces zachovani genetické diverzity uchovavanim zivého rostlinného
materidlu v genovych bankéach se u rostlin vyuziva téméf sto let. Dnes se na Zemi
vyskytuje 300 000 az 500 000 druhd vyssich rostlin, z nich bylo kolem 250 000
popsano. Asi 80 000 druht je jedlych a kolem 7 000 se vyuziva pro zemédélstvi a
jako zdroj potravy. Pouze 30 druht plodin se fadi mezi tzv. ,rostliny co krmi svét*,
protoze poskytuji 95% energie (kalorii) nebo bilkovin ve stravé svétové populace

(Milosevic, 2010).

Geneticka diverizita je dulezita pro reprodukéni vitalitu druhu, jeho odolnost
vuci stresu a schopnost adaptace na rizné podminky prostfedi. Genetickd diverzita
u rostlin je velmi dalezita ve Slechtitelskych programech, kde je nezbytna pro udrZeni
a zlepSeni vlastnosti druhlt vyuzivanych v zemédélstvi. Obecné se jedna o genetickou
variabilitu vramci druhu, a to mezi geograficky oddélenymi populacemi,
I mezi jedinci populace jedné (Caliskan, 2012). V roce 2004 byla na konferenci FAO
(Food and Agriculture Organization) uzaviena mezinarodni smlouva o rostlinnych
genetickych zdrojich pro vyZivu a zemé&délstvi. Tato smlouva sdruZuje rostlinné
genetické zdroje a umoznuje jejich sdileni a pouziti. V dneSni dobé¢ je tlak
na Slechténi zemédélskych plodin vysoky, kvili ménicim se environmentalnim
podminkdm a zvySovani poc¢tu obyvatel. Dllezitd pro dnesni Slechténi je geneticka
rozmanitost vyskytujici se u tradi¢nich a kulturnich odrid, poskytuji nam geny
napf. pro rezistenci a odolnost (FAO, 2018).

Ve statech zabyvajicich se Slechténim maku set¢ho se vyuzivd analyz
genetické diverzity pomoci molekularnich markerti. Cast&ji se jedna o staty, kde je
mak Slechtén pfevazné na mnozstvi a obsah riznych druhi alkaloidd. Znalost
genetické rozmanitosti ekonomickych vlastnost je potfebnd pravé pro navrzeni

efektivniho planu  Slechténi, které vede k dosazeni Slechtitelskych cilt
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(Lahiry et. al., 2018). Dtive vyuzivané metody se opiraly pfedevsim o morfologické,
agrotechnické a biochemické znaky a vlastnosti. Diky znalosti genetické diverzity
muzeme predchazet zuzovani genetické zakladny maku set¢ho. Bylo prokazano, ze
rizné markery mohou odhalit rizné stupné variability, napiiklad Khatik et. al.
(2017) ve svém clanku uvadi, ze pii analyze RAPD doslo k rozdéleni vzorki maku
na jednu hlavni skupinu a ¢tyfi vedlejsi. Zatimco Archarya (2009) ve svém ¢lanku
uvadi pii pouziti kombinace metody RAPD a ISSR rozdéleni do hlavni skupiny A a
vedlejsich skupin B, C, D. Tyto vysledky poukazuji na nizkou genetickou

rozmanitost péstovanych odriid maku.

2.8 Molekularni markery

Analyza biologické diverzity mezi rliznymi populacemi, druhy i jedinci je
pfedmétem mnoha biologickych védnich disciplin. Pii hodnoceni genetické
variability byly diive vyuzivany morfologické a fyziologické vlastnosti. Dnes jsou
tyto vlastnosti stale Castéji dopliovany modernimi analytickymi a molekularnimi
technikami. Mezi tyto metody fadime napiiklad metabolomiku, transtriptomiku, a
soucasné jsou vyvijeny molekularni markery pro Slechténi (Weising, 2005). Srovnani

jednotlivych skupin markert je v tabulce €. 1.
Markery délime do téchto skupin:

e Morfologické markery: nazyvané taktéz klasické nebo viditelné
markery. Radime mezi n& napiiklad stavbu rostliny, tvar semen, barvu

kvétu, pigmentaci.

e Biochemické markery (izoenzymy): alelické varianty enzymu, které
jsou detekovany pomoci 2D elektroforézy. Maji schopnost rozmanitosti

funk¢nich genti.

e Molekulirni markery (DNA markery): zalozené na odliSnostech

v sekvencich napf. RFLP, RAPD, SSR atd. (Hayward at al., 2015)
Slechténi rostlin hraje klicovou roli p¥i zvySovani vynosu plodin. Diky
ménicim se klimatickym podminkam jsou péstitelé vystavovani riznym faktortm,
které snizuji vynos u riznych druhd plodin. Pokrok dosazeni ve vyvoji

molekularnich markerti pfipravuje cestu pro dosazeni stanovenych cili Slechténi a
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rozvoji lepSich odrid pftizpisobenych k riznym agro-klimatickym podminkam

(Al-Samarai, 2015).

Tabulka ¢. 1 Srovnani jednotlivych druht markert
(Havlic¢kova et al., 2014; Muhammad et. al., 2018)

Marker Vyhody Nevyhody
Snadné pouziti Malp po lymorfn} .
.1z . Ovlivnéno prostiedim
Morfologické markery |Levné Ovlivnéno riistovy
Vyuziti Fenotypu VIVIICRO rustovym
stupném rostliny
Nepotiebuje specialni
. s 3 s vybaveni Méné polymorfni
Biochemické markery Snadné pouZiti Ovlivnéno prostiedim
Kodominantni
. . Casové naroéné
Kodominantni Vysokd naro¢nost na €istotu
RFLP Nepotiebuje znalost ysoxa na
a mnocstvi DNA
sekvence .
Drahy
Dominantni,
Snadné pouziti Nutné vysoce purifikovana
RAPD Mensi mnozstvi DNA DNA Nizka
Polymorfni reprodukovatelnost
Malo specificky
. Dominantni
Spolehlivy . . ,
AFLP Vysoka reprodukovatelnost gk&l\a vysoce purifikovand
> Mnoho informaci Velké mnozstvi DNA
)
= Vysoké naklady pfi
g SSR Kodominantni optimalizaci Pfitomnost vice
— Vysoka reprodukovatelnost | nulovych alel
g Nutnost znalosti genomu
o
= f s
2 Vysoce polymorfni I}I.lzkra reprodukovatelnost
Q N , Cista DNA
= ISSR Nepotiebujeme znat oo
S . Fragmenty nemaji stejnou
= sekvenci
velkost
Sirok4 distribuce v genomu
SNP Vysoka reprodukovatelnost | Dominatni
Velmi dobry pomér Vysoké vyvojové naklady
cena/vykon
Velmi dobry pomér
cena/vykon
Vysoka propustnost Dominantni znacka Vysoké
DArT . S
Vysoce polymorfni vyvojové naklady
Nepotiebujme znat sekvenci
Vysoka reprodukovatelnost

22



DNA markery délime do dvou hlavnich kategorii. Prvni kategorii jsou
markery zaloZené na principu hybridizace. Radime sem metody RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), DNA microarray, DArTt (Diversity array
technology). Hybridiza¢ni metody jsou zaloZeny na principu nasednuti denaturované

DNA na fluorescen¢né znacenou sondu o znamé sekvenci (Pokhriyal et. al. 2012).

Druhou kategorii tvoii markery zalozené na PCR amplifikaci. Radime sem
metody RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), ISSR Inter Simple Sequence Repeats), SNP
(Single Nukleotid Polymorfism) a SSR (Simple Sequence Repeat). Tyto metody jsou
zalozeny na PCR in vitro amplifikaci specifickych sekvenci DNA nebo lokust,
pomoci zvolenych primerti (uméle nasyntetizované oligonukleotidové sekvence).
Detekce velikosti  amplifikovanych  fragmentd  ztéchto analyz probiha
na elektroforéze nebo fragmenta¢ni analyzou (Muhammad et. al., 2018). Porovnani

DNA markert je v tabulce ¢. 2.
Pro molekularni markery jsou obecné zZadouci tyto vlastnosti:

e Stfedni az vysoky projev polymorfismu

e Kodominantni dédi¢nost

e Jednozna¢né urcovani alel

o Casty vyskyt v genomu

e Rovnomérné rozloZzeni v genomu

e Snadny pfistup (tzn. cenova dostupnost, rychly pracovni postup)
e Vysoka reprodukovatelnost

e Snadnd vyména dat mezi laboratofemi

e Nizké naklady na vyvoj a analyzu markeru (Kumar et. al., 2009)
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Tabulka ¢. 2 Porovnani druhtt molekularnich markera
(Muhammad et. al. 2018)

