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ANOTACE

Historie taxonomického hodnoceni agregaRinus mugo Turra je velmi
komplikovana. Tento komplexi@dstavuje skupinu evaioé mladych taxofi vzajemet se
intenzivre kiizicich. Navic je situace sloggi prilezitostnym vznikem fertilnich hybrid
nebo celych hybridnich populaci s ekologicky pkdstim druhemPinus sylvestrisL.
Cilem této prace je posoudit vhodnost techniky idnich marker pro (ely

hodnoceni vnitrodruhové a mezidruhové variabilityanci agregati®inus mugo

ANNOTATION

The history of taxonomic classification of the cdexpof Pinus mugolurra is very
complicated. This complex being taxonomically thesincomplicated group of European
pines is represented by the group of evolutionedhatively young taxa that hybridize
intensively each other. In addition, the situati®momplicated by rising of fertile hybrids
or whole hybrid populations with ecologically veplastic specie®inus sylvestrid.. The
objective of this project is to explore suitabiliy molecular techniques for classification
of intraspecific and interspecific variability iaris of thd?inus mugaomplex.
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1. UVOD

Vramci grantu GACR, ¢.521/05/2448teSeného od roku 2005 v laboato
Biotechnologického centra Zeuklské fakulty Jihdeské univerzity je prové&da
morfologicka a genetickd analyza populaci agreddinus mugov ramci evropského
arealu rozgeni.

Agregat Pinus mugoje vyznamna skupina borovic domécich viedni Evrog a
prilehlych oblastech, afpsto skupina extrénimejednots klasifikovand, s naghlednou
variabilitou a nejasnou fylogeografii.

V ramci uvedeného projektu byly shrnuty nej§év poznatky dlouhodobého studia
populaci tohoto druhu. Byl proveden rozbdéznmorodé klasifikacePinus mugoagg. v
moderni literatie. Komplexni biogeografické studiuminezenych populacicRinus mugo
agg. a pehodnoceni publikovanych dat vedlo ke kritické zexd modifikaci fivodniho
taxonomického pojeti na zakkadoveé teorie fylogeografie agregatueEzné vysledky
revize a vyplyvajici alternativni pojeti byly koofrtovany s relevantni nomenklaturou.

Jest v nedavné dab byla taxonomicka fislusnost a mezipopwai variabilita
planych drui rostlin posuzovana tém pouze podle morfologickych znaka
ekologickych charakteristik. Od roku 1980 se now#spektivy ve studiich popuiai
genetiky roduPinus staly dosazitelné s vyvojem metod molekularnihoke@vani. Tyto
metody maji dnes velmi Siroké uplati a v komplexu s klasickou taxonomii a morfologii
umoziuji reSit fadu slozitych taxonomickych, fylogenetickych a plapo¢ genetickych
otazek. V sotasnosti jiz existuj@ada praci zabyvajicich se vyuzitim genetickych mdrk
u planych druf rostlin. Analyzy DNA reprezentativnich populaciramci celkového
aredlu agregatRinus mugaa geograficky blizkych populacfipuznéPinus sylvestrid..
by mohly slouzit jako podklady pro revizi a klakdici Pinus mugagg.



Cil prace

Tato prace je za#iiena na zji&ni genetické struktury agregatu s vyuZzitim metod
molekularni biologie. Cilem této prace je posouditodnost technik molekularnich
markefi pro (Eely hodnoceni vnitropopwai a mezipopukni genetické variability
v ramci agregatlPinus mugoTurra. Na zaklagl analyzy molekularnich markerbude
proveden odhad podilu hybridizace na bévé vyznamnych populaci a taXoagregatu,
véetre jistého hybridniho ovlivéni druhemPinus sylvestrid... Cilem prace je molekularni
analyza vzorik z nejmég 20 reprezentativnich populaci agregatu z celého grealu a
nejmért péti evropskych populad?inus sylvestripro analyzy jaderné DNA a organelové
DNA (cpDNA a mtDNA).

Pro detekci genetické variability viippdnich populacich uvedeného agregatu je
pouzito metodik:AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism, ZABEU &0%
1993), PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism, BOTSVEhk kol.
1980),RAPD (Randomly Amplyfied Polymorphic DNA, WILLIAMS a koll990) aSSR
(Simple Sequence Repeats, TAUTZ 1989). Budou t&kemy moznosti jejich pouZiti pro
danou problematiku.



2. LITERARNI P REHLED

2.1.Zakladni hodnoceniP. mugoagg.

Agregéat Pinus mugoje reprezentovan podle moderni taxonomickeé intéapee

souboremii zakladnich druln, resp. mikrospecii, gmito platnymi jmény:

Pinus mugoTurra (1764)
synPinus mughuscopoli (1772)
Pinus pumilioHaenke (1791)
Pinus uncinataRamond in Lamarck et De Candolle (1805)
synPinus uncinataMill. ex Mirbel (1806)
Pinus mugovar.rostrata (Antoine 1840) Hoopes 1941
Pinus rotundataLink (1827)

synPinus uliginosaNeumann ex Wimmer (1837)

Tyto druhy tvdici agregatPinus mugobyly v prevaznécasti starsSi literatury
hodnoceny jako vnitrodruhoveé taxony ¢egtji v kategorii variety — naip v klasickych
dendrologickych dilech prvni poloviny tohoto stol¢EHAW 1914, REHDER 1940)
v nékterych gipadech jen v kategorii formy, respektive mimo katge botanické
nomenklatury — tj. v pojeti klimatyp(SVOBODA 1953).

2.1.1. Taxonomicka problematikaPinus mugoagg.

Cela problematika hybridnich populaci rodinus na evropském kontinentu krém
jihovychodniho Sedozemi se tyka jen dvou taxonomickych okruh to druhuPinus
sylvestrisL. a pibuzenské skupiny s nejstarSim jméneimus mugorurra, zde dale pojaté

jako agregatit samostatnych druh- Pinus mugagg..



Historie taxonomického hodnoceni uvedenych hybcklnpopulaci i samotnych
vychozich taxofi je neobyejné komplikovanda, v satasné dob mezi fiznymi autory stéle
jese& panuje velka nejednotnost (HOLUEBKOVA 1965 a 1980 vs. STASZKIEWICZ a
TYSZKIEWICZ 1972 vs. CHRISTENSEN 1987¢; SKALICKY #HEJNY & Slavik 1988
vs. DOSTAL 1989).Klasifikace podrodiPinusve stedni Evrog byla do zaatku druhé
poloviny tohoto stoleti zatizena zejména Sirokyrotemickym pojetim.

Duvody zmirné nejednotnosti a omyl pii hodnoceni taxan a interpretaci
hybridizace u do§nych evropskych okruhroduPinuslze shrnout do nasledujicich dod

1. Agregat P. mugo je souborem geneticky blizkych dfuhrelativie nizkého
fylogenetického sth u kterych proces speciace dosud nedosahl takoséipr
evoluce a znakové kvality, jako u zbyvajicich deewropskych druth borovic.
Naproti tomu evropské populac®. sylvestris reprezentuji (krom severni
Skandinavie) pouze nominéatni subspecii, i kdyZ velaniabilni, a tak pedstavujici
fadu variet (z nichZgkteré se podileji na hybridizacPs mugoagg.).

2. Nevyrazna znakova diferenciace mezi zastupciegigu P. mugo jednotlivé
diakritické znaky nebyvaji u &kterych jedind dostaténé vyvinuty — pro
determinaci pedevsim hybridnich populaci je nezbytné pouZivabesoy znak z
vice jeding.

3. V rekterych oblastech &dni Evropy byly zachovany jemsti populaci. V dsledku
antropickych vlivi (zejména kaceni iemeny biotopi, odvodiovani, vysadby cizich
provenienci, globalnich zin) doslo u gkterych populaci ke zpomaleni neboér
smeru spontannich procésa k podstatnému zhorSetitelnosti projevi spontanni
evoluce.

4. Nedostatena komplexnost a nadhledti ptaxonomickych studiich a revizich
zabyvajicich se touto problematikou €tSma autoit vychazela z morfologického
hodnoceni jedince podle wia stanovenych znakovych priorit; je zde vSak nutné
vychazet z mikroevoluce sympatrickych populaci,ridibacnich proces, popul&ni
variability a ekologickych vazeb; rovh herbd#ové studium na Ukor studiu
terénnimu vede u této skupiny ke zkreslenym éeam.

5. K obecnému pochopeni rozsahu mezidruhové hyagdi doslo az v nedavné dob
kdy byly vyuZity poznatky moderni popdla genetiky.



Slozita problematika polymorfni skupiny taxookruhuP. mugobyla vyjasgna a
podstatg zjednoduSena az v poslednich letech pojetirsaimostatnych Gzce vymezenych
druhd, tj. mikrospecii vytviejicich agregélP. mugo(SKALICKY 1982).

2.1.2. Hybridizace

Hybridizace neni u rostlinipis vzacnym jevem. Nafklad Knobloch (1972) udava
v rostlinnéfisi tenei 24 000 mezidruhovych a mezirodovydiiviend.

ZjednodusSea lzefici, Ze k hybridizaci dochazi mezi:
1) blizce pibuznymi rostlinami
2) populacemi rostlin,itiye alopatrickymi, jez se setkaly.

Hybridni populace &sSinou pozname podle morfologickych zhakdceinni jedinci
maji znaky charakteristické pro oba ramiské druhy — coZ ovSem neznamena, Ze jsou
vzdy jejich ,pramérem“. Genotyp rodiovskych druli se také nemusi vzdy fenotygov
projevit (viz nap. Gossypium bickji (HARRISON 1993). Proto se pro rozpoznani
takovychto jeding v posledni dobstéale vice uplauji molekularni metody.

U borovic se s hybridizaci takéuieme setkat, jak uvadi ndidad Richardson
(1993), nevyskytuje se vSak u vSech skupin. V E&¢rmopze byt takovym fikladem, jez je
relativne ¢asto Kizi pra¥ Pinus mugoagg. Hybridizace zde probihd jak u blizce
piibuznych drubh tak i s rkterymi mér pribuznymi druhy, nap s P. sylvestris
Predpoklada se, Ze areaB. mugoa P. rotundatase setkaly viivem zgmy klimatu
zatatkem holocénu. Proto dnes u nas na raseliniSti@ddmdskych vyskach 700-1000 m

n. m. nalézameipdevSim Pxpseudopumilio.