Vlastnosti RFLP RAPD AFLP ISSR SSR SNP DAIT
Deédi¢nost Kodominantni | Dominantni Dominanti Dominantni | Kodominantni | Kodominantni | Dominantni
. . Y i Stredné . . .
Reprodukovatelnost Vysoka Vysoka Stredni vysokd Vysoka Vysoka Vysoka
Pozadavek na Vysoky Vysok{ Vysoky Nizky Nizk? Vysoky Vysoky
kvalitu DNA ysoky ysoky ysoky 4 ¥y ysoky ysoky
Pozadavek na Vysoky Stiedni Nizn¢ Nizky Nizk? Nizky Nizk¢
kvantitu DNA ysoky tedni izny izky izky izky izky
Hojnost v genomu Vysoka Velm', Velm', Stiedni Stiedni Velmi vysoka Velm',
vysoka vysoka vysoka
Naklady Vysoké Nizké Vysoké Vysoké Vysoké Variabilni Nizké
Znalost sekvence Ano Ne Ne Ne Ano Ano Ano
Vizualizace Radioaktivné | Elektroforéza | Elektroforéza | Elektroforéza | Elektorforéza | SNP-VISTA | Microarray
Mnozstvi DNA (ng) 10 000 20 500 - 1000 50 50 50 50 - 100

2.8.1 DNA markery zaloZené na principu hybridizace

RFLP (Random Amplification of Polymorfic DNA)

Polymorfismus

délky restrikénich fragmentli (Random Amplification

of Polymorfic DNA) je dnes jiz nevyuzivanou metodou, ale byla to jedna z prvnich

analyz DNA pouzivana ve forenzni véd¢ a dalSich védnich oborech (Al-Samarai et.

al., 2015). Principem metody je enzymatické rozstépeni DNA ve specifickém misté

pomoci restrikénich enzyml. Endonukleazy $tépi cilovou DNA v zvislosti

na sekvenci. Po rozstépeni vznikaji rizné dlouhé fragmenty, které jsou separovany

pomoci elektroforézy na agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu. Dle velikosti a

poctu fragmenti se sleduji rozdily ve studovanych sekvenci tzv. polymorfizmy.

Polymorfizmy restrikénich mist vznikaji rlznymi pietavbami napi. delecemi,

inzercemi, substitucemi (Williams et. al., 1989).
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DArT (Diversity array technology)

Tato metoda byla poprvé pouzita vroce 2000. Poskytuje ptilezitost
pro genotypizaci polymorfnich lokust distribuovanych v celém genomu. Obecné se
uvadi, Zze DArT metoda je vysoko kapacitni, nizkondkladova, rychla a vysoce
reprodukovatelna microarray hybridizac¢ni technologie. Neni nutna piedesla znalost
sekvence zadané¢ho znaku (Muhamnad et. al., 2018). Analyza probiha na zaklad¢
hybridizace na mikroCipu (tzv. DArT array). Na ¢ipu jsou upevnény sondy
(fragmenty DNA s nezametylovanou oblasti genomu) tzv. genomové reprezentace.
Ty jsou pfipravovany ze souboru jedinct téhoz rodu/druhu (Wenzl et. al., 2015).

Princip metody je zobrazen na obrazku ¢. 3.

Array development Assay

“Genepool” Sample 1 Sample 2...

Genomic DNA

l Genomic l
representation

1 Hybridisation l

Clone and
microarray [ DAT o
= m——m—— chip = —=——=—

fragments -1 - 0 - -0 - 1 -
Pattern 1 Pattern 2

Obr. ¢. 3 Princip vyvoje DATT analyzy (Wenzl et. al. 2015)

2.8.2 Markery zaloZené na principu PCR
RAPD (Radom amplification of polymorfic DNA)

Polymorfismus délky nahodné amplifikovanych fragmenti DNA je metoda
poprvé popsana v roce 1990. Pii této metod¢€ se pouziva pouze jeden kratky (10 bazi)
oligonukleotidovy primer, ktery se vaze kjakémukoli komplementarnimu mistu
Vv genomu. Namnozi se pouze useky DNA, u nichz se nachdzi vazebnd mista
v amplifikovatelné vzdalenosti. Separace jednotlivych fragmentii probiha na gelové

elektroforéze (Koh et. al., 2015).

Vyhoda této metody, je v jeji jednoduchosti, rychlosti a nenarocnosti.
Nevyhodou této metody je problém s opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
ovlivilovanou mnoha faktory napt. kvalitou a mnozstvim DNA, typem DNA

polymerazy, koncentraci hoté¢iku (Weising, 2005).
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Analyza RAPD je pouzivdna ke studiu genetické variability, genetické
struktury populaci, hybridni Cistoty druhd, mapovani genomu, popula¢ni a evolu¢ni
genetiky a v riznych forenznich studiich (Kumar et. al., 2011). U maku setého byla
tato analyza vyuzita v roce 2009 a 2017 v Indii u riznych skupin maku setého.
Analyza byla provedena u kiizenci, rodi¢a a kontrol (Shanker, 2009; Khatik et. al.,
2017).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Metoda polymorfismu délky amplifikovanych fragmenti byla poprvé
popsana v roce 1995 (Vos et. al., 1995). AFLP ptedstavuje kombinaci mezi RFLP a
PCR analyzou, ktera se stala jednim z nejpopularnéjSich piistupti k detekci
polymorfimu (Weising, 2005).

AFLP se déli do nekolika fazi. V prvni fazi dochdzi k restrikci dvéma
restrikénimi enzymy, kazdy z nich $tépi s jinou frekvenci. Prvni endonukledza $tépi
Castéji (rozpoznavani 3 bazi, napt. enzym EcoRI), druha §tépi vzacnéji (rozpoznavani
6 bazi, napt. enzym Msel). Ve druhé fazi jsou na vzniklé fragmenty pomoci ligaz
ptipojeny adaptéry o znamé sekvenci. Ve tieti fazi dochazi k amplifikaci DNA
pomoci primert komplementdrnich k sekvenci adaptért s pfipojenim 1-6 znamych
bazi (Muhamnad et. al., 2018). Vysledné produkty jsou vizualizovany pomoci
riznych metod napt. gelovou elektorforézou (Vos et. al., 1995), polyakrylamidovou
elektroforézou (Saunders, 2001) nebo fragmentacni analyzou, kdy je jeden z primert
znacen fluorescencni barvou. Dle zvolené metody vizualizace mohou byt detekovany
rizné pocty fragmentl. Pii pouziti gelové elektroforézy detekujeme do padesati
fragmentt, kdyZto pfi pouziti fragmentacni analyzy detekujeme az stovky fragmentt

(Muhamnad et. al., 2018).

AFLP se vyuziva k posuzovani genetické rozmanitosti v ramci jednoho druhu
nebo rodu, kodvozeni fylogenetickych a biogeografickych modeld na urovni
populaci, generovani genetickych map a urceni zavislosti mezi jednotlivymi druhy.
Rovnéz byly vyvinuty modifikace standardni AFLP pro pouziti v transkriptomice
(Paun et. al., 2012). Analyzu AFLP u maku setého pouzil Saunders v roce 2001
u opiovych odrid maku setého pochazejicich z Australie a Tasmanie. V roce 2016

Celik popsal AFLP lokusy asociované s hospodaisky vyznamnymi vlastnostmi.
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ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

Metoda ISSR byla poprvé popsana v roce 1994. Tato metoda je zaloZena
na amplifikaci fragmenti DNA mezi identicky orientovanymi oblastmi
mikrosatelitovych repetic. Velikosti segmentl se pohybuje v rozmezi 100-3000 para
bazi. Tato metoda vyuziva pouze jeden primer, ktery plni funkci forward i reverse
primeru. Na obr. ¢. 4 je zobrazen princip ISSR (Muhamnad et. al., 2018).

ISSR vyuziva mikrosatelitové sekvence jako primery. Primery s opakovanim
(AG), (GA), (CT), (TC), (AC) a (CA) vykazuji vyssi aroven polymorfismu nez
primer sopakovanim (AT). Primer stouto sekvenci tvoii Casto tzv. vlasenky

(Pradeep et. al., 2002).

Pro separaci vzniklych fragmenti se vyuziva gelovd elektroforéza,
elektroforéza na polyarylamidovém gelu nebo €ipova elektroforéza. ISSR se pouZiva
pii studiu genetické diverzity, urcovani paternity, studiich taxonomicky blizce
piibuznych druhti (Weising 2005). Tato metoda byla pouzita pii analyze tureckého
maku spolu s metodou SSR (Giigli, 2014).