2.1.3. Strikna morfologicka charakteristika vybranych druhua

rodu Pinus

Pinus sylvestrid.. (borovice lesni)
Pinus sylvestrisL. je strom ¥tSinou s pimym kmenem, u starSich jedinge
zpravidla v hornitvrting vétveny. Borka je Sedokda, rozbrazéha, u dosglych jedinai

v horni ¢asti kmene rezavoranzova, odlupujici se v tenkych listech. Jehjgeu na
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brachyblastech seskupeny po dvou, jsodapi rovné,nebo podle podélné osy spirain
statené. Konelety jsou napatistasené zgt, na pongrné dlouhych stopkach. Sisky jsou
obracené dal, zawsSené na kratkych stopkach, aktinomorfni nebo zygtrmoMirné
vyklenuté Stitky semennych Supin maji kétsereiny az kosinkovity tvar. Pupek je maly,
plochy nebo s kratkym zobankovitym ikem. Rostlina je s#lomilna, s nizkou
konkurergni schopnosti a velkou ekologickou amplitudou. Bogt s¥tlych lesich, na

skalach, sutich, pisach a lemech raselinis

Pinus nigra (borovice ¢erna)

Pinus nigraje evropska borovice zasahujici svym vyskytem daléVAsie. Je to
statny strom sikou na kmeni Sedernou, borka je hluboce brazdita. Jehlice jsoui aelZ
u borovice lesni, 8 - 15 cm dlouhé, tmavozelenié twste Sptate, ve svazku po dvou.
Kvete v ¢ervnu acervenci. Sami kvéty (kvétenstvi) jsou valcovité, Zlutavé, dipky s
namizowlym spojidlem. Sangi SiStice jsou za kdu karmino¥ ¢ervené aZz nafialave,
ojinéné, dozravajici azdtim rokem v osm az deset centinmietelké, leskle Zlutohtde
SiSky se semennymi Supinami naspa@gunohrgdymi. Vyhovuji ji exponovana skalnata
stanovist s kamenitou fdou. Roste ve vySkach pod 2000 metsbvyklé rozgti je 250 -
1600 m n. m. Vyskytuje se od vapencovyébdihdi vychodnich Alp az po Btdomdgi. V
Ceské republice je népodni, aviak vei¢tihorach se &né vyskytovala. V teplych

nizinach (NP Podyji) misty vytiaje pivodni borovici lesni .

Pinus mugoTurra (kle ¢, kosodevina)

Z morfologického hlediska jBinus muggolykormni devina, tvarem habitu keé,3
az 5 m vysoky se z#@ikenymi wtvemi, ve spodnicasti poléhavymi, na konci
vystoupavymi. Borka je Sedoéuta, Supinovita. Jehlice jsou na brachyblastech youd
k vétvicce miré srpovit zahnuté. Konelety jsou na kratkych stopkach iwvapné. Sisky
jsou fisedlé popipads velmi kratce stopkaté, aktinomorfni, vejcovitéiti§t semennych
Supin leskle, ploché, Siroce kosnikovitéigipym silné vystoupavym lomenym kylem, se
swtlejSim,cernd olemovanym pupkem.

Tento druh ma&Zist svého rozgeni nad horni hranici lesa v Alpach, severnich a
sttrednich Dinaridech, Karpatech a péieh severniho Balkanu. Kraimtéchto hlavnich

oblasti roz&eni existuji izolované vyskyty v pofioh Jura, Vogesy, Sumava, Jizerské
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hory, KrkonoSe a nejjizjSi izolovany vyskyt v pohid Abruzzy ve stedni Italii
(BUSINSKY 1999).

Pinus rotundataLink (borovice blatka)

Tento druh je typicky Sedernou, v hornic¢asti Sedohédou rozpraskanou ale
neodlupujici se borkou. Strom sere \tvit jiz v dolni tretiné kmene. Jehlice jsou tuhé,
na brachyblastech seskupené po dvou, rovné azisfpmhnuté a mighstaiené podél
osy. Sidky vejcovitého tvaru, zygomorfni, na krasiedivené stopce. Stitky semennych
Supin jsou mird vyklenuté, na oslumé strag SiSky s nizce jehlanovitymi min
zaklorenymi vyristky. Pupek je itlejsi, ¢errg lemovany.

Druh Pinus rotundatavykazuje nejmensSi areal roisii a nejetSi ekologickou
specializaci v ramci agregaRl mugo Typicka blatka se vyskytuje jen v prostoru podél
severniho Upati a dale na sever od masivu Alpzgttm v jihozdpadnich a jiZznich
Cechéch. Nejzapadjsi oblasti vyskytu je poltbSchwarzwald v jihozapadnimehhecku,
nejseveryjsi jsou ojedislé vyskyty ve siednicasti KruSnych hor a v polskych Stolovych
horach v Kladsku (Wielkie Torfowisko Batorowskiggatimco na vychaddruh zasahuje
nejdal do severriasti Hrubého Jeseniku (Rejviz) a nikdete&paiuje feku Odru.

Pinus rotundatge stedoevropskym endemitemigehodovych raseliniss vysokou
hladinou spodni vody, vyskytujici se i na vrchoestpo témsr 1000 m n.m., kde se jeji
aredl setkava s arealdmmugo To v minulosti vedlo na mnohych lokalitach tepladnuti
P.xpseudopumilionad rodéovskymi druhy, coz &které autory vedlo k chapani blatky
jako poddruhu b. kkee —P. mugossp.uncinata(nag. Christensen 1987). Naopak polsti
autdi (napr.STASZKIEWICZ a TYSZKIEWICZ 1972) povazuji blatkuazdizenceP.
mugo a P. sylvestris Pokud nejsou jedinci blatky geneticky oviéym mezidruhovou
hybridizaci, pak jejich typicky habitus je v dékpsti vzdy (alespo nizce) stromovity s
jedinym gimym kmenem (tj. monokormni).

Vzhledem k arealové a ekologické vyh¥aasti, projewm hybridizace v ramci
piibuzenského komplex®inus mugoagg. —P. sylvestrisa v souladu se s®asnym
trendem taxonomie je néjpzerejSi hodnoceni blatky jako samostatného druhu. Boeov
blatka je, jako satast Pinus mugaoagg., modelovym ifkladem dieviny ohrozené jednak
ekologicky dlouhodobym dstupem a &mami gechodovych raselini$ jednak geneticky

vlivem mezidruhové hybridizace s tendenci vznikiiagresnich rdj. Je podan navrh na
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ochranu domacich populaci borovice blatky sctemn reprezentativnich lokalit.
(BUSINSKY 1998).

Pinus uncinataRamond.

Tento zapadoevropsky druh vzhleden¥ippminajici blatku se vyskytuje
v neraSelinnych biotopech subalpinského stupmejména pak v oblasti Pyreneji,
Francouzského igdohdi, Ligurskych apenin, Alp apod., ovSsem k nam jizesahuje.
Nektefi autdi vSak na zaklagimorfologické podobnosti povazuji blatku za P. nata ssp.
rotundata (naip DOSTAL 1989, HOLUBCKOVA 1965, 1969, 1972, 1981).

P.xpseudopumilidBeck

Tento druh je KZzencenP. rotundataa P. mugoNapadna je variabilita v charakteru
jednotlivych hybridnich jedinc— od rozloZitych polykormnich az po Stihlé monakor
jedince s dlouhymi obloukovymiétwvemi. U nas se s ni setkame na raSeliniStich Bosk

stuprg, zpravidla ve vyskach 700- 1000 m n. m.

Obr.1.: Mapa rozSireni vyskytu druhi Pinus rotundata (A), Pinus uncinatde).
Pievzato a upraveno z origindlu: RICHARDSON (1998).
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Obr.2.: Mapa rozsireni Pinus mugoagg.
o Pinus mugadrurra
o Pinus uncinatdRamond

o Pinus rotundatd.ink
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2.2. Taxonomicky grehled¢eledi Pinaceae

Rie: Vegetabilia(rostliny)
PodiSe: Cormobionta(vyssi rostliny)
Kmen: Gymnospermophytgdeahosemenné)
Oddleni: Conipherophytgjehlicnany)
Tida: Pinopsida(jehlicnany)
Podtida: Pinidae
Rad: Pinales
Celed: PinaceagBorovicovité)
Rod:Pinus(Borovice )
Druh:Pinus mugo (Borovice kl¢ )
Pinus sylvestris (Borovice lesni )
Pinus uncinata (Borovice blatka )
Pinus uncinatdssp.rotundata
(GERNANDT, LISTON a PINERO 2001; KOBLIZEK 1996)

2.3. Polymorfismus na urovni DNA

Pomoci DNA marker Ize detekovat rozdily v genetické informaci mezi
analyzovanymi druhy (populacemi, klony, jedincifkami). DNA markery jsou zaloZzeny
na polymorfismu sekvenci DNA. Sekvence DNA se vagen mohou vyskytovat jako
jedingné sekvence (single copy), jakaestrt nebo vysoce repetitivni (opakujici se)
sekvence s rozlhou funkci a vyznamem, tj. kédujici, regitnad a nekédujici sekvence.
Urovei variability je ukovana fadou fakto@, nag. frekvenci mutaci, frekvenci
rekombinaci, iznymi formami selekce....V polymorfnich regioneehmiZzeme setkat se
dvéma typy variability — s jednoduchymi substitucemikleotidi nebo s variabilitou
v pactu tandemovych opakovani v repetitivnich lokuse¢NTR). Zdrojem variabilnich
DNA oblasti je vice — studium je z&teno na rDNA (ribozomalni DNA), tDNA (tRNA),
minisatelity (repetitivni sekvence 10-30bp dlouhékalizované pobliz telomér),
mikrosatelity (1-4 bp dlouhé tandentowpakované nukleotidové sekvenc&JURN,
SAKOVA 1996). Krong tohoto typu polymorfni DNA jsou v genomu obsaze@nodné
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genomické sekvenceétginou pouzivané v RFLP a RAPD analyzach (BACHMANN
1992).

Molekularni markery jsou vyuzivany niagoro DNA fingerprinting B zjiStovani
genetickécistoty osiva, ale i pro testovani otcovstvi, sletluvucitych gemi béhem
Slechtitelskych progratn (nag. SLG geny), genetické mapovani, poguiagenetiku a
popul&ni genekologii a § studiu evoluce na molekularni trovni (fylogenkécanalyzy,
feSeni taxonomickych otazek).

Je prokazano, Ze vionéru 50% lokus rostlinnych drufi je polymorfnich
(CHLOUPEK 1995).

Metody detekce DNA polymorfismu

Zavedeni a rychly rozvoj této techniky néelomu 80. a 90. let minulého stoleti
vyrazré zjednodusSilfadu protokal pouzivanych v molekularni biologii. Technika PCR
vnesla do rozvoje DNA fingerprintingu a jeho vyuare vySe zmiovanych aplikacich
neaiekavanou dynamiku. PCR e byt pouZzita i k nAhodnému testovani variability
sekvenci v ramci celého genomdi pouziti kratkych ndhodnych primecca 10bp) Ize
ziskat v relativa kratkém case spektrum amplifikaich produki, které se liSi svoji
délkou. Toto spektrum je obvykle polymorfni v rana@iné populace (RAPDs — random
amplified polymorphic DNAS) atzna spektra ziskana na zaklamplifikaéni reakce za
pouziti fiznych primett vytv&i detailni fingerprint® DNA. PCR fingerprinting,
vyuzivajici kratkych ndhodnych primiese stava analogii klasického DNA fingerprintingu
(BACHMANN 1992; WILLIAMS a kol., 1993; SAKOVA &€ URN 1998).

2.4. Charakteristika genetickych marketi

JelikozZ je studium genetické struktury populacimpeoi klasickych morfologickych
charakteristik problematické a obtizné (vzhledem #enému vlivu prosedi na
fenotypové projevyrady znak), jevi se jako nejvhodysi reSeni vyuziti genetickych
metod CURN a SAKOVA 1997; HAMRICK 1990).

Jednou z&hto metod genetické analyzy populaci je hodnobtémthemickych a
molekularnich markér (CURN a SAKOVA 1997).
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Termin geneticky marker (signélni gen) se pouZzivd pro ozteni jasg se
fenotypo¥ projevujiciho znaku s jednoduchouwedinosti. Ozn&eni marker pak
piedpoklada spojeni tohoto znaku genovou vazbou gmijinkvantitativnimi i
kvalitativnimi znaky. Je feba, aby se genetické biochemické markery Wavely
dostaténou genetickou a ji odpovidajici fenotypovou valittu, vysokou expresivitou a
penetranci a row vysokou heritabilitou, tj. nezavislosti na podkéich prosiedi CURN
a SAKOVA 1996).

Pouziti genetickych markiefje velmi Siroke, s usighem je jich vyuzivanoipieSeni
taxonomickych, fylogenetickych a poptig genetickych studii, dale k hodnoceni
biodiverzity planych druin rostlin, ve studiu interakci patogen-hostitel (roilrganismus-
rostlina), ke genetické analyze somatickych a \adah hybrid, pro detekci mutaci, pro
markerovani morfologickych a fyziologickych zriakonstrukci genovych map. Dale jich
je vyuzivano ve Slecti a semenatvi, k hodnoceni Slechtitelského materialu, markér
selekci a k hodnocedistoty a pravosti odid a osiva aj.

Zakladni rozdleni metod genetickych marker
* iso(en)zymy
* DNA markery
* RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
» zaloZzené na PCR (polymerase chain reaction)
— cely genom — délkovy polymorfismus fragment
0 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
o0 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
— ¢asti genomu
o PCR-RFLP
0 mikrosatelity (SSRs)

* sekvenovani
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2.4.1. Biochemické markery

Kritéria pro biochemické markery velmi di@sphuji proteiny, nebt se vyznauji
vysokym stugiem geneticky fixovaného polymorfismu, kodominantdédicnosti,
rozliSitelnosti alel v individuich a jistou mirowezavislosti na prodi. Takovymito
systéemy mohou byt néilad z&sobni bilkoviny nebo isoenzymy (isozymy,ofmtetné
molekularni formy enzyiy které se postugnnahrazuji Bhem vyvoje organismu, nebo
formy které katalyzuji stejnou reakci uznych ¢astech organismu neboiiiy). Jelikoz
vykazuji geneticky polymorfismus, mohou byt vyuzjako diferegni markery u odrd

s wtSim efektem nez klasické morfologické markery.

Isozymy, allozymy

Isozymy, allozymy pedestavuji skupinu enzym katalyzujici vyznamné
biochemické reakce. Do této skupiny lzearht napiklad transferazy, oxidoreduktazy,
isomerazy, hydrolazy, lyazy, ligazy.

V metabolismu pini stejné funkce, maji vsakmeé lokusy, izné alely (allozymy).
Pracuji na principuizné migrani rychlosti enzym nebo jejich¢asti v elektrickem poli,
jez je dana jejich velikosti, tvarem, elektrickymdbojem. Vysledkem analyzy je
zymogram, pro hodnoceni je vSak nezbytnd znaloattéxni struktury enzytn Uréeni
mezipopuléni variability je dano genetickou vzdéalenosti ngbadobnosti, z matice

koeficienti je mozno sestavit dendrogram.

isozymy— katalyzuji stejnou reakci

allozymy — produkty (alely) jednoho genu

2.4.2. Molekularni markery

Molekularni markery jsou markery na bazi nukledvykyselin, zejména DNA
(RFLP, PCR, RAPD, PCR-RFLP, AFLP, SPLAT, SSR, rDN#ADNA, cpDNA,

sekvenovani)
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DNA markery jsou markery na urovni DNA. Umaji jednoduSe detekovat
odliSnosti v primarni genetické informaci, kterodlN® nese. DNA markerovaci systémy
jsou zaloZzeny na polymorfismu v sekvencich DNA @algzovanych jedint (populaci)
(CURN 1998).

Je prokazadno Ze wvipwru 50% lokud rostlinych druli je polymorfnich
(CHLOUPEK 2000).

2.4.2.1. Techniky molekularnich markefi zalozené na pouziti PCR

* PCR technika (Polymerase Chain Reaction — polymeraztestdzova reakce)
(SAIKI a kol. 1985, SAIKI a kol. 1988)

* RAPD technika (Randomly Amplified Polymorphic DNA — polymorfismus
nadhodi amplifikované DNA) ( GROSBERG a kol. 1996)

« SPLAT technika (Specific Polymorphic locus Amplification Test -
amplifikace specifickych polymorfnich lokils(GRAMAN a kol., 1999).

e AFLP technika (Amplification Fragment Lenght Polymorfism —
polymorfismus amplifikovanych fragment(SMARDA a kol.2005; SAKOVA
aCURN, 1996).

* PCR-RFLP technika (Restriction Fragment Lenght Polymorphism -
polymorfismus délky restrinich fragment produkti PCR) (ONIREJ 1999).

* Mikrosatelitni markery (SSR — Simple Sequence Repeats, STR — Short
Tandem RepeatsREPKOVA a RELICHOVA 2001)

+ SekvenovaniPANTUCEK 2005).

PCR technika - polymerazovaretézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

Polymerazové&etzova reakce (PCR) je jednou ze zakladnich aelaavedenych
metod molekularni biologie. Byla vyvinuta v Cetusr@oration Emeryville v Kalifornii.
(SAIKIET AL. 1985, 3IKI ET AL. 1988). Cely proces byl automatizovan a patentavéte
1985 Kary B. Mullisem (MiLLIS 1987).

Tato metoda umaiije mnohonasobnou vysoce specifickou amplifikadirapého

useku DNA. PCR se pouziva jak pridrpou detekcli, tak i jakoifpravny krok pro ziskani
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dostaténého mnoZzstvi DNA pro dealSi experimenty, tudidzg s aspchem pouZit i
v pripadech, kdy je k dispozici jen malé mnoZstvi veork
PCR je metoda zaloZzena na mechanizmu replikasgnt€ze templatové molekuly

DNA se vyuzZivaji  specifické termostabilni polynmeraizolované z termofilnich
mikroorganiznii, nag.Taqg DNA- polymeraza pochazejici z termofilni bakteriehermus
aguaticus odolavajici zvySené teptopii niz DNA denaturuje. To umazje, aby syntéza
DNA probihala opakovatn formou cykh, kdy se pravidekastidaji i kroky, béhem nichz
probihaji ti odliSné @&je s odliSnymi naroky na teplotu. Cela reakce grabv in vitro
podminkach v progtdi pufru obsahujiciho ionty Ridku.

1) denaturace dvaetézcovych molekul templatové DNA (94°C)

2) pripojeni primed k odctlenymietzcam DNA (30-65°C)

3) syntéza novyckettzci DNA prostednictvim DNA-polymerazy (65-75°C)

Reakce probiha termocycleru, kde se automaticky &ni teplota v naprogramovanych
¢asovych intevalech. Postupnym opakovanim tohotogsw se exponenci&wytvaii az
miliarda kopii vybraného tseku cilové molekuly (DOR a PANTUCEK 2005).

PCR produkty (amplikony) jsou separovany na agarém gelu a visualizovany

pomoci ethidiumbromidu.

RAPD technika — polymorfismus nahodi# amplifikované DNA (Randomly Amplified
Polymorphic DNA )

V poslednich &kolika letech se ip studiu variability DNA na populani Urovni
prakticky vSech skupin organisimvyuzivad metody “nahodnamplifikované polymorfni
DNA* (RAPD, Random Amplified Polymorphic DNA, WILIAMS a kol., 1990).

Metoda RAPD je jednou z mnoha modifikaci polymerxédziettzové reakce. Od PCR se
ale RAPD odliSuje zejména #chto aspektech:

1) wvyuziva toho, Ze do amplifikace vstupuje moyeden arbitrarni primer a délce
deset nukleotyil (nahod® vybranych s ohledem na zastoupeni jednotlivychi baz
vyrovnany ponir C:G)

2.) nukleotidova sekvence primeru je libovolna
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3.) teplota f “annealingu” , neboli nasedani primeru na kompatarni DNA sekvence
je relativré nizka (35-38°C) coz zvy3uje pravgbodobnost nasednuti primeru na mnoha
mistech molekuly DNA (primery jsou tzv. nespeciéfk

Pro vykEr primeru nepdebujeme Zadnou znalost konkrétnich sekvendizeme
pouzit jakykoliv primer a zajimé nas jen to, kterfiich vykazuje u studovanych vzérk
polymorfni pattern. V saiasnosti je na trhu k dostani vice nez 4@@nych primei
(Firma Operon Technologies).

Princip této metody s@giva v tom, Ze primery nasednou na prétiychretézcich
DNA v amplifikovatelné vzdalenosti od sebe (do ec&b). V tuto chvili je umoZina
amplifikace¢asti DNA mezi nimi. Vysledkem reakce RAPD je amiglte velkého pitu
genomovych sekvenci (amplikipnprocesem shodnym s PCR.¢Bba délky jednotlivych
amplikon jsou charakteristické pro kazdou kombimaci genanpuimeru.

Rozdily v sekvencich genomové DNA se po reakci RARDjevi jako polymorfismus
délek amplifik&nich fragment (AFLP, Amplyfication Fragment Lenght Polymorphism)
(Caetano-Anollés 1991). Produkty této reakcé&Zeme elektroforeticky separovat podle
délky na 1,8% agar6zovém gelu v TBE bufferu a Migaagat pomoci ethidiumbromidu.
Vyhody této metody spdvaji v tom, Ze je relatwhlevna,caso¥ a na laboratorni vybaveni

nenar@ndé a zvladne ji i zgtenik.

SPLAT technika — amplifikace specifickych polymorfrich lokusi (Specific
Polymorphic locus Amplification Test) (GRAMAN a kol., 1999)

Amplifikace specifickych polymorfnich lokispiestavuje typ PCR reakce, kdy je
amplifikovan specificky usek DNA vymezeny @waa primery definovaného lokusu
(GRAMAN a kol. 1999).

AFLP technika - polymorfismus amplifikovanych fragmenti (Amplification
Fragment Lenght Polymorfism) (SMARDA a kol.2005; SAKOVA a CURN, 1996)

Tato metoda kombinuje restéiki S€peni DNA (technika RFLP) a amplifikaci DNA

(technika PCR) . Jeji princip sgigé v selektivni amplifikaci restrénich fragment celého

genomu. Postup se sklada tiezéikladnich krok:
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1. restrikce - rozStpeni genomické DNA dima restriknimi endonukledzami na
fragmenty, na & se naliguji adaptory (adaptor je kratky Usek DddAznamou sekvenci,
ktery ma komplementarni konec s koncem fragmentsigpeni).

Msd — rozpoznava 4bp dlouhou sekventytbazovy palindrom TTAA)

EcdRl — rozpoznava 6bp dlouhou sekvenci (Sestibazalingrom GAATTC)

Vysedkem je velké mnozstvi fragménkteré maji na jednom konci Msel a na druhém

konci EcoRI &pné misto.

EcoRl cul

I I 1T T 1
G AARTT
c

1

TTAA
i II\ i T I

5"—I_I'—T‘. O L P I IO I L

m 0 -

L]

2. ligace— Pomoci T4 ligazy jsou ke vSem fragmantpfipojeny adaptory, nyni tedy
zname sekvence &k a kond vsech fragmeiit

Stépeni a ligace se provadi v jedné reakci.