H 1 N s BN Bm Fragmentof a genome

SSR1 SSR2
|
F-primer = == R-primer (the same as F-primer)

PCR amplification

| (|
ISSR Markers

Obr. €. 4 Princip metody ISSR (Sudarsono, 2013)
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SSR (Simple semence repeal)

Metoda SSR vyuziva primery (délka 20-25 bazi) se specifickou sekvenci,
které bezprostiedné priléhaji k mikrosatelitové sekvenci. Mohou byt pouzity primery
navrzené pro piibuzné jedince nebo druhy. Na obr. ¢. 5 je zobrazen princip metody
SSR. Vizualizace této metody probihd pomoci gelové a Cipové elektroforézy nebo
pomoci fragmenta¢ni analyzy (Muhamnad et. al., 2018). Selale (2013) pouzil SSR
analyzu u riznych odrid méku setého spolecné s dalsimi druhy celedi Papaveraceae.
Tato analyza je Casto pouzivana v kombinaci sjinymi molekularnimi markery,

naptiklad ISSR (Giilsen et. al., 2014) a AFLP (Celik, 2016).

SEPARATE PCR PRODUCTS ON GEL
primers for
PCR
amplification

e

patornal | e
homologous

chromosomes maternal| s

&— electrophoresis

- . "

_——— e e et
———) E—————) ) | EEE—

G|
* Applications in

snaut 8 e woras: \ampie b

0

ALY SIS
genotyping, genetic identity

* Population Genetics & 0
Conservation

fa
* Becoming more popular in b
agricultural field Eue

Obr. ¢. 5 Princip metody SSR (Seielsta et. al., 2001)

Mikrosatelity zndmé také jako jednoduché se opakujici sekvence
(SSR — simple sequence repeats), kratké tandemové repetice (STR — short tandem
repeats), tandemové repetice o variabilnim poctu (VNTR — variable number tandem
repeat) nebo kratka sekvence polymorfismu (SSLPs — simple sequence length
polymorphisms) jsou tandemové opakujici se sekvence o délce 1-10 bazi (nejéastéji
2-6 bazi). Tento motiv se opakuje 5x az 50x. Nachdzejici se ve velkém mnozstvi
V celém prokaryontnim i eukaryotnim genomu a to V kdédujicich i nekodujicich

oblastech (Al-Samarai, 2015; Vieira, 2016).

Dlouhou dobu byly mikrosatelitové sekvence povazovany za ,,nevyzadanou*
DNA a pouzivaly se jako ,,neutralni* genetick¢é markery. V poslednich letech bylo

prokdzano, Ze mikrosatelity maji mnoho dulezitych biologickych funkci
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napf. regulace uspotfadani chromatinu, Gi¢ast na metabolickych procesech DNA, vliv

na genové exprese a strukturu RNA (Vieira, 2016).

Mikrosatelity jsou diky vysoké mutaéni rychlosti velmi polymorfni, to
znamena, ze se nachazeji v riiznych variantach v ramci jedné populace (Weising,

2005). Priklad dvou odlisnych alel:

Alela A: TATATA (3 opakovani TA sekvence)
Alela B: TATATATATA (5 opakovani TA sekvence)

Dle délky repetice délime mikrosatelity na mononukleotidové (napt. TTTT),
dinukleotidové (napi. TATA), trinukletidové (napi. TACTAC) a tetranukleotidové
(napt. TACATACA) atd. (Toéth et al., 2000). Nejcastéji vyskytujici se
mikrosatelitové repetice u maku setého jsou trinukleotidové, u kterych se uvadi
frekvence 49%. Nejrozsifengjsi trinukleotidovou repetici je AAG/TTC (19,7%).
Nasleduji tetranukleotidové repetice zastoupeny 27,9% z celkového poctu
mikrosatelitt (Celik, 2014). Nadale muzeme rozdé€lit mikrosatelity dle struktury
sekvence. Dokonalé mikrosatelity, nejsou pieruseny zadnou bazi (napft. ...(AC)zs. ).
Nedokonal¢ = mikrosatelity  obsahuji  bazi, kterd do motivu  nepatii
(napt. ...(AC)25T(AC)ss...). PreruSené mikrosatelity obsahujici kratkou sekvenci,
ktera do motivu nepatii (napf. ...(AC)2s TAT(AC);s.. ). Slozené mikrosatelity obsahuji
zpravidla dvé opakujici se sekvence (napf. ...ACACACTGTGTG...)
(Bhargava et. al., 2010).

Frekvence mutace mikrosatelitii je uvadéna vrozmezi 10° do 10 lokus
na generaci, coZ je mnohem vyssi rychlost mutaci, nez je béZzna u DNA polymerazy.
Rychlost mutaci u mikrosateliti je vysvétlovana dvéma mechanismy,
nerovnomérnou rekombinaci a sklouznutim DNA polymerazy (Seyfert et. al., 2008).
mikrosatelitu, pocet repetic, nukleotidové slozeni mikrosatelitu, délku motivu a
sekvenci obklopujici lokus, pferuseni repetivni sekvence, zplsob reprodukce
organismu, rychlost metabolizmu, genera¢ni interval, v€k a pohlavi (Buschiazzo et.
al., 2006).

29


https://www.researchgate.net/profile/Ibrahim_celik2

2.8.3 Vyhodnocovani molekularnich markera
Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza pomoci agarosového nebo polyakrylamidového gelu je
standartni metodou vyuzivanou k separaci, identifikaci a purifikaci DNA, RNA nebo
protein (Magdeldin, 2012). Koncentrace, slozeni a poréznost gelu je volena
s ohledem na specifickou hmotnost a typ analyzovaného vzorku (Robyt a White,
1990). Vyhody a nevyhody agarosového a polyakrylamidového gelu jsou popsany

V tabulce ¢&. 3.

Tabulka ¢. 3 Vyhody a nevyhody jednotlivych druht gelt (Magdeldin, 2012)

Vyhody Nevyhody

Vysoké naklady na agarosu

Dobry pro oddéleni velkych molekul Spatna separace molekul s

Netoxické gelové médium

Agarosovy gel izkou hmotnosti
garosovy ge Snadna a rychlé pfiprava fiziou m(,) Hostt
N . Rozmazané bandy
Moznost izolace vzorku z gelu B ) ;
(u nékterych typt metod)
Chemicky stabilni gel
. Ostré bandy Toxicky monomer
Polyakrylamidovy gel .
olyakrylamidovy ge Dobry pro oddéleni molekul s nizkou | Slozita pfiprava
hmotnosti

Pro vizualizaci DNA se pouZivaji rizné druhy interkalacnich ¢inidel, které je
mozno nanést piimo do vzorku, do elektroforetického pufru nebo pfimichat do gelu.
Nejcastéji pouzivanym cinidlem v agarosovych gelech je ethidium bromid. EtBr se
vaze na dsDNA a pii prosviceni UV svétlem se uvolnuji elektrony, coz vede
K uvolnéni energie, svétla (Ovesna et. al., 2010). Kvuli pozitivnimu naboji snizuje
EtBr rychlost migrace az o 15%. Ethidium bromid je povazovédn za mutagen a
karcinogen. Alternativni barviva vyuZivand pro vizualizaci DNA jsou napf. SYBR

Green, SYBER Gold, Crystal Violet a methylova modft (Lee et. al., 2012).

Cipova elektroforéza

Cipova elektroforéza byla objevena jako dilezitd analyticka metoda
na pocatku 90. let skupinou veédci z Ciba Geigy. K separaci dochazi v kanalcich
vyleptanych na Cipu za pouziti mikrofabrikacnich metod (Henry, 2006). Pivodné

byly mikroCipy vyrabény ze skla nebo kiemene. Vyroba z téchto materialti byla
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nakladnd, slozita, a proto se pro vyrobu mikroCipii zaCaly vyuzivat rtizné druhy

polymert napt. polydimethylsiloxan a polymethylmethakrylat (Chen et al., 2006).

Cipova elektroforéza umozituje analyzu aZ desitek vzork souc¢asné. Cipova
elektroforéza muze probihat dvéma zpisoby. Bud pomoci vysokého napéti,
pfi kterém dochazi k automatickému nanaseni ramenem na ¢ip, nebo prostfednictvim
elektrod se zakladnim elektrolytem, kdy jsou vzorky nandseny piimo na Cip a
nasledn¢ vpraveny elektrokineticky do kanalkd. Tento zpiisob je velmi narocny

na pipetovani, nesméji se vyskytovat bubliny (Wu et al., 2008).

Tato metoda ziskala v poslednich letech hodné pozornosti diky Siroké
vyuzitelnosti. Vyuziti nalezla v monitorovani zivotniho prostiedi, v klinické

diagnostice, forenzni genetice, biomediciné i ve farmacii (Henry, 2006).