3. Selektivni amplifikace— wtSinou se provadi ve dvou krocich:

» preselektivni amplifikace —jelikoz jiz zname p&ateeni sekvence p@tki vSech
fragmenti,, miZzeme je pidanim specifickych primér namnozit pomoci PCR.
Velké mnozstvi fragmefitje treba redukovat na pet, ktery budeme schopni
vyhodnotit. Primery jsou komplementarni a adajtgravSak o 1 bazi delsi takze
piesahuji "dovnit' studovaného fragmentu. Namnozi se tedy pouzeviéth
fragmenti (pouze ty jeZ maji nafislusném mistkomplementéarni bazi), tj. protoze

pouzivame 2 primery, je amplifikovana pouze 1/Eyfment (1/4 x 1/4).
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» selektivni amplifikace -fragment je stale je&t priliS mnoho na to, abychom je
mohli spolehli¥ vyhodnotit, je tedyitba jejich poet dale zredukovat. Vyuzijeme
primery se iemi selektivnimi nukleotidy @@sahy "dovnit' studovanych
fragment). V tomto gipadct je amplifikovana pouze 1/256 vSech fragniefit/16
x 1/16) (PERKIN ELMER 1995).

Msal primer 1
i i Tl
(] G_
-7 T R I T T I I O T T L T L
3 Q AGAATTEG
CATIG TCTTAAC
Ao A NI I I M [ [ (L (S (g [ 0 ) AN TN (BN LD AR AN LI Y N Y (NN (N OO (G o B |
A0 &N T T@
L . (Y | A A O
Ecos| pnmer 1

Vyhodnoceni Ize provést na agaréze, polyakrylammdino pokud v f@dchazejicim
kroku pouzijemeEcdRI primer ozn&eny fluorescetni barvou, nizeme k vyhodnoceni
fragmeni vyuzit automaticky sekvenator. Vykonostizesme mnohonasobrzvysit, pokud
pouzijeme multi-color fluorescéni systém (PERKIN ELMER 1996).

Obr.3.: Piiklad visualizace po pouZiti EcoRI primeru

oznaeného fluorescemni barvou

s

Tato metoda mé&adu vyhod, mezi nejdezitéjSi pati generovani velkého mnozstvi
markefi. Je cilena zejména procaly mapovani vyznamnych kvalitativnich a
kvantitativnich znak. Tato metoda nachazi uplati také pi studiu biodiverzity a
piipraw marketi. AFLP generuje dominantni markery #e@stavuje velky pet signah v
jedné reakci.

Dale neni pdtba Zadnaiedchozi znalost o studovaném organismu (nemusigdte zn

zadné jeho cilové sekvence), je neradioaktivni,abidwvariabilitu skrz cely genom,
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vysledky jsou dote reprodukovatelné a spolehlivé. Nevyhodou tétoothewSak je jeji
relativni komplikovanost a fin&ni ndkladnost.

Je to velmi vhodna metoda pdefinici kloni, jednozn&né urci genotyp a oproti
nag. isozymim vykazuji AFLP markery mnohen¢tgi variabilitu. Dale je mozné této
metody vyuZit v popula‘né-genetickych studiich kdy chceme zjistit vnitro- a
mezipopuléni variabilitu a diverzitu, wit podobnost mezi populacemi (kvantifikace
genového toku, studium ighi rostlin) ¢i k fylogeografickym studiim. Diky vysoké
variabilitt a spolehlivosti této metody je mozné vyuziti AFpR analyzu rodfovstvi
(parentage analysis) v mnoha dalSich oblastech.

Firma PERKIN ELMER, ktera vlastni patent pro tutetodu (European Patent
924026297), nabizitfipravené kity pro mnoho dridhkulturnich rostlin. V sotasnosti

brani SirSimu roz&nié AFLP pouze vysoké ppovaci naklady na kapilarni elektroforézu.

PCR-RFLP technika (Restriction Fragment Lenght Polynorphism — polymorfismus
délky restrik &nich fragmenti) (ONDREJ 1999).

Tato metoda v sabzahrnuje spojeni dvou metod: PCR a RFLP. Uvodniskdm je
amplifikace PCR markeru (napITS oblasti). Po nasledném rogsni restrikni
endonukleazou jsou fragmenty elektroforeticky sep@ny na gelu. Diky bodovym
mutacim lze odliSit dominantni a recesivni alelydsivanych geitmezigenovych regian

RFLP analyza je zavisla na dostupnosti DNA sond g@etekci homolognich
sekvenci. RFLP markery na jaderné DNA jsou pou3iviako kodominantni markery
v genetické analyze a pro sestavovani RFLP map ASNN 1992). Ve srovnani
s metodami postavenymi na ampliftka strategii vSak vyZzaduje velké mnozZstisté
DNA. Cely postup od izolaceips restrikci az k hybridizaci je p@mé ¢asow narany.
Tato metoda je s@asré pouzivana k identifikaciiznych genotyp, véetre lidského, a je
hojné pouzivana v soudnim lésivi nebo k ufovani paternity (SAMBOOK a kol. 2001).

Tato metoda se sklada 2ekroka:
1. amplifikace (zvySeni pétu kopii DNA-sekvence) konkrétniho useku DNA (fi&jad
intergenickych oblasti v chloroplastové DNA) pomdebjice znamych primér Casto

se pouzivaji primery, které jsou komplementarnadatkiam a koném kddujicich get
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okolo nekddujici intergenické oblasti. Tyto primggou pak vyuZitelné u &sSiny
rostlinnych druli. Vysledkem je namnoZeny produkt o délce 1000-4€/00

2. restrikce (naStipani) namnozeného uUseku pomoci engymavanych restriéni
endonukleazy, které specifickyépt DNA. Nagiklad enzym zvanyecoRI rozSepi

DNA vzdy, pokud nalezne sekvenci 3"-GAATTC-5". Pdke takovéto misto v naSem

studovaném Useku DNA pr&yednou, uvidime pak po elektroforéze misto jednoho

prouzku dva. Pokud ale bylo misto &mno, nap. mutaci, k roz&peni nedojde a
prouzek bude stale jeden. Pomoci této metody telbdame polymorfismus

v restrikénich mistech nejznéjSich endonukledz a nasleédho interpretujeme jako

piibuznostti negibuznost organistn Restrikce musi probihat za stalého optimalniho

pH a teploty. Stalé pH je zameno gidanim restrikniho pufru do reaki snesi, stalou
teplotu zajisti inkubator nebdiplusré nastaveny termocykler.

3. elektroforézanastipanych fragmeintt visualizacefragment (nag. pomoci ethidium
bromidu) avyhodnoceni variability

asymetrické  gpen

(lepivé konce -sticky

ends)
nag. Ecorl

symetrické  &pen

(tupé konce -blunt

ends)

nag. Alul

Prednosti této metody je, Ze je relativyjednoducha, posta malé mnozstvi DNA.
Mezi dalSi vyhody mizeme z#adit také vysoce reprodukovatelné pattern, vaitabit
konkrétni ¢asti genomu (nekodujici Useky cpDNA), dale neniigi pedchozi
molekularni znalost o studovaném organismu (vyukdghsensualnich primer které

funguji profadu nejtiznejSich drutii z mnohateledi).
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Nevyhodou je vSak omezend variabilitdi gpouZziti cpDNA, nutny pateeni
screening pro nalezeni kombinaci jednotlivych afikoivatelnych Usek a restriknich
endonukleaz, které vykazujéjakou variabilitu.

PCR-RFLP niZe byt vyuZito v systematice k rekonstrukci fylogee, i studium
hybridizace k identifikaci matského taxonu (jedince), déle pak ve filogeografii
k rekonstrukci postglacialni rekolonizace, v l&ktai k prenatalni diagnostice hemofilie A

u rodiny, ktera nese ¢&ity typ mutace aj.

Mikrosatelitni markery (SSR — Simple Sequence Repés STR — Short Tandem
Repeats)

Mikrosatelitni markery (SSR — Simple Sequence REpedTR — Short Tandem
Repeats), které byly v této praci pouZzity k detekaniability genotyjd Pinus mugoagg.
jsou sekvence DNA sloZzené z mnohokrat se opakbjigiotivi 1 — 6 nukleotid nag.
(GA)n (REPKOVA a RELICHOVA 2001). Mikrosatelity siadi k metodam lokusovym,
kdy se sleduje jen tité, p'edem definované misto v genomu a k metodam amglifikn,
kdy je fragment DNA namnozZen pomoci polymerazée€zové reakce — PCR. SSR
markery jsou satésti nekodujicich oblasti genomu a celkova deélkgesahuje 100 bp.
Podle sloZeni se SSR marketieni na dokonalé, nedokonalé a slozené. Dokonalé
mikrosatelity jsou tvieny souvislym motivem, n#p(AG)24 . Nedokonalé mikrosatelity
se vyznauji tim, Ze zakladni mikrosatelitovy motiv jégpusen sledem nahodnych bazi.
Nekolika riznymi motivy jsou pak tvieeny mikrosatelity slozené, nagAG)14(AT)35.

Mikrosatelitni markery maji vysokou inforrérs hodnotu (OVESNA a kol. 2002).
To znamena, Ze umddji rozliSeni homozygdt (1 fragment) a heterozygot (2
fragmenty). Rozdil v délce fragmerit genomové DNA podmimé gFitomnosti SSR se
pouziva k odliSeni blizcetipuznych jedind a k detekci vztalh mezi nimi zejména
v genetice populaci. Dale jsou ideéalni ke genetitkémapovani pro svoji hojnost v
genomu, vysoky stupe polymorfizmu, Siroké rozptyleni v genomu, nezéwssl na
vngjSich podminkach, vysokou reprodukovatelnost, séadasfeni mezi laborat@mi a
jednoduchost provedeni PCR reakce (LIU a kol. 1996)
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chloroplastové mikrosatelity (cpDNA SSRs)
« vhodné pro hodnoceni variability na drovnfiquznych druf, nékdy i na
vnitrodruhoveé urovni
« k dispozici 10 pér univerzalnich primér zna&enych fluorescemi barvickou pro
pouziti na sekvenatoru
jaderné mikrosatelity (SSRs)
+ nejlepsi marker pro zhodnoceni variability na pagnil Grovni
« druhow specifické primery - pouzitelné pouze figact, Ze pro studovany druh
byly primery jiz publikovany
« po otestovani amplifikovatelnosti Ize vyuZit fluscertné znatené primery a pro

hodnoceni variability automaticky sekvenator.

Sekvenovani

Cilem sekvenovani je stanoveni primarni struktusbati pdadi nukleotid
(resp.bazi) v jednom iezttzci DNA (druhy fettzec je komplementarni). Metody, jez
umoziuji rychle a spolehli& stanovit sekvenci nukleofidhraji klicovou roli v analyzy
genonmii a umo#uji |épe porozurt molekularni podstat zakladnich biologickych
proces.. Znalost sekvence DNA se pouziva k odvozeni infmeno aminokyselinové
sekvenci kédovanych protéinregulaci jejich tvorby a umanje téz detaild stanovit
charakter mutaci. Znalost sekvenci DNA awmaurychlila rozvoj dalSich molekularnich
metod, mezi které patnagiklad PCR jejiz provedeni je na znalosti DNA z&visl

Pro sekvenovani byly vyvinuty dyprincipialré odliSné metody:

» chmickd Maxamovo-Gilbertova metoda

» enzymatickd Sangerova metoda

Chemicka metoda sekvenovani (Maxamovo-Gilbertova)

Podstatou této metody je specifickép&ni molekuly DNA fisobenim chemickych
¢inidel v mistech, kde se nachazi bazeitého typu. Vychozim materidlem je soubor
identickych fragmerit jednovlaknové DNA jez jsou na jednom konci o@mmay
radioaktivni znakou. Kazdou zétytr bazi v molekule DNA je mozné modifikovat tak, aby

na jejim mist bylo mozno dosadhnoutrgrusenirettzce DNA. Takovéeto modifikace bazi
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Ize navodit napiklad pouzitim hydroxidu sodného §geni A,C), dimetylsulfatu (§peni
G), kyseliny mrave&i nebo hydrazinu (§peni C,T). Je vSakigdba nastavit podminky
reakce tak, aby byla takto modifikovana pouze jedrdze wetézci. Pomoci této
modifikace se vytvii na rettzci DNA kiehké misto citlivé ke &peni a gsobenim
piperidinu a vysoké teploty dochazi v tomto mistozSEpeniretizce.

Vysledkem této reakce je soubor fragnieBtNA raznych délek, jez odpovidaji
vzdalenosti uiité baze od zrgného konce vychozi molekuly DNA.

Sekvenovani probiha v nasledujicich sedmi krocich:

1. piprava oznéenych jedngetzcovych fragmerit DNA, u kterych chceme

sekvenci stanovit
rozctleni souboru fragmeatdo ¢tyi vzorki
modifikace baze DNA kazdého vzorku pomoci chémiétky

rozSépeni DNA ve vSech mistech, kde byly baze modifikgva

o b~ 0N

rozctleni fragmeni DNA elektroforézou v polyakrylamidovém gelu, nagris

vzorka kazdé zetyi reakci v definovaném padi na gel

o

autoradiograficka detekcgch fragment, které maji ozngeny konec

7. stanoveni sekvence DNA z autoradiogramu

Tato metoda sekvenovani ma vSak mnoho nevyhody geoffiliS nepouziva. Data,
ktera jsou vysledkem této metody jsou h@resna nez data metody enzymatické, coz je

zagicinéno mznymi neistotami chemickych ¢inidel. Dale je nezbytné vyuziti

radioaktivré znaenych koné s vysokou arovni radioaktivity. Tento igob sekvenovani

viN 7

Enzymaticka metoda sekvenovani (Sangerova)

Tato metoda je v s@éasné dob nejkEzrejSi metodou sekvenovaniiiPéto metod je
molekula DNA jejiz sekvenci chceme stanovit pouzjgko matrice pro syntézu
komplementarnichetzci raizné délky prosednictvim DNA-polymerazy.

Stejre jako u chemické metody sekvenovani jsou reakcegobmy ve ctyiech
odclenych vzorcich. Kazda reakce jecema ke stanoveni relativni relativni pozice
specifické baze na konci analyzovanéiettzce. To je provedenofipravou reaknich

smesi , které obsahuji:
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» purifikovanou molekulu DNA u které chceme stan@ékvenci

» primer @ipojujici se kéasti molekuly DNA

» smes obsahujici 4 normalni nukleotidy a jedertzg ddNTP

» DNA-polymerazu
Abychom mohli no¥ syntetizované sekvence detekovatigbé, aby byl primer, ddNTP
nebo jeden zectyt dNTP radioaktivld ¢i neradioaktivd ozna&en. Po proéhnuti
polymeriz&ni reakce se produkty denaturuji a separuji na gkojyamidovém
denaturujicim gelu stejrtak, jako pi chemické meto#l Podobg probih& i vyhodnoceni
dat z autoradiogramu. (PANICEK 2005)

2.4.2.2. Techniky molekularnich markefi zalozené na hybridizaci bez
pouziti PCR

* RFLP (CAPS) - polymorfismus délky restrikénich fragmenta (Restriction
Fragment Length Polymorphisi@eaved Amplified Polymorhic Sequence

* VNTR technika (Variability of Number Tandem Repeats — variabilpactu
tandemovych repetici ) (RACLAVSKY 1998).

« Southerniiv pienos(Southern blooting) (ZUROVEC a kol.1999).

RFLP (CAPS) - polymorfismus délky restrikénich fragmenti (Restriction Fragment
Length Polymorphism, Cleaved Amplified Polymorhic ®quence)

Analyza délkového polymorfizmu restéikich fragment (RFLP) je metoda
zalozend na funkci resttikich endonukleaz. Tyto enzymy katalyzuji hydrolyzu
fosfodiesterové vazby specificky v mdskonkrétni palindromické deoxynukleotidové
sekvence.

Frekvence $peni se |iSi podle délky specifické cilové sekvenestriktazy.
Napriklad @i pouziti restriktazy setyrnukleotidovym rozpoznavacim mistem dostaneme
frekvenci pravdpodobného #peni jednou na 256 nukleotid(4* ). Existuje velké
mnozstvi restriknich endonukledz atznymi a Gzn¢ dlouhymi rozpoznavacimi

sekvencemi.

29



Restrikknim S€penim je ziskana sada fragmeuwt tizné velikosti. Fragmenty jsou
nasledd separovany gelovou elektroforézou a vygjé charakteristicky pattern. Takto
ziskané patterny jsou porovnavany s jiz publikovangyatterny (ALBERTS a kol. 1998).

RFLP je metoda vhodna pro studium variability ¢éiziibuznych skupin, proto se
hodi i pro studium druhové variability kompleRinus mugoKe zmnozeni Useku se &p
pouziva PCR, po kterém pak RFLP nasleduje.

VNTR technika — variabilita poétu tandemovych repetici (Variability of Number
Tandem Repeats) (RACLAVSKY 1998).

Rozsahlého vyuziti doznala technika DNA fingerpgt, vyuZivajici kratké
nespecifické sondy a detekujici polymorfismus navar stedrg repetitivnich sekvenci —
tzv. minisateliti (jsou tvdeny opakovanimi Uséksekvenci dlouhych od 10 — 60 pér
bézi). Tyto minisatelity se s neépéi prava@podobnosti vyskytuji viznych pozicich
v celém eukaryontnim genomu.deb opakovani itého minisatelitu mze u jednotlivych
jedinai studované populace kolisat (VNTR) a tato varitdbjk detekovana jako variabilita
délky restriknich fragment po Stpeni DNA restriknimi enzymy, které nefi v rdmci
sekvenci dané repetice. Pragddobré nejvyznamgjsSi aplikace analyzy minisatalit
v rostlinné evoluci je hodnocetiistoty a identifikace kloh a studium evoknich otdzek
(BACHMANN 1992).

DalSim typem velmi kratkych repetitivhich sekvermptylenych po eukaryontnim
genomu jsou mikrosatelity (LITT a LUTY 1989). Milgatelity jsou tvéeny tandemovymi
opakovanimi usekdlouhych 2 — 6 bazi a vykazuji rozsahly polymanifiss dany délkou
opakovani &chto kratkych motiit a gredstavuji stabilni kodominantni systém vyuzitelny
pro identifikaci genotyp a mapovani rostlinného genomu (MORGANTE a OLIVIERI
1993). Narozdil od minisatelit jsou amplifikovany pomoci PCR a jsou zjistitelné
elektroforézouREHOUT a kol. 2000).

Southerniiv pirenos (Southern blooting)

Tato metoda byla poprvé popséana v roce 1975 a patisk zakladnim postupn
molekularni biologie. SlouZi k detekci specifickyskkvenci DNA (ZUROVEC a kol.
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1999). Ri této metod dochézi k penosu DNA na membranu a naslédn hybridizaci
genomové DNA, ktera byla roz@ena restrikni endonukleazou, rozkkna elektroforézou

a renesena z agarézového gelu na nitrocelul6zovy Whkastni hybridizace se provadi
s radioaktivd nebo neradioaktivh znaenou sondou v roztoku.Vizualizace se provadi
pomoci autoradiografie.fPpouZiti neradioaktivé (chemiluminiscetné) znaené sondy,

je mozna pimé vizualizace. Metoda informuje @ifpmnosti tsek DNA homolognich se
sondou a fiblizn¢ i o jejich pa&tu. Pomoci southernovagnosu je mozZno segs\wdcit o
existenci ukité sekvence (transgenu, transpozonu, jakéhokohugeaunikatni nebo
repetitivni DNA) v genomu ( ONREJ a DROBNIK 2002).

2.5. Elektroforetické metody

Elektroforéza pdt k nejpouzivagSim separénim technikdm vyuZivanym tip
izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovin. pRe@& byla popsana vroce 1909
Michaelisem (ERDELSKY a FR11979).

Je to jednoducha, rychla &tpm vysoce citliva analytickd metoda, jez je zalod na
nestejné pohyblivosti elektricky nabitycliastic v jednosgrném elektrickém poli.
(SMARDA a kol. 2005). Mira pohyblivosti (mobilitpastice zavisi na gradientu réip na
velikosti ,cistého* nabojeastice, velikosttastice, jejim tvaru, na iontové sile, visk¢zt
teplo€ média, ve kterém se molekuly pohybuji afippE gelové elektroforézy i na
piipadnych interakcich mezi nésm acastici (ANDREWS 1993, HOEFER 1994).

Elektroforéza se fi¥e provadt primo v roztoku (,volg“) nebo ve vhodném nasi

2.5.1. Volna elektroforéza

V klasické tzv. "volné" technice se elktroforézaoydadi ve vodnych roztocich
tlumivych roztoki (elektrolytu) acastice putuji sgrem k elektrod s op&nou polaritou
rychlostmi, které jsou udmné velikosti jejich naboje. Rychlost migrace a jendné
odcklovani ¢astic je dano téz pouzitym gradientem ¢tapMetoda je velice jednoducha,
ale jeji zné&nou nevyhodou je, Ze se separace snadno poruSiekmimi proudy v
kapalire, které vznikaji vlivem tepla, figsobeného gichodem elektrického proudu. Proto
se této techniky pouziva velmiidka.
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2.5.2. Elektroforéza na nosiich

Aby se odstranily nedostatky volné elektroforéjyvenik konvernich proud a
difuze, které vyrazh zhorSuji vysledky separace,cata se provait elektroforéza na
noscich, nazyvana tézonalni elektroforéza Nosie pouzivanéip elektroforéze musi byt
hydrofilni, nerozpustné ve véd nely by mit co nejmensi adsampi schopnosti. Prvnimi
pouzitymi nosti byly neklizeny papir ( tzv. chromatograficky )acetat celulosy Skrob
(nezgelovally ) a celulosa.V sowasné dob se jako nosie pouzivaji hlavé gely, a to

zejménaagarosovy gelSkrobovy gela pravdpodobré negastji gel polyakrylamidovy.

2.5.2.1. Elektroforéza na papie a acetylcelul6ze
proteini a dalSich makromolekul. Nyni se vSak jiz od jebazivani upousti, zidlodi ne
piilis velké homogenity ve velikosti piirelektroendoosmézy, malé pevnosti, a také proto,
Ze rekteré materialy, zejména proteiny, jsou adsorbovanyysledkem pak jsou Siroké
prouzky se Spatnym rozliSenim (ANDREWS 1993).

Acetylceluldéza vykazuje vyraZnuniformegjSi velikost poé nezli papir a nedochazi
ani k absorbci protein Jeji rozliSovaci schopnost se blizi rozliSenipobyakrylamidu a
ma& oproti gmu i fadu vyhod. Mezi nejvyznagsi pati snadnd manipulace, minimum

operaci pi pripraw gelu a minimalni spétba chemikalii (ANDREWS 1993).

2.5.2.2. Gelova elektroforéza

Z praktickych divodi se elektroforéza neprovadiimo v roztoku, ale ve vhodném
nosti, kterym byva obvykle gel. Takovéto gely jsou dagji tvoreny polyakrylamidem
nebo agarézou. Tyto latky tkiosloZitou sfovou strukturu polymernich molekul s pory,
jejichz velikost Ize ovlivnit sloZzenim roztoku areentraci polymeru .