Fragmentacni analyza

Fragmenta¢ni analyza probiha v genetickém analyzitoru a principielné se
jedna o kapilarni elektroforézu DNA fragmenti znacenych tzv. fluofory. Do PCR
reakce se pfida jeden fluorescenéné znaceny primer z kazdého paru primert.
Pii prichodu kapildrou jsou fragmenty rozdéleny dle délky a po ozafeni laserem
dojde k vyzafeni signalu, ktery je zaznamenan detektorem. Pfi této analyze mizeme
pouzit az Ctyfi riizné fluorescenéni barvy a tim znacné snizit naklady na analyzu
(Jozova, 2014). Velikost jednotlivych fragmentli je porovnavana s velikostnim

standartem (Dakin et. al., 2004)

Fragmentacni analyza nasla své vyuziti u mnoha molekularnich markerd, jako
napf. SSR, AFLP atd. TaktéZ naSla uplatnéni v mnoha védnich oborech jako je

klinicka diagnostika forenzni genetika, biomedicina.
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3. Hypotézy a cile prace

Hypotézy diplomové prace:

e Je mozné pomoci molekularnich markert detekovat odlisSnosti mezi
studovanymi genotypy?
e Jsou molekularni markery vhodnym nastrojem pro studium genetické

diverzity maku?

Tato prace ma tyto hlavni cile

e Optimalizace primert

— Testovani nejvhodnéjsich SSR primert pro posouzeni variability
maku setého

— Optimalizace PCR pro jednotlivé primery

e Porovnani vyuziti gelové, Cipové elektroforézy, fragmentacni analyzy

e Hodnoceni genetické diverzity vybranych odrid a novoslechténi maku setého

— Vypocet matice ptibuznosti pomoci programu MVSP
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4. Material a metodika

Jako material pro analyzu genetické diverzity byly vybrany ¢eské i zahrani¢ni

odridy a Slechtitelsky material. Celkem bylo od spole¢nosti Oseva PRO — odstépny

zavod VUO Opava pfijato osivo 49 odraid ptivodnich i z novoslechténi a 36 vzorkd

Slechtitelského materidlu. Popis pfijatych vzorkl je zndzornén v tabulce €. 4.

Tabulka €. 4 Seznam vzorkil vybranych pro analyzu genetické diverzity

Cislo Nazev Zemé puvodu | Dat. registrace Typ materialu
1 |Agat POL 2000 odruda
2 | Akvarel CZE 2015 odrtida
3 | Bily vanilkovy CZE neregistrovan krajovy
4 | Botond HUN 2006 odrtida
5 | Hen and chickens zahr. odrida, neznamy okrasny méak
distribuce
6 | Modry Valassko CZE neregistrovan krajovy
7 | Morfeusz POL 2012 odriida
8 | Orbis CZE 2012 odrida
9 |Rubin POL 1999 odrtida
10 |Soma neznamy neznamy odruda
11 | Strakonicky ¢erveny | CZE neregistrovan krajovy
12 | Tebona HUN 2000 odruda
13 | Uvalno 483/1 CZE neregistrovan krajovy
14 | Zehnalkdav strakaty CZE neregistrovan vybér z Opalu
15 | Cerveny Sitbofice CZE neregistrovan krajovy
16 | Viktor 502 CZE neregistrovan odrida
17 | Skory sivy SVK neregistrovan krajovy
18 | Strube neznamy neznamy odrtida
19 |P 360 BUL 1973 do kolekce odrtda
20 |Cluj A ROM 1974 do kolekce odruda
21 |Yonne neznamy neznamy odriida
22 E;(e)rs];nn:gnny neznamy neznamy odriida
23 | Pao.somn.var albiflora | neznamy neznamy odruda
24 | Prejmer bily neznamy neznamy odriida
25 | Gerlach CSK 1990 odrida
v nasich podminkach
26 | Pap.somn. Z Laosu Laos neregistrovan n;gg;?)ﬁggzzz” ;le
geneticky vysocemorfinovy
27 | Lazur POL 2000 odrtida
28 | Lazur IHAR POL 2000 odrada
29 | Extaz ROM 1990 do kolekce odrida
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30 | Opal SVK 1995 do kolekce odriida

31 | Florian AUT 2003 odrtida

32 | Sarrisky SVK 2002 do kolekce odruda

33 | Solivarsky SVK 2002 do kolekce odriida

34 | Ruzbarsky SVK 2002 do kolekce odruda

35 | Maraton SVK 2000 odrtida

36 | Major SVK 2002 odrtida

37 | Malsar SVK 2006 do kolekce odrida

38 | Bergam SVK 2014 odrada

39 |Buddha HUN 2004 odrtida
40 | Orel CZE 2008 odrada
41 | Racek CZE 2008 odrtida
42 | Redy CZE 2008 odruda
43 | Orfeus CZE 2012 odruda
44 | HUNBAL-09/6 HUN neregistrovan sbérova expedice
45 | HUNPAN-09/36 HUN neregistrovan sbérova expedice
46 | HUNZAL-10/59 HUN neregistrovan sbérova expedice
47 | Postomi HUN 2004 odrtida
48 | Ruski obri CZE neregistrovan krajovy
49 | Ametiszt HUN 2003 odrtda
50 |2283 S1. Material
51 |2284 S1. Material
55 2288 S1. Material
57 12290 S1. Material
58 2291 S1. Material
59 |2292 S1. Material
60 |2293 S1. Material
63 | 2296 S1. Material
66 |2299 S1. Material
67 |2300 S1. Material
68 |2301 S1. Material
69 |2302 S1. Material
70 |2303 S1. Material
71 2304 S1. Material
72 2305 S1. Material
74 |2307 S1. Material
76 | 2309 S1. Material
77 | 2310 SI. Material
78 |2311 S1. Material
79 | 2312 S1. Material
80 |2313 S1. Material
81 |2314 S1. Material
82 |2315 S1. Material
83 |2316 S1. Material
85 |1672 S1. Material
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87 |1675 S1. Material
88 |1677 S1. Material
92 1681 S1. Material
93 |1682 S1. Material
97 |1686 S1. Material
99 |1688 S1. Material
100 | 1689 S1. Material
4.2 Izolace DNA

Jako material pro izolact DNA bylo obdrzeno osivo maku pochazejici

zejména z evropského Slechténi. Material obsahoval krajové odridy, okrasné odrtdy,

odridy novoslechténi i Slechtitelsky matrial. Osivo bylo vyseto, jak je vidét
na obrazku ¢. 6. Od kazdého vzorku bylo vzdy vyseto minimalné 40 semen, tak aby

byla pokryta variabilita v ramci odrudy. Po 14 dnech byl material odebran, vlozen

do papirovych sacku a susen v silikagelu cca 1 tyden.

421

Obr. ¢. 6 Vysev materialu pro izolaci DNA

VysuSeny material byl pouZit pro izolaci DNA pomoci modifikované metody

CTAB-PVP, vhodnou pro rostlinny material (Doyle and Doyle, 1990)

Izolace DNA pomoci CTAB-PVP

e Ve sterilnich 1,5ml mikrozkumavkach homogenizovat vysuSeny material

maku za pouZziti homogenizaéni ty€inky a sterilniho kiemicitého pisku

e Pfidat 750ul extrakéniho pufru (2x PVP-CTAB + 5%merkaptoethanol)

pfedehiatého na 65°C, homogenizovany materidl promichat s extrakénim

pufrem
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4.3

Nechat inkubovat 45 minut pii 65°C, béhem inkubace promichat kazdych 15

minut

Ptidat 500ul chloroformu s IAA, nechat 10 minut protfepat

Centrifugovat na 12 000rpm po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté (21°C)
Piepipetovat vodnou fazi do nové mikrozkumavky

Pridat 1/5 150ul 5% CTAB a 500ul chloroformu s IAA, nechat 10 minut

protiepavat

Centrifugovat na 14 000rpm po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté
Ptepipetovat vodnou fazi do novych mikrozkumavek

Ptidat 2/3 objemu (250-300ul) ledového isopropanolu, 2-3x promichat
Nechat pfes noc v mrazdku (-20°C)

Centrifugovat na 14 000rpm po dobu 5 minut pii 4°C, odstranit supernatant
Ptidat 300ul TE pufru, inkubovat 45minut pti 37°C

Ptidat 600ul ledového 96%etanolu

Nechat alespoii 60 minut v mrazédku

Centrifugovat na 14 000rpn po dobu 10 minut pti 4°C, odstranit supernatant

Pfidat Iml ledového 70 % etanolu, centrifugovat na 14 000rpm po dobu 2

minut pii 4°C, odstranit supernatant (tento krok 2-3x opakovat)
Vysusit pelet
Ptidat 100ul TE pufru a nechat rozpustit pti 37°C

DNA uchovat pti -20°C

Kontrola kvality DNA na agarosovém gelu

Pii vyuziti této metody by na gelu mél byt vidét jeden vyrazny band/pruh

0 velikosti nékolika kbp. Pfitomnost mensich fragmentl (tzv. smearu) poukazuje

na fragmentovanou (degradovanou) DNA nebo nedostatecné odstranénou RNA.