Podle polohy gelu v elektroforetické apatatwozliSujeme horizontalni a vertikalni
gelovou elektroforézu, které maji deskové wapani a dale kapilarni elektroforézu, u niz
je gel uvnit kapilary (SMARDA a kol. 2005).
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Elektroforéza na agar6zovém gelu

Elektroforéza na agar6zovém gelu je zakladni metquto identifikaci a separaci
molekul a fragmerit DNA, které se nedajiétit jinymi metodami jako je nap centrifugace
v hustotnim gradientu (TURA a kol. 1992).

Agaréza je linearni polysacharid temy p-D-galaktopyran6zou a 3,6-anhydpel--
galaktopyran6zou, které jsou spojeny glykozidoviwazbami (SMARDA a kol. 2005).
Gel funguje jako molekularni sito, fragmenty s godle velikosti —¢im kratSi, tim dale
od startu migruji, Pcemz fragmenty stejné délky vyttioprouzky. Pozici DNA na gelu
zjistime obarvenim gelu ethidium bromidem a vizedi UV s¥tlem. Délky jednotlivych
fragmeni urcujeme kalibraci gelu pomoci stand&i@NA znamé délky.

Migracni rychlost zavisi hlawhna velikosti molekuly DNA, na koncentraci agarozy,
konformaci DNA a velikosti nafti (ZUROVEC a kol. 1999).

Agardzové gely jsou vhodné pro separaci molekileavych kyselin o velikosti od
100 bp az po zhruba 50 kb (SMARDA a kol. 2005).

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE)

Elektroforéza na  polyakrylamidovém  geluprobihd v nedenatutaim
diskontinualnim PAGE systému (GRAMAN a kol. 1999el je pfihledny, pruzny,
termostabilni,velkou vyhodou je moZnost regulovelikost pofi a nastaveni hustotniho
gradientu v profilu gelu. Ma nizky elektroendoositiof potencial, Ize jej vysusit a ziskat
tak permanentni stabilni zaznam. Nevyhodou je wSakita monomet, nizky odpor gei
a chylgjici pacateini viskozita roztoku (HOEFER 1994).

Polyakrylamidové gely se pouZzivaji pro separaand$ieh molekul od 10 do 1000 bp
(SMARDA a kol. 2005).

SDS- PAGE

Tato metoda je zaloZena na elektroforéze konipbenaturovanych polypeptids
detergentem dodecylsulfatem sodnym (SDS). Navaz&i& se nabojové rozdily mezi
proteiny vyruSi, komplexy protein-SDS jsou v nelmid a zasaditém prasdi silré
negativié¢ nabité a swruji k anod. Prochazeji-li gelem o vhodné por@ézifje jejich

pohyblivost dana tést vyhradré velikosti molekuly. Po srovnani s pohyblivostinstardi
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o znamé molekulové hmotnostiagieme snadno a relati&rpresré uréit molekulovou
hmotnost proteit ¢i jejich podjednotek.

SDS-PAGE lIze pouzitipdevsSim k analyze slozitych 8si proteirdi, pro ugovani
molekulovych hmotnosti a k ziskani informaci o jeoajotkovém slozeni daného proteinu
(HOREJSI 1985).
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Obr.4.: Zakladni uspoiradani plosné elektroforézy
Kapilarni elektroforéza

Zvlastnim zfsobem elektroforézy je tzv. kapilarni elektroforékéera vyuziva
elektrokinetickych princip elektroforézy a elektroosmézy k separaci latek itivn
kiemenné kapilary. Tomuto #&pobu elektroforézy sedika vysokodinna kapilarni
elektroforéza (HPCE ) a provadi s&kalika zpisoby - jako volna elektroforéza, gelova
elektroforéza, ale i jako izoelektricka fokusaceeZ\ljeji vyhody pai: rychlost analyzy,
moznost automatizace, vysoka citlivost aipba jen malého mnozstvi vzorku (VOET a
VOETOVA1990)

» Volna kapilarni elektroforéza ( free-zone capillaslectrophoresis )

Technika je zaloZzena na separaci latek viete® kapilée napliné elektrolytem. K
separaci dochazi kombinaci vlivu elektroforetickégnace a elektroosmotického toku.
Elektroforetickou migraci rozumime pohyb nabitycholekul v elektrickém poli.
Elektroosmoticky tok je tok elektrolytu é#pobeny nabojem vifiti stny kapilary a
aplikovanym potencialem (VOET a VOETOVA1990)
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Obr.5.: Struéné schéma kapilarni elektroforézy a elektroosmotick tok kapilarou
(pFevzato a upraveno HOEFER 1994).

» Kapilarni gelova elektroforéza

Pracuje s kapilarou, na@mou fiznymi typy material ( podle separované ssi ).
Kapilara mize byt napltina agarosou nebo polyakrylamidovym gelem. Tento typ
elektroforézy maradu spolénych rysi ( pokud jde o provedeni ) s volnou kapilarni
elektroforézou. Je zde vSakkolik vyznamnych rozdil : separace vzorku nezavisi na toku
elektrolytu ve sniru elektrody, ale pouze na elektroforetickém pohghbitych molekul
gelovou matrici sirem k elektrod. Krome elektroforetické pohyblivosti jefpseparaci
dulezitd také porosita pouzitého gelu, velikost sepanych molekul, pogr velikosti
molekul a naboje a fyzikalni dimenze roztoku. Svolu pti separaci hraji i faktory, které
ovliviuji volnou kapilarni elektroforézu, jako velikosapsti, délka a pimér kapilary, pH
a iontova sila elektrolytu. Pokud maji separovanélekuly blizkou molekulovou
hmotnost, rozliSitelnost na zakkadelikosti molekuly je mala. Je mozno ji ale zvysit
piidanim organickych rozpouftel, chaotropnich sl@enin nebo micel do elektrolytu.
Tatocinidla meni tvar, velikost a naboj separovanych molekulZzéaknohou vyrazhmenit

schopnost separace.

» Isoelektricka fokusace (IEF)
IEF je velmi &innou technikou pouzitelnou pro separaci prateifejim principem
je aplikace elektrického pole n@p stabilnim gradientem pH. VSechny proteiny jsou

typické svym izoelektrickym bodem pl, coZz odpovid&ovému pH, p kterém nemaji
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pozitivni ani negativni naboj.iPvysSich hodnotach pH nez je pl ponese proteiratiat
néboj, @i niz§im pH nez je pl ponese protein pozitivni rjabegativré nabité proteiny se
v gradientu pH budou pohybovat k agatbkud nedosahnou takového pH, které odpovida
pl. V tomto bod vSechny naboje ztrati a jejich pohyb se zastagbpsk proteiny nabité
kladré se budou pohybovat ke katodokud nedosahnou pl. Vyslednem tohoto procesu je
zaosteni kazdého proteinu do specifického bodu gradiphtSMARDA 2005).

Vzorky jsou extrahovany stejnymignbem jako prodely PAGE. Fokusace probiha
v 1 mm gelech ve vertikalnim usi@alani (GRAMAN a kol. 1995).

2.6. Vyhodnocovani genetickych markar

Vyznamny je také zjsob vyhodnocovani ziskanych elektroforetickych dat
zpisob jejich interpretace. Vysledné spektrum préauzka gelu se nazyva
elektroforeticky fenotyp. Tento fenotyp je Zna pronenlivy ve své komplexd, zavisi
natad faktori, nag. druhu organismu, tk&nanalyzovaného enzymu nebo bilkoviny.
V nekterych gipadech je tvilen pouze jednim neboskolika nevariabilnimi prouzky,
totoznymi ve vSech vzorcich. Naopadkteré enzymy mohou byt kdbdovany vice geny a
zobrazuji se pak jako komplexni fenotyp s 15 — 20cé prouzky u jednoho jedince.
Nasledujici faktory se povaZzuji za primarni deteamiy p@tu pozorovanych prouzk
pocet kodujicich geidn, jejich alelicky stav (homozygotni nebo heterozygo(WEEDEN
1990).

Vyhodnocovani ziskanych elektroforeograr

Pro vyhodnocovani ziskanych elektroforeogiajm pouzivanaada metod. Mezi
nejjednodussi metody vhodné& pnalém mnozZstvi analyzovanych vzork prouzk je
ruéni mefeni geli a stanoveni relativni pohyblivosti jednotlivychoémzynti nebo
bilkovinnvych pruli. Rf (relativni pohyblivost) se zjisti jako p@m vzdalenosti
sledovaného pruhudela elektroforézy od startu. Pozici prouadke i graficky znazornit
(GRAMAN a kol. 1995). Ziskané Rf jsou uway ve forng tabulek nebo gréf ve
vétSing pripadi je pri vyhodnocovani vysledk pouzivano jen kvalitativni kritérium
(pfitomnost - nefitomnost pruhu). Ziskana data lze dale statisti@dpracovat.

Vysledkem je pak vypget podobnosti (dletznych algoritnd, zavislych na pouzité
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metod vypaoctu), uspdadani koeficient podobnosti matice a pomoci clusterové analyzy
uspdadani dat do formy dendogran@{RN a SAKOVA 1996).

Denzitometrické vyhodnoceni

Digitalizovana elektroforetick&d spektra jsou ukladav p&itacovém forméatu a
nasled® vyhodnocovana s pomociiiglusného analytického softwaru (korekceugel
vybér pika pro analyzu, stanoveni relativni vazené homolsgiektra neznamé adty
podle odéd katalogizovanych v databance spekter, resp. gellofCURN a SAKOVA
1996).

Digitalni obrazova analyza gek

Velmi dobrych vysledi Ize dosahnout pouttladngjSi obrazoveé analyze dgelPro
pocitatové zpracovani ziskanych elektroforeogiiaje pouzivan barevny stolni scaner s
vysokou rozliSovaci schopnosti a speciélni softwamag. GelManager nebo Bioprofil
1D+.

Tyto programy jsou @eny zejména pro analyzu a objektivni porovnavani
jednoroznérnych elektroforetickych spekter. Umaje konstrukci rozsahlych databazi
“fingerprintd”, které pak mohou byt porovnavany. VyuzZiti ma z&@m v
epidemiologickych studiich, identifikaci genofypsystematice, ekologii, popula
genetice, klinické biochemmii a biotechnologickyaplikacich CURN a SAKOVA
1999).