Na obr. ¢. 7 je vidét kvalita DNA u vybranych vzorkd.
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Piprava agarosového gelu

Kontrola kvality DNA probiha na agarosovém gelu o koncentraci 0,8%.
e Navazit 0,8g agarosy
e Pridat 100ml TBE pufru, promichat

e Rozpustit agarosu zahianim, prabézn¢ promichavat dokud neni roztok

homogenni

e Zchladit pod tekouci vodou na 50-60°C a piidat 4ml EtBr, promichat a nalit

do ptfedem pftipravené vany s hiebinkem

e Nality gel nesmi obsahovat vzduchové bubliny

e Po ztuhnuti gelu vyjmout hiebinek, ktery vytvofii sloty
Priprava vzorku pro testovani kvality DNA

e Nanést na parafilm 2ul bromfenolové modii

e Do ptipravené kapky ptidat Sul vzorku, nékolikrat propipetovat

o Napipetovat 5ul smési na gel
Gelova elektroforéza

e Ztuhly gel vlozit do elektroforetické vany s TBE pufrem

e Napipetovat pfipravené vzorky na gel

e Ptipojit elektroforetickou vanu ke zdroji

e Zapnout zdroj el. napéti na 90V po dobu 2 hodin

e Jako velikostni standart byl pouZzit 100bp DNA ladder (NEB)

e Vizualizace probéhla pomoci ethidium bromidu pod UV svétlem a

vyhodnoceno v programu GeneSys (Cambridge, UK)
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Obr. ¢. 7 Kontrola kvality DNA na agarosovém gelu

4.4 Kontrola koncentrace izolované DNA

Pro zjisténi koncentrace DNA a dalSich riiznych parametrt se pouzivd mnoho
ruznych pfistrojii. Pro kontrolu izolované¢ DNA vyse uvedenych vzorkd byl pouzit

BioSpec Nano od firmy Shimadzu.

e Na detekéni plochu bylo napipetovano 1,5pl TE pufru — slepy vzorek

e Nadale se na detekéni plochu naneslo vzdy 1,5l vzorku, u kterého byla

zméfena koncentrace

Nucleic Acid Conc : 623,85 ng/pL
0D260/280 1 2,15

0D260/230 s 2,12

220 240 260 280 300 320
Wavelength(nm)

Obr. €. 8 Ukazka vysledku z pfistroje BioSpec Nano

Na obr. ¢. 8 je vysledek koncentrace DNA u vzorku ¢. 1. Vpravo je vystup
ve formé grafu, kdy na ose X je uvedena vinova délka (nm) a na ose Y ¢islo OD.
Vlevo je vypoctend koncentrace izolované nukleové kyseliny, v tomto piipadé
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623,85ng/ul. Pomér absorbance 260 nm a 280 nm udéva Cistotu izolatu. Pomér by se
mél pohybovat od 1,8 do 2, pokud je pomér nizs§i nez 1,8 mulze to znamenat
piitomnost bilkovin. Cislo OD 260/230 se pouziva jako sekundarni méfeni &istoty a
mélo by se pohybovat v rozmezi od 2 do 2,2. Je-li tento pomér vyrazné nizsi, miuze

to signalizovat pfitomnost kontaminujicich latek (napt. sacharidy, fenoly...).
45 PCR

45.1 Optimalizace slozeni PCR reakce

Celkovy objem pii PCR reakci bylo 25ul. Reakce probihala v pfistroji
Termocykler Bioer. Pii optimalizaci byly testovany dva teplotni cykly a tfi master
mixy: Master mix PPP od firmy TopBio, Master mix GoTaq® od firmy Promega,
Master mix NEB OneTag od firmy BiolLabs.

Slozeni PCR reakce:

e 125ul Master Mix
10,3 ul PCR vody

0,5 ul kazdého primeru (10pmol)
0,2 ul BSA
1 ul DNA (150 ng/ul)

Tabulka €. 5 Teplotni profily PCR pouzitych pii optimalizaci

Pocate¢ni denaturace 5 min 94°C
Denaturace 45s 94°C
PCR A 40 cykla Annealing 1 min 55°C
(Celik, 2014) Elongace 1 min 68/72°C *
Zavérecna elongace 5 min 68/72°C *
Uchovavani 00 4°C
Pocate¢ni denaturace 5 min 94°C
Denaturace 30s 94°C
30 cykla Annealing 45s 58°C
Elongace 45s 68/72°C *
(Miéin?oI?/ f 2017) Denaturace 30s 94°C
8 cyklu Annealing 45s 53°C
Elongace 45s 68/72°C *
Zéavéreéna elongace 10min 68/72°C *
Uchovavani 00 4°C
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*Pii pouziti Master Mixu NEB OneTag byla nastavena teplota elongace a

zavérecné elongace na 68°C

Pouzité primery:

Tabulka €. 6 Primery vybrané k hodnoceni genetické diverzity

Ocekavana
Primer Sekvence primeru ‘5-3" Cyklus velikost Autor
fragmenti
ATCATTGGTATGAATGTGTT i
Ps clone BAC179L19 B 182, 186 Micianova
GTTCACGCATTTACTTATTT (2017)
AAACAATCACTGACTACTCG ian VA
psom 17 A | 141,142, 144 | MiCianova
GTAGTGGGTTTTAGGAGTTT (2017)
CTTGAAAAATATCAGTGAGC ian VA
Ps Cor2 B 180,182 | Micianova
TAATTGGCAGAGAAGAAGTA (2017)
GCAGAAGATGAAAAGTTAAA i
psomd A | 143 152, 158 | Micianova
TCTCTTATTGCTGTTCAGTT (2017)
Ps SalSvn GAAGATGCTTGATCTTAGTG B 192, 193, Micianova
y GAAAAGAAGGAGGAATTTAT 195, 197 (2017)
ATCATCCACATCCCATTTT oo
pSSSRA44 A 108,200 | Micianovd
CACTATCATCCAGATCACCAC (2017)
GGCATAGAGGCTTCATCTACT i&ianova
PSSSR57 A | 199, 200,212 | Micianova
GAAGGGGTGTTGTATGTGTAG (2017)
ATAGATTTATTTTGGCCACCT i
pSSSR69 A | 155, 156, 157 | Micianova
CACCTATTGATTGAGGATGAA (2017)
CACCACTGGTCTTGAATCTC _
psSSR003 A - Celik (2014)
CTCTTCCCACCACACTCTTA
AGTGATGGGTTAGTGATTTGA _
psSSR003 (1) A - Celik (2014)
ACAACACCCAAATCTATTTCA

4.5.2 Gelova elektroforéza

PCR produkt byl nanesen na 3% agarosovy gel. Gel byl pfipravovan pomoci
agarosovych tablet od firmy SERVA rozpusténych ve 100ml 1x TBE pufru a
pfidinim 6ml EtBr jako interkalacniho c¢inidla. Elektroforéza probihala
Vv horizontalni elektroforetické vané s TBE pufrem nejdiive pii 90V po dobu 5 minut,
a poté pii 120V po dobu 85 minut. Jako velikosti standart byl pouzit Low Molecular
Weight DNA Ladder od firmy BioLabs. Fragmenty byly vizualizovany pod UV

svétle a zpracovany v programu GeneSys.
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4.5.3 Cipova elektroforéza

Pro optimalizaci byla pouzita Cipova elektroforéza MultiNa od firmy
Shimadzu zobrazend na obr. €. 9. Jedna se o typ, ktery nanasi vzorky automatickym
ramenem a je schopen analyzovat az 108 vzorka najednou. Pro analyzy jsou firmou

dodavany kity umoziujici analyzu fragmentti velkych az 12 kpb (Shimadzu,2007).