Clusterova analyza

Prehlednym a ilustrativnim vysledkem analyzy speléeiseskupeni podobnych
spekter na zakladvypactu podobnostni matice — koefici@modobnosti kazdeho vzorku
se vSemi ostatnimi z vybrané databaze. Vysledkycm@ou pak podrobeny clusterové
analyze (UPGMA - unweighted pair group method, gisaverages) a vysledky
zobrazeny jako dendrogram (GRAMAN a kol. 1995). @rexgramy tak vyjatlji miru
podobnosti mezi jednotlivymi analyzovanymi spektgsp. skupinami spekter. Na ose x
je udavana mira podobnosti nebo korelace (od 0,Q,dp Spektra s korelaci nad 0,9
jsou obech nerozlisiteln4 v fipac, Ze vzorky budou separovany na jednom gelu
(CURN a SAKOVA 1999).
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Porovnavani fingerprinta
Po korekci, tj. odstrami variability v rdmci gelu nebo mezi gely igobené
nestejnymi podminkamitpelektroforéze @zna délka gél, rozbihani prouak je mozné

porovnat spektra pomogichto technik:

korelacni koeficient mezi hodnotami absorb&mich profii - dobry ukazatel
podobnosti komplexnich fingerprintpodobnost v tvaru dvou absorbarch profili je

métena bez imého efektu p&tu a velikosti pik.

jednoduchy koeficierppodobnostimezi pozicemi prouik algoritmus peita, jak
mnoho prouzik u vybranych vzork (spekter) se shoduje ve své pozici v ramci
specifikovaného rozmezi. Tento koeficient je vyh®dpouzit v pipack vysoké
reprodukovatelnosti spekter a kigmds dobrého rozliSeni prouik

Statistické hodnoceni primarnich elektroforetickychdat

Hodnoty mobilit jednotlivych prouik mohou byt dale pouZita proigsrEjSi
statistické zpracovani a vyhodnoceni podobnostigdiyych analyzovanych genotfp
(odrad) mezi sebou, sestaveni podobnostnich matiiipagr® pro grafické znazogmi
téchto podobnosti a vzdalenosti mezi genotypy édaimi (grafy ve formd dendrograr
ziskané po clusterové analyze).

Pri tomto typu statistického hodnoceni elektrofodefith dat I1ze pouzitady metod
jak pro vypd@et podobnosti, resp. vzdalenosti mezi analyzovamgiektroforetickymi

fenotypy, tak i pro tvorbu dendrogrénclusterovou analyzu).
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3. MATERIAL A METODIKA

Vypracovani této diplomové prace probihalo &alika na sebe navazujicich
fazich. Nejprve byla optimalizovana metoda pro aki DNA, poté byl provedeny
jednotlivé analyzy a nakonec statistické vyhodnoogrsledki. Pro oetreni schopnosti
primeri detekovat genetickou variabilitu nézné drovni bylo provedeno testovani na

souboru blizceiflbuznych jeding a souboru jedincz rmiznych geografickych lokalit.

3.1. Popis studovaného materialu

Analyzy byly provadny z pupei a jehlic jedind uvedenych v nasledujici tabulce v
laboratdi Biotechnologického centra ZF JU. Pro detekciafaility bylo vybrano celkem 6
populaci rodwPinus ze Sesti evropskych lokalit a to 5 jedinc kazdé populace (Obr.3.1.:
Mapa Evropy s vyzr@nim odBrovych lokalit pro analyzy). Z kazdého jedince byl
odebran vzorek @tev) a vioZzen do s&u a ozné&en. Takto byl dopraven do laboritoa
ihned po pevozu byl dale zpracovan. Odebrané vzorky byly az dbby analyzy
skladovany f teplog -20°C.

Lokality a dalSi informace o 8hu jsou uvedeny dale.

Tab.l1.: Pfrehled lokalit a informace o sléru vzorkd analyzovanych populaci

Cislo Lokalita sk¥ru Nadmdskéa Paset Daturm
Nazev DNA véetrg GPS dat vySka | analyzovanych ShEru
vzorku (WGS-84) [m] jedinai
Rakousko, Tirol, Reutte
Tannheimer Berge,
Pinus sylvestris 18 J svah nadveissenbach| 980 - 1000 6 20.9.2002

am Lech,
47°26°58'N/10°38721"

Albanie, okr. Erseke,
Pinus nigra 20 Pindos Kamenikut, 1100 6 16.5.20041
40°13°15"N/20°39°25'H

\Al

Slovensko, Nizké tatry,
PraSiva, Liptovska
Pinus mugo 4 Lazina, S svah pod | 1590-1640 6 20.6.2003
vrcholemVelkéa hol’a,
48°55"34"N/19°23°05"'E

Rakousko, Tirol, Reutte

. . jez.Plansee
Pinus uncinata 17 S7 Gpati Spiess, 980-1050 6 21.9.200p

47°27°49'N/10°48°05"'H
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Polsko, Dolny Slask,

. Wielkie Torfowisko
Pinus rotundata 14 Batorowskie,

51°17°50"'N/15°1325"'F

192

23.-
24.4.2003

Polsko, Gory

e Bystrzyckie, Torfowisko
P.xpseudopumiliog 9 pod Zieleniecem

50°20°57°°/16°24°42”

760

22.5.2002

Obr.6.:Mapa odbérovych lokalit analyzovanych populaci.
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3.2. l1zolace DNA z rostlinného materialu

Zakladnim pedpokladem us@gnych pokus bylo dostaténé mnozstvi
nedegradované DNA, ktera slouzila jako templat. Rely popul&ni genetiky je navic
nutné ziskat templatovou DNA z kazdého vzorkovanégédince zvids. DalSimi
podminkami jsou také rychlost a nenfitost procedury, nelfoje nutno testovat velké

mnozZstvi jeding.

3.2.1. Izolace rostlinné DNA pomoci CTAB (WILLIAMS a kol. 1992).

1. jehlice @istime lihem (d¥ jehlice cca 0,05g) a nadtame do fpravenych
mikrozkumavek na 0,5 cm, drtimefec¢i misce s Binebo bez.

2. k rozdrcenému materidluiigame 700 ul CTAB + (modifikaci) + 500 pl
chloroform:isoamylalkohol, inkubujeme 30 mifi 0°C

3. centrifugujeme ip max. ot 14000 po dobu 8 min

4. supernatant odpipetujeme do nove mikrozkumavky

5. piidame 50Qul isopropanolu z mrazaku, vzorky vioZzime na 15 dormrazaku

6. centrifugujeme 20 min na max. ot.

7. slijeme isopropanol, promyjeme 96% alkoholemptriigujeme 3 min a alkohol
vylijeme

8. promyjeme 70 % alkoholem, centrifugujeme, alkausajeme

9. mikrozkumavky nechadme vyschnout na Bund

10. k peletu idadme 50ul H20

3.2.2. Modifikované metody izolace DNA z rostlinnékané zaloZzené na
metodé CTAB

Izolace rostlinné DNA byla provedena z jehlic a @ouipvySe uvedenych druihrodu
Pinus. Pro p@ateni srovnani byla zvolenoc¢kolik zpasohi, z nichz ne vSchny se
oswdcily. Provedena byla Sorbitolova extrakce a Izolagstlinné DNA pomoci CTAB
(WILLIAMS a kol. 1992) v jejimZ protokolu byly pradeny drobné modifikace.
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Prvnim testovanym postupem izolace byla Sorbitolex@akce, kterd vSak nebyla
priliS us@sna, ziskand DNA nebyla dostate ¢istd a pro pouziti kkkterym analyzam
zcela nevhodna. Druhou metodou byla izolace pont@EAB, jejiz vy&zek byl podstath
vySSi acistsi. Jak jiz bylofeceno v  postupu této metody bylo provedentkatik
modifikaci od fivodniho protokolu, z nichz byla vybrana ta, jejtbgukt se jevil jako
nejvyrovnarjsi co docistoty, mnozstvi a koncentrace izolované DNA.

Kvalita izolované DNA byla po kazdém postupu oteéta na 0,8% agarézovém
gelu.

VySe uvedenym poZzadai nejvice vyhovovala metodiolace rostlinné DNA
pomoci CTAB podle Williamse (1992) s vyuzitim makiifce ¢islo 13 (PVP + chelex +
EDTA). Presny postupy této izolace je uveden dale £k vyizolované DNA byl zjig$n

na spektrofotometru.

Modifikace izolace:
1. standardé&dle protokolu (s PVP)
bez PVP
PVP + EDTA 0,5 M (10Q)
PVP + DMSO (3Qu)
PVP + chelex
PVP + DMSO + chelex
bez PVP + DMSO
bez PVP + chelex
bez PVP + EDTA
. chelex + EDTA
. PVP + DMSO + EDTA
. PVP + EDTA + chelex + DMSO
. PVP + chelex + EDTA

© © N o o b~ w0 N

e e N
w N Rk O
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Izolace rostlinné DNA pomoci CTAB podle Williamse 1992) s vyuzitim modifikace
¢islo 13:

Pouzité chemikalie2X CTAB pufr (cetylamonium bromid) (nebo 2% mert@gthanol),
chloroform, isopropanol, 100% ethanol, 70% ethaB¥P, EDTA 0,5 M, chelex.

Postup:

1.) Jehlice oistime lihem (d¥ jehlice cca 0,05g) a na@#tame do fipravenych
mikroskumavek na 0,5 cm, rozdrtimetedi misce s hinebo bez N

2.) K rozdrcenému materiadluigame 700ul CTAB, dale PVP + chelex + EDTA (na
Spicku mikrolzicky). V digestdi pridame 500 pul snesi chloroform:isoamylalkohol.
Mikrozkumavky dolbe uzaveme, 2-3x pevratime a inkubujeme 30 minut na termomixeru
pii 60°C.

3.) centrifugujeme 20 minipl4 000 rpm.

4.) Supernatant (phledny, cca 50Qul) opatrre prepipetujeme do novych popsanych
mikrozkumavek (1,ql)

5.) Fidame 500ul vychlazeného isopropanolu, vzorky 1-2sewratime a viozime na 15
min. do mrazéku (-20°C).

6.) Centrifugujeme 20 min. na 14 000 rpm.

7.) Supernatant opatfrslyjeme do kadinky (v digesip, na dré eppendorfky lze viet
drobny mats bily pellet DNA, otevené eppendorfkyipvratime dnem nahoru na filtra
papir.

8.) Fidame 400ul vychlazeného 96% ethanolu ( z mrazéku), centufeigne 3 min. a
alkohol vylijeme.

9.) Fridame 40Qul 70% ethanolu, centrifugujeme a alkohol opatdsajeme.

10.) Eppendorfky nechame vyschnout na bingi

11.) K pelletu piddme 50Qul sterilni Milli-Q vody.
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3.2.3. Otestovani kvality DNA na 0,8% agar6zovemedu

1.) pipravili jsme 0,8% agarosovy gel
2.) 4ul nengediné DNA jsme smichali s {l loading dye na kousku parafilmu &lto 5
ul jsme nanesli na gel

3.) jako zebicek byly naneseny @l A

3.3. Analyza molekularnich markefi

3.3.1. RAPD analyza

Metoda RAPD je jednou z metod zaloZenych na PCRiZWr toho, Ze do reakce
vstupuje pouze jeden arbitrarni primer o délce tdeskleotidi. Princio této metody je v
tom, Ze se &kolikrat v celém Useku studované DNA stane, Ze @rymnasednou na
protibéZznychtetézcich DNA v amplifikovatelné vzdalenosti od sebe (ta 4 kb). V tuto

chvili je umozZrna amplifikacetasti DNA mezi nimi.

PCR snds pro RAPD vypadala takto:

« sterilni Milli-Q voda......................... 7,8

o MaSster MiX......ouueeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiis B2
L o1 1] 01 U 4ul

e studovanda DNA..........cccciiiiienn wll

Zkumavky byly vloZeny do termocykleru s nasledujigirogramem:

1.94°Coiieeeeceeee e 5 min

2.92°Cuccieceeceeeeee 1 minT
3.35°Currieiiciieeeeeeeeen 2 minkrok 2. aZ 4. prokhl ve 45 cyklech
N 7 T 3 min-

5.72°Ceeeccieecieeeee, 10 min

6.4°C.ureeiieieeeenn, ~. end
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Produkty této reakce byly elektroforeticky réhy podle délky na 1,5% agar6zovém

gelu v TBE bufferu a vizualizovany pod UV&lem pomoci ethidiumbromidu.

3.3.2. PCR-RFLP

Tato metoda se sklada ze dvou Krok
1. amplifikace konkrétniho Useku DNA pomoci dvojice znamych primédylo pouZzito
primen, které jsou komplementarni k &&kim a koné@m kodujicich get okolo
nekodujici intergenické oblasti. Nazvy primgez byly pouzity pro tuto reakci a jejich
sekvence jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
2. restrikce (naStipani) namnozeného uUseku pomoci efizymvanych restriéni
endonukleazy, které specifickysgt DNA.

Pomoci této metody hledame polymorfismus v re&tiith mistech nejzngjSich

endonukleaz a nasleglho interpretujeme jakorfibuznosti negribuznast organistn

Tab.2.: Nazvy primera a jejich sekvence

Forward Revers
primer sekvence primer sekvence
(5-3) (5-3)
IT5* (5'-3"): GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG | 26S25R| (5-3) TATGCTTAAACTCAGCGGGT
IT1 (5-3): TCCGTAGGTGAACCTGCGG T4 (5-3): TCCTCCGCTTATGATATGC

Protokol pro amplifikaci:

PCR snds vypadala takto:

*  PPP Master MiX..........cccuvveeee. 12,6
o primer ITS5*......ccooiiiiie 0,28
* primer 26S25R..............cceee 0,2b
* PCR voda (Top-Bio)................. 11
¢ DNA oo, ol
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Zkumavky byly vlioZeny do termocykleru s nasleduigrogramem:

1.94°C S.min
2.95%°C..iiiiii Lmin A

3.55°%C ., L.min  krok 2. aZ 4. prokhl ve 35 cyklech
8.72°Ceoiiiiieeeeeeeeeeeeeee 1min

O, T2°Ciiiiiiiie e 7.min

6. 4°C..iiiii —.end

Po prokhnuté reakci jsme otestovali kvalitu amplifikovanédRCR produktu vSech
deseti vzork nanesenim &l na 1,5% agarozovy gel v TBE bufferu. Do prvni langelu
byly naneseny 3ul Zekricku (100bp ladder). Délka produktu byla zjiga pomoci
UltraQuant Software porovnanim s prouzky DNA mauker

Na gelu by mil byt vidét jeden jasny prouzek, bez kratSighdelSich nespecifickych
prouzki, délky odpovidajici &ekavané délce PCR produktu.

Jelikoz se v PCR produktu objevily nespecifickédgfinovatelné) prouzky, byly
fragmenty z gelu \§znuty a po jejich purifikaci byly pouzity pro sekvovani.

Purifikace PCR produktu z agar6zového gelu

PCR produkty separované na agarézovém gelu bylyZifyo pro sekvenovani.
Prouzky o pislusné velikosti byly v§iznuty z gelu a purifikovany pomoci QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, SRN) podle navodu vyrobce.

Protokol pro purifikaci PCR produktu z agarézoveéjeu:

1) Z gelu byly skalpelem wiznuty jednotlivé fragmenty, vioZzeny do mikrozkurkgv
a ozngeny.

2) Do kazdé mikrozkumavky bylotidano na 100 mg fragmentu 30d L1,
mikrozkumavky byly uzakeny a vlozeny to termoboxu na 15 mirfi pO °C,
béhem rozpou&ni 3x protepeme.

3) Jednotlivé fragmentyiplijeme ez gedem oznéené kolonky a centrifugujeme 1
min. pii 14000 rpm. Spodni zkumavku slijeme, filtr vratiftemplat zachycen na
filtru).
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4) Ke kazdému vzorkuisame 50Qul L2, nasleds centrifugujeme 1 min.ip 14000
rpm , supernatant slijeme asgentrifugujeme 1 min.ip14000 rpm.

5) Spodni zkumavku odstranime a filttepeseme do nové mikrozkumavky. Ke
vzorku gidame 50ul sterilni Milli-Q vody, filtr odstranime a zkumaukvlozime
na 2 min.do centrifugyip14000 rpm.

6) Templat uchovame v mrazaku do upbeni.

3.3.3. Sekvenovani

Sekvenovany byly produkty PCR-RFLP. Pro sekvenovdyly pouzity stejné
primery jako pro PCR-RFLP. Fragmenty DNA byly osekgvany z obou stran a
porovnany s databazi GenBank.
Tato technika prathla ve tech fazich:
1. Priprava templatu

» PreciSteni fragmentu

Produty byly vyiznuty z gelu a fragmentyigisttny pomoci QIAquick Gel

Extraction Kit podle vySe popsaného protokolu.

» Mereni koncentrace gedeni DNA na koncentraci pagbnou pro sekvenovani

Do sekvenéni reakce je pdtba gidat vhodné mnozstvi templatové DNA, proto
byla métena koncentrace purifikovaného PCR produki2p0 nm 280 nm. Koncentrace
DNA se pohybovala od 8 do 52 ngd/

Mnozstvi DNA potebné pro reakci bylo odeno z tabulky dodavané vyrobcem
sekvenaniho kitu. Toto mnozstvi zavisi na typu DNA (jednabo dvouvlaknovd) a na
velikosti fragmentu. Pro PCR produkt o délce 200-6p odpovida této koncentraci 3-10
ng a pro PCR produkt o délce 500-1000 bp odpowdttAkoncentraci 5-20 ng templatove
DNA.

2. vlastni sekvend#ni reakce (cycle sequencing)

Sekvenovano bylo pomoci kitu BigDye Terminator vEgcle Sequencing Kit od
firmy ABI.
Sekvenani reakce byla napipetovana podle nasledujici kgbul
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cela reakce

Ready Reaction Mix al
primer 3,2 pmol
templatovA DNA | ...
Sequencing Biffer 5x O pl
voda | ...
celkovy objem 2Qu

Sekvenovano bylo vzdy jen s jednim primerem (umddsii cca 450-550 bazi).

Pokud byl sekvenovan delSi Usek nez cca 500 bgid, tteba provést dv sekvenani

reakce s tznymi primery forward a revers@. MnoZstvi templatové DNA bylo

napipetovano podle nasledujici tabulky.

templat (PCR produkt) |mnoZstvi
100-200 bp 1-3ng
200-500 bp 3-10 ng
500-1000 bp 5-20 ng
1000-2000 bp 10-40 ng

Vodou bylo doplgno do 20ul, vSechny sloZky promichany a lehcecstoy. Vzorky

byly vloZzeny do PCR cykleru s nasledujicim programe

1. 96°C.iiiiiiiiiiiiiiis 1 min
2. 96°C...iiiiiiiiii, 10 seqy
3. B0 °Caiin

4. 60 °Cvooeeeeeeeeeeeveeeeeereeeeenn 4 min-
5. 4°Ciiiiiiie e hold

3. precipitace produktu

DNA byla precipitovana podle protokolu dodavanélimbcem sekvergaiho kitu.
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Protokol pro precipitaci produktu:

1) Ke 20 ul produktu byly pidany 2 ul 3M NaOAc (acetat sodny) a 50 96%
ethanolu. VSe bylo promichano a ponechano stataporatorni teplat 10-15
minut.

2) Vzorky byly okamzi¢ stateny v gedchlazené centrifuze (€) pri 13 200 rpm na
30 minut.

3) Supernatant byl ihnempatrné (precipitat neni viet) odstragn.

4) Pelet byl dvakrat promyvan 25070% ethanolu a vzorky byly centrifugovany 15
minut @i 13 200 rpm a 4C.

5) Supernatant byl odstr&m a pelet vysuSsen 15 az 20 minuti 87 °C (ha

termobloku).

Precipitované vzorky ve vysuSené farmyly analyzovany v Laboratogenomiky AV
CR/BF JU.
Vysledky byly porovnany s dostupnymi sekvencematdaze GenBank.

3.3.4. Mikrosatelitni markery

Mikrosatelitni markery (SSR — Simple Sequence RispedTR — Short Tandem
Repeats), které byly v této praci pouzity k detekaniiability genotyjd Pinus mugoagg.
jsou sekvence DNA sloZené z mnohokrat se opakhjiciotivi 1 — 6 nukleotid. nag.
(GA)n. Mikrosatelity sefadi k metodam lokusovym, kdy se sleduje jetitéy predem
definované misto v genomu a k metodam amplifikan, kdy je fragment DNA namnoZen
pomoci polymerazoviettzove reakce (PCR).

Umoziuji rozliSeni homozygdt(1 fragment) a heterozygo{2 fragmenty). Rozdil
v délce fragmerit genomové DNA podmimé gitomnosti SSR bylo pouzito k odliSeni

blizce gibuznych jedint a k detekci vztalnmezi nimi.

Pro detekci variability bylo vybrano 6 geografickgdalenych populaci r. Pinus.
Testovano bylo # jedinal z kazdé populace. K dispozici bylo celkem Sesmpri o
znameé nukleotidové sekvenci, jez byly komplemeritlraatatkim a koném kddujicich

geni okolo nekodujici intergenické oblasti.
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Reakni smés pro polymerazovouetzovou reakci o celkovém objemu 25ul ma

nasledujici slozeni:

o sterilni Milli-Q voda...........cccceeiiiiiiieiieee 11,0Ql
o PPP Master MiX......oooeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeem 12,5Ql
L SN o] 111 PR 0,2pl
LG I o111 =] PR 0,2pl
o templatova DNA........ccooiiiiei e 1,00

Zkumavky byly vioZzeny do termocycleru s nasledajigirogramem o teplotnim profilu

dle pouzitého primeru:

1) 94°Cureiiicceecieeceeee e 1 min

2) O4°Cooeoreeree e 1 min

3) 50-65°C..cceveeeciieeiiieecireeenne. 1 mitrok 2. az 4. prohl ve 45 cyklech
4) T2°Coroeeooeeeeeeoeoeeeeeeeeeee 1 mid

B) T2°Ceeieeeeeeeeee e, 3 min

6)  A°Coooeoeeoeee D

Cely objem PCR produktbyl nandSen na 2 % agarosovy gel a néaslduy
produkty separovany na horizontalni elektroforéie83pV v 1x TBE pufru az 2,5 hodiny.
Na gel byl gidavan marker 100bp DNA Marker (NEB). AmplifikovarldNA byla

analyzovana pod UV #énim.

Ziskané elektroforeogramy byly vyhodnoceny pomddahdrni matice, kde 1
znamena ptomnost produktu a 0 absenci produktu. Dale bytp wysledky statisticky
zpracovany programem MVSP (Kovach Soft.) a nasledyl sestaven dendrogram a

ordinani diagram.
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3.4. Riprava reagencii

2 x CTAB s PVP (polyvinylpyrolidon)

chemikalie | g /1000 m|

2% CTAB 20

100 mM Tris 12,114

20 mM EDTA 7,44

1,4 M NacCl 81,83
1% PVP 40 10
5 x pufr TBE
Tris base 549

Kyselina boritd 27,5 g

0,5MEDTA | 20 ml

Rozpustit v 800 ml destilované vody a dovést objieni 000 ml.

1 x pufr TBE
100 ml 5 x TBE dovést destilovanou vodou do 500 ml.

1,5 % agardzovy gel

agaréza 1,59
1x TBE 100 ml
EtBr up

Po rozpu&ini smés kratce powit.

2 % agar6zovy gel

agar6za 29
1 x TBE 100 ml
EtBr 2ul

Po rozpu