Obr. ¢. 9 MultiNa od Shimadzu (Shimadzu, 2007)

45.4 Optimalizace fragmentacni analyzy

Z objemu 25ul PCR reakce bylo 10ul PCR reakce naneseno na 3% agarosovy
gel pro kontrolu vzniklého produktu a 15ul bylo odeslano na naslednou fragmentaéni
analyzu do firmy SEQme. Pro optimalizaci byl pouzit primer znafeny fluoforem
6-FAM. Teplotni profil PCR a master mix byl zvolen dle vybraného primeru. Bylo
testovano rizné sloZzeni reakci. SloZeni jednotlivych PCR reakci pouzitych
pii optimalizaci, v¢etné pridanych aditiv (MgCl, a BSA) a rizné koncentrace DNA i

primert, jSou uvedeny v tabulce ¢. 7.
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Tabulka €. 7 Slozeni PCR reakce pouzitych pii optimalizaci fragmentacni analyzy

Reakcel Reakce2 Reakce3 | Reakce4 | Reakce5 | Reakce6 | Reakce7
Master mix 12,5ul 12,5ul 12,5ul 12,5ul 12,5ul 12,5ul 12,5ul
Primer F 0,5ul 0,5ul 1ul 1ul 1ul 0,4ul 0,2ul
Primer R 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,4ul 0,2ul
BSA/MgCl, 0,2ul* - - 0,2ul* 0,2ul - -
H,0 10,3ul 10,5ul 10ul 9,8ul 9,6ul 10,7ul 11,1ul
DNA 1ul 1l 1ul 1ul 1ul 1ul 1ul
(fedéni) (1x, 10x,20x) (1x,10x,20x) (10x,20x) | (10x,20x) (20x) (20x,40x) (20x,40x)

* U téchto reakci bylo pfidino BSA nebo MgCl,
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5. Vysledky prace

5.1 Kontrola kvality a kvantity izolované DNA

Kvalita a kvantita izolované DNA byla stanovovana pomoci dvou kontrolnich
metod. Prvni metodou byla kontrola kvality DNA na gelové elektroforéze. Druhou
metodou bylo méfeni pomoci spektrofotometru BioSpec Nano od firmy Shimadzu,
ktery udavd koncentraci a kvalitu na zékladé riznych vinovych délek.
Na Obr. ¢. 10 a 11 jsou vysledky stejnych vzorkl pro obé pouzité kontrolni metody.
Z nize uvedenych vysledkt je vidét znacny rozdil v kvalité a koncentraci izolované
DNA u kazdé z metod, coz mohlo byt zplisobeno nepfesnym pipetovanim vzorka
na agarosovy gel. Naptiklad spektrofotometricky byla nejvyssi koncentrace
naméfend u vzorku €. 22, ale na agarosovém gelu byla nejvyssi koncentrace u vzorku
¢. 9. U vzorku €. 25 a 26 naméfil spektrofotometr témét stejné hodnoty kontaminace.

Na gelu je vSak vidét, ze vzorek €. 26 mé vyssi miru kontaminace.

22

1 18.10.16 1463,57 |2,20 2,13
12:16:25

2 41 18.10.16 12822 |22 2,02
12:16:50

3 5 18.10.16 72586  |2,17 2,21
12:17:14

4 26 18.10.16 @941 |2,17 2,17
12:17:38

5 1 18.10.16 62385 |2,15 2,12
12:18:02

6 7 18.10.16 22894  |2,00 2,10
12:18:24

7 44 18.10.16 84649  |2,16 2,06
12:18:47

8 2 18.10.16 23917 |2,06 2,06
12:19:10

9 9 18.10.16 45034 (2,07 2,07
12:19:31

0 |* 18.10.16 671,32 |2,10 2,17
12:19:54

Obr. ¢. 10 Méfteni kvality a kvantity DNA spektrofotometricky
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Obr. ¢. 11 Kontrola kvality DNA na agarosovém gelu

5.2  Testovani primeru vhodnych pro analyzu SSR u maku setého

5.2.1 Optimalizace pomoci gelové elektroforézy

Celkem bylo pro mak sety testovano 10 mikrosatelitovych primerQ:
Ps clone BAC179L19, psom17, PS Cor2, psom4, Ps Salsyn, psSSR44, psSSR57,
ps SSR69, psSSR0O03, psSSR003-1 a 3 rizné master mixy. Pro optimalizaci primera
byly pouzity étyfi vzorky, vzorek €. 15, 3, 6 a 23. Na obr. ¢. 12 jsou zobrazeny
vysledky optimalizace primeru psom4 se vSemi tfemi master mixy. V tabulce ¢. 8

jsou vysledky vSech testovanych primerii a mastermixi.

NEB GoTaq® PPP

Obr. ¢. 12 Vysledky optimalizace pro primer psom4 se v§emi master mixy. Pro dal$i analyzu byl
vybran v ptipad¢€ tohoto primeru master mix GoTagq, Pfi jeho pouziti byly fragmenty ostré a jasné.
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Tabulka ¢. 8 Vysledky optimalizace primert

PPP (TopBio)

GoTaq (Promega)

NEB OneTaq (BioLabs)

Rozostiené malo

Ostré, slabé viditelné

PsSSR69 Ostré, silné fragmenty viditelné fragmenty fragmenty
PsSSR44 - Nespecificky -
PsSSR003-1 Dva silné fragmenty Dva rozostrene Dva ostré fragmenty

fragmenty

Rozostieny
psom17 Rozostieny fragment fragment Rozostiené fragmenty

(Iépe viditelny)
Dva rozostiené , p

PsSSR57 fragmenty Dva ostré fragmenty Dva ostré fragmenty
PsSSR003 - - Nespecificky
psom4 Slabe viditené Ostré fragmenty -

fragmenty

Ostré, viditelné
fragmenty u vzorku 15, -
6, 23

Ostré, viditelné fragmenty

Ps clone BAC179L19 u vzorkd 15, 6

Rozostfeny silny

Ps Cor2 fragment

Rozostieny fragment Ostry fragment

Ps SalSyn - - .

Pti pouZiti primeru Ps Salsyn nebyl pii elektroforéze detekovan Zadny PCR
produkt ani u jednoho vzorku. U primeri PsSSR44 a PsSSR003 byla zietelna tvorba
nespecifickych fragmentl. Primer Ps clone BAC179L19 se pfi dalSich analyzach
ukazal jako vysoce nestabilni.

Jako vhodné primery pro analyzu mikrosatelitl u méaku setého byly vybrany
primery PSSSR69, PsSSR003-1, psom17, Ps SSR57, psom4 a Ps Cor2. Pro vybrané
primery byl na zaklad€ vysledkli optimalizace zvolen vhodny master mix. Mater mix
PPP (TopBio) byl zvolen pro primer Ps SSR69, master mix GoTaq (Promega)
pro primery psoml17 a psom4 a pro primery PsSSR003-1, PsSSR57 a Ps Cor2 byl
zvolen master mix NEB One Taq (BioLabs).

Z obr. ¢. 13 nahofe je zfejmé, Ze rozsah dé&leni produktli na gelové
elektroforéze byl nedostate¢ny z diivodu malého velikostniho rozdilu jednotlivych
fragmenti. Z tohoto diivodu byla pro dal§i analyzy pouzita Cipova elektroforéza,
jejiz vysledek je vidét na obr. €. 13 dole. Pismenem L. je znacen velikostni standart.

V tomto piipad¢ se jedna o Low Molecular Weight DNA Ladder od firmy BioLabs.

45



1 m

L. Vzorky ¢. 1 az8

| ) .

A2 A2 A4 A5 A8 A7 A8 A9

[ee]

i =xce

(um)

603

L]
0 o~

WL
B

I

o

(LM N S I

Obr. €. 13 Vysledek gelové a Cipové elektroforézy primeru psom4 u vzorkt €. 1 - 8

5.2.2 Vysledky z ¢ipové elektroforézy

Analyza vSech 85 dorucenych vzorkii prob&hla na cipové elektroforéze
MultiNa od firmy Shimadzu s pouzitim Kitu DNA-1000 vhodny pro produkty
v rozmezi 100 az 1000bp. Cipova elektroforéza poskytuje zobrazeni bandi totoznych
s gelovou elektroforézou. Na obr. ¢. 14 jsou fragmenty u vzorku ¢. 32 az 67
pii pouziti primeru psom4. Jednim z vystupti Cipové elektroforézy je zobrazeni
vysledné analyzy formou piki, které jsou separovany na zakladé migra¢niho Casu
(Obr. ¢. 15). Na zakladé vysledku Cipové elektroforézy byly stanoveny vysledné
velikosti bandt pro jednotlivé primery.

Pii analyze primeru Ps Cor2 s master mixem NEB One Tag na cCipové
elektroforéze dochéazelo k opakujicim se chybdm zobrazeni. Proto byla analyza
provedena znovu s master mixem Promega, u kterého jiz k chybam zobrazeni
nedochazelo. Na zéklad¢ ziskanych dat jednotlivych primert byla vytvofena bindrni

matice.
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Obr. &. 14 Cipova elektroforéza — bandy, vzorky &. 32- 42
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Obr. &. 15 Cipova elektroforéza — kiivka pro vzorky ¢&. 40 a 78 primer psom4 - — pii porovnani obou
vzorki jsou u vzorku €. 78 jasné vidét dva piky o velikosti 143 a 152 kb oproti vzorku €. 40, kde je
jeden pik o velikosti 143 kb

5.2.3 Vysledky optimalizace fragmenta¢ni analyzy

Pro fragmenta¢ni analyzu bylo potfeba pouzit fluorescenéné znacené primery
(Tabulka €. 9). Pro optimalizaci byl vybran primer Cor2 s teplotnim profilem PCR B
se vzorkem €. 3, jehoz vychozi koncentrace byla 213,69ng/ul. Na obr. ¢. 16 vlevo je
vysledek reakce s mnozstvim 0,4ul kazdého primeru s 20x fedénou DNA. Pii této
reakci byla pouzita vysoka koncentrace DNA, diky které dochazelo k vysoké
emitaci. Vysledny pik je pfilis vysoky, coz by mohlo zplsobovat problém
pii hodnoceni. Vpravo je vysledek S mnozstvim 0,2ul kazdého primeru s 20X
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nafedénou DNA. Tato reakce a koncentrace DNA budou zvoleny i pro analyzy
ostatnich vzorkii s ostatnimi primery. U ostatnich reakci bylo mnozstvi PCR

produktu pfili§ vysoké nebo nizké.

Tabulka ¢. 9 Barevné znaceni primert pro fragmentacni analyzu

Primer Barevné znaceni

psom4 ATTO 532 (VIC)
psom17 ATTO 550 (NED)
psSSR69 ATTO 550 (NED)
psSSR003-1 6-FAM

Ps Cor2 6-FAM

psSSR57 ATTO 532 (VIC)

88scame Becqme .

Obr. €. 16 Vysledek fragmentacni analyzy pro reakci ¢. 6 a 7
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5.3  Vysledky SSR analyzy

Pro analyzu genetické diverzity genovych zdroji mdku bylo v roce 2018
doruceno 85 vzorkl. Do vypoctu binarni matice bylo vSak zahrnuto pouze 60 vzorki.
U vzorku €. 1, 2, 8, 10, 12, 13, 14, 30, 31, 42, 69, 70, 74, 77 a 85 nebylo mozné

u nékterych primerd provést skorovani ani po opakovanych analyzach.

Celkem bylo pouzito 6 mikrosatelitovych primert: psom4, psoml7,
psSSR69, psSSR003-1, Ps Cor2 a psSSR57. Na zéklad¢ ziskanych dat vySe
zminovanych primert byla vytvofena binarni matice pfitomnosti (1) a nepifitomnosti
(0) fragment u vSech vzorki. Data byla vyhodnocena v programu MVSP za pouZiti

PCO analyzy. Nadale byla vypoctena matice podobnosti mezi jednotlivymi vzorky.

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Graf ¢. 2 PCO - vSechny vzorky

Z grafu ¢. 2 lze vycist genetickou vzdalenost mezi vSemi analyzovanymi
vzorky. V grafu je oznafeno misto vzorku, které vykazuji vyssi miru shody. Jedna se
o vzorky €. 3, 8, 18, 24, 46, 48, 57, 60 a 79. Jedna se o odridy Bily vanilkovy, Orbis
a Ruski obri pivodem z Ceské republiky, nadale jsou do této skupiny zafazeny
odridy Strube, Prejmer bily neznamého ptivodu, mad’arska odraida HUNZAL-10/59
a Slechtitelsky material. Jedna se o odridy s nizkym az vysokym obsahem alkaloidi.

U ostatnich vzorkt je patrna vysoka mira genetické variability.
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Graf ¢. 3 PCO analyza — vSechny vzorky rozdélené na zaklad¢ zemé ptivodu

V grafu ¢islo 3 jsou vzorky rozliSeny barevné dle zemi pivodu. Je vidét, Ze
V jednotlivych zemich je geneticka variabilita vybranych vzorkl vysoka. V grafu
vidime, Ze nékteré¢ vzorky vykazuji 100% shodu (Cervené znaCen¢). Jedna se
o vzorky & 20 (Cluyj A) a 21 (Yonne), 44 (HUNBAL-09/6), 50 a 51 (SM),
46 (HUNZAL-10/59) a 60 (SM), 87(SM) a 88(SM), 78(SM) a 100(SM). Nékteré
vzorky vykazuji vysokou miru podobnosti (modie znacené), a to vzorky ¢. 24
(Prejmer bily) a 79 (SM), 6 (Modry Valassko) a 49 (Ametiszt), 38 (Bergam) a
93(SM), 48 (Rusky obri) a 57 (SM).

Nejcastéji se jedna o vysokou podobnost mezi odridou a Slechtitelskym
materidlem (SM). U odriidy Yonne neni znima zemé pivodu. Diky podobnosti
s odriidou Cluj A pochazejici z Rumunska, miizeme piedpokladat pivod ve stejné
nebo podobné oblasti. Odriida Modry Valassko, kterd je krajovou odriidou
pochazejici z Ceské republiky je velmi podobna s odriidou Ametiszt pochazejici
Z Mad’arska. Ale komplexné¢ Slechtitelsky material je rovnomérné rozlozen po celém

grafu.
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Graf ¢. 4 PCO analyza - Odrudy barevn¢ rozdélené na zakladé obsahu alkaloidt

V grafu ¢. 4 bylo pro analyzu pouzito 39 odrid se znamym obsahem
alkaloid. Odrady byly rozd€leny do tfech skupin, nizkoalkaloidové znacené N,
sttednéalkaloidové znacené S a vysokoalkaloidové znacené V. Vysokd podobnost je
u vzorkl ¢. 5 (Hen and chicken) a 22 (Boehmuv belosemenny). Vzorky ¢. 20
(Clyj A) a 21 (Yonne) vykazuji absolutni shodu. Nejvzdalengjsi vzorky, liSici se od
veétSiny odrid jsou vzorky ¢. 11, 34, 35, 38, 43 a 47. U jedné z hypotéz se
predpokladalo, Ze ke shlukovani dochéazi dle obsahu alkaloidii. Na zakladé pouZiti
Sesti SSR primert se tento pfedpoklad nepotvrdil. Pfi pouZziti vice SSR primerti by
mohlo dojit ke zptesnéni analyzy.

Dal$im a hlavnim vystupem byl vypocet matice podobnosti na zakladé
bindrni matice. Celkem bylo do vypoctu matice podobnosti zafazeno 60 vzorkd.
Nékolik vzorkid vykazovalo maximalni hodnotu shody 1, tedy 100%. Byly to vzorky
¢.20a 21,44 a50a51, 46 a 59, 55 a 66, 78 a 100, 87 a 88. Naopak nejnizsi shoda
0,316, tedy 31,6% byla u analyzovanych vzorku ¢. 3 a 43, 9 a 43, 18 a 41, 27 a 43,
26 a 55, 26 a 66, 26 a 80, 72 a 93, 72 a 97. Primérna hodnota genetické shody ¢ini
0,658.
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Obr. ¢. 17 Barevné znadzornéna shoda mezi vzorky

Na obr. €. 17 jsou barevné rozdéleny vSechny analyzované vzorky. Dle barev
1ze rozli$it miru genetické shody jednotlivych vzorkid. Zelena barva znaéi vzorky
S nejvyssi shodou, naopak Cervend barva znaci vzorky s nejnizsi genetickou shodou.
Vzorky resp. porovnavané dvojice Cervené barvy vykazuji nejvyssi miru genetické
odl8nosti, a proto budou vhodné pro dalsi Slechténi.

Dle barevného spektra je patrné, ze velkou Cast zabird ¢ervend, oranzova a
zIuta barva, tedy Vv analyzovaném souboru byla detekovana vy$$i mira genetické
odli$nosti.

Vysledna matice byla poskytnuta $lechtiteltim, na jejichz zaklad¢ je mozné

ve spojeni s fenotypovymi daty vybrat vhodny material pro $lechténi.

800
700
600
500
400
300
200
100

0
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1

Graf ¢. 5 Cetnost hodnot genetické shody
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Na zaklad¢ vysledkd vypoctené matice podobnosti byl vytvoten graf ¢etnosti
vyskytujicich se hodnot genetické shody. Dle grafu ¢. 6 je patrné, ze nejvice

kombinaci se pohybuje v rozmezi genetické shody 0,6 az 0,7, tedy 60 - 70%.
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6. Diskuse

Cilem diplomové prace bylo pomoci SSR analyzy odlisit 85 genovych zdrojti
maku setého. Vysledky budou piedany Slechtitelim, ktefi na jejich zakladé pouziji

vhodné kombinace genotypti do dalsiho Slechténi.

DNA byla izolovana ze suSeného, smésného vzorku vypéstovaného z osiva
pomoci metody CTAB dle Doyle and Doyle (1990). Izolace pomoci CTAB je ¢asove
naro¢nd, ale levna metoda. DNA izolovana touto metodou vykazuje dostateCnou
koncentraci, Cistotu a stabilitu. Achaeya et. al. (2009) a Giilsen et. al. (2014)
pouzivali pro izolaci DNA metodou CTAB cerstvé listy z jedné rostliny, coz nemusi
dostatecné pokryt variabilitu v rdmci odridy. Proto je vhodnéjsi vytvofit smésny
vzorek jako napf. pfi své praci pouzil Celik et. al. (2016). Tato metoda izolace byla
téZ vyuzita i v praci Saunders et. al. (2001) pro metodu AFLP. Khatik et. al. (2017)
vyuzival pro metodu RAPD izolaci pomoci metody CTAB zlistové tkané

jednotlivych rostlin zmrazenych tekutym dusikem a rozemletych v tfeci misce.

Dalsi moznosti izolace DNA z maku setého je pomoci komeréné vyrobenych
kitd. Micianova et. al. (2017) pouZila pro izolaci kit Plant DNeasy Maxi kit (Qiagen,
Valencia, CA). Fermentas Genomic DNA Isolation Kit (Fermentas, USA) pouzival
pro izolaci Giilsen et. al. (2014), ktery uvadi koncentraci izolované 100ng/ul. 1zolace
DNA pomoci kitl je ale velice nakladna a pro dlouhodobé uchovani neni vhodna,

DNA rychle degraduje.

Analyza SSR se jevi jako vhodny nastroj pouzivany pro analyzu
polymorfismu riznych taxond. Tuto analyzu Ize pouzit u studia bakterialni
taxonomie (Coletta-Filho et. al., 2001), a také pro analyzu SSR dynamiky u hub
(Singh et. al. 2011). SSR se vyuziva k analyze variability riznych zeméd¢lskych
plodin jako napiiklad pSenice, slunecnice, soja, brambory a ryze (Song, 2005;
Zia, 2014; Bisen, 2015; Wang, 2017; Rashmi, 2017).

Jako prvni uvedl studii vyuzivajici EST-SSR markery u opiového maku Lee
(2011). Pfi této studii bylo vyvinuto celkem 22 EST-SSR markertl. Sest téchto
polymorfnich primertt bylo pouzito u 135 rostlin s vysokym obsahem alkaloidu.
U primerd psom 4 a psom 17, které byly pouzity 1 vV této praci, byla zjiSténa
prenosnost v péti rodech Papaver a dvou rodech Eschscholzieae. Celik (2011) ve své

studii testoval 1820 potencionalnich sekvenci spliiujicich kritéria pro navrh primert.
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Bylo navrzeno 100 SSR primerd, které byly testovany na Sesti odriddch maku
setého. Tato studie uvedla jako prvni SSR markery odvozené od genomové sekvence

této plodiny.

Giilsen et. al. (2014) povazuje za vyhodu analyzy SSR dostupnost velkého
mnozstvi sekvenci pro syntézu primerd, snadnou realizaci, kodominantni dédi¢nost,
jedine¢né misto v genomu a jako metodu produkujici spolehlivée amplifikacni
produkty. V této diplomové praci byla zjiSténa nizka geneticka shoda a vysoka
variabilita v analyzované skupiné¢ vzorkd. Oproti tomu studie mikrosateliti
publikovana Celik (2017) uvadi, ze u skupiny tureckého opiového maku je geneticka
variability velmi nizkd. Coz miize podpoftit hypotézu, ze odriidy opiového maku maji

malou genetickou zakladnu a proto vykazuji malou variabilitu.

Saunders et. al. (2001) publikoval analyzu polymorfismu DNA u 40 vzorkl
maku setého metodou AFLP. K vyhodnoceni genetické rozmanitosti 24 odriid maku
pouzil Acharya et. al. (2009) kombinaci 12 RAPD primert a 9 ISSR primerid. Byla
zde zjisténa nizka hodnota genetické rozmanitosti. Khatik et. al. (2017) provadél
analyzu genetické divezity 28 kiiZencid, 8 rodi¢li a 2 kontrolnich rostlin pomoci
12 RAPD primeru. Giigli et. al. (2014) vyuzil k hodnoceni genetické variability
17 komer¢nich opiovych tureckych odriid analyzy SSR a ISSR. Pro ISSR bylo
pouzito 15 primert a pro SSR 5 primert. Vysokd troven polymorfismu u téchto
dvou metod ukazuje znacné vysokou genetickou variabilitu sledované skupiny

odrtd. V ptipadé¢ RAPD a ISSR markerti neni jista jejich stabilita a opakovatelnost.

V Ceské republice se analyzou genovych zdrojii maku pomoci molekularnich
marker(l zabyval Horacek a Pavelkova (2014). Byla sepsana metodika pro detekci a

vzajemné odliSeni odrid maku, pomoci metody IRAP.

V této praci byla pro vizualizaci vysledkli pouzita Cipova elektroforéza.
Cipovou elektroforézu vyuzila taktéZ pii analyze mikrosatelitti u druhti Phytophthora
plurivora a P. taxon salixsoil Nowakowska et. al. (2012). Vyuziti gelové
elektroforézy za pouziti polyakrylamidového gelu pro analyzu SSR uvadi Giilsen
(2014) a Micianova (2017). Celik (2014) a Celik (2017) uvadi jako metodu pro
vyhodnoceni SSR markeru fragmentacni analyzu. Fragmentac¢ni analyza je nadkladna

a naro¢na na optimalizaci, ale opakovatelnd. Oproti tomu Cipova elektroforéza je
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levngjsi, avSak ne tak presnd. Gelova elektroforéza neposkytuje dostatecnou

rozliSovaci schopnost u fragmenti s jednobazovym rozdilem.

V diplomové praci byly pouzity vzorky genovych zdroji maku z VUO
Opava. N¢které vzorky vykazovaly 100% genetickou shodu. Ve vétsing piipadi se
jednalo o shodu mezi odridou a Slechtitelskym materidlem, coz mohlo byt
zpusobeno kiizenim geneticky podobnych komponent. Pro ziskavani novych
genotyptl je dobré pouzivat rodiCovské rostliny s odliSnymi znaky. Pro zpiesnéni
vysledkii genetické variability by bylo dobré pouzit vice SSR primera nebo pouzit

dalsi molekularni metody slouzici k analyze genetické diverzity.
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1. Zavér

Diplomové prace byla zamétena na analyzu genetické variability u 85 vzorka
maku setého poskytnutého z VUO Opava. Celkem bylo testovano 10 SSR primert se
tfemi rtiznymi master mixy a dvéma teplotnimi profily PCR reakce. Na zaklad¢
amplifikace a stability bylo nakonec vybrano Sest SSR primerti psom4, psoml7,
psSSR69, psSSR003-1, Ps Cor2 a psSSR57. Téchto Sest primeri celkem vytvarelo
17 fragmenti, ze kterych bylo 16 fragmentt polymorfnich.

Pfi optimalizaci primert byla pouzita gelova elektroforéza, ktera probihala na
3% agarosovém gelu v TBE pufru. Rozsah déleni produkt na gelové elektroforéze
byl nedostate¢ny z diivodu malého velikostniho rozdilu jednotlivych fragmentd,
a proto byla pro dal$i analyzy pouzita ¢ipova elektroforéza. Nadale byla provedena
optimalizace PCR reakce s fluorescenéné znacenym primerem pro fragmentacni
analyzu. Vysledky z fragmentacni analyzy poslouzi k porovnani s ¢ipovou

elektroforézou.

Do analyzy bylo pouzito pouze 60 vzorkt. U vzorku €. 1, 2, 8, 10, 12, 13, 14,
30, 31, 42, 69, 70, 74, 77 a 85 nebylo mozné u nekterych primert provést skdrovani
ani po opakovanych analyzach. U ostatnich vzorkl byla vytvofena binarni matice
pritomnosti a nepfitomnosti fragmentd. Data byla vyhodnocena pomoci programu
MVSP a vytvoteny grafy pro PCO analyzu u vSech vzorkl. Celkem byly vytvoieny
3 grafy pomoci PCO analyzy. V prvnim grafu je zobrazena geneticka vzdalenost
vsech vzorku, ve druhém grafu je geneticka vzdalenost vSech vzorkl rozdélenych
dle zemi puvodu a ve tietim grafu jsou zobrazeny pouze odridy (39 vzorkl)
bez Slechtitelského materialu na zakladé obsahu alkaloidid. Dale byla vypoctena
matice podobnosti vzorkll a vytvoren graf hodnot genetické shody, ktery ukazuje, ze

nejvice vzorkil se vyskytuje s hodnotou genetické shody 0,6-0,7.

N¢kolik vzorkli vykazovalo maximalni hodnotu shody 1, tedy 100%. Byly to
vzorky €. 20 a 21, 44 a 50, 44 a 51, 46 a 59, 55 a 66, 78 a 100, 87 a 88. Naopak
nejnizsi shoda 0,316, tedy 31,6 % byla u analyzovanych vzorki €. 3 a 43, 9 a 43, 18
a4l, 27 a 43, 26 a 55, 26 a 66, 26 a 80, 72 a 93, 72 a 97. Dle vypoctené matice
podobnosti bylo zifejmé, Ze vzorky vykazuji nizkou genetickou shodou a vysokou
variabilitou. Vysledky z analyz byly poskytnuty Slechtitelim a budou slouzit jako

podklady pro nasledné kiizeni. Pfedmétem dal$iho vyzkumu bude zpiesnéni
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vysledkl genetické variability pomoci dalSich SSR markerti. Nadale budou pouzity

dalsi metody slouzici k analyze genetické diverzity.
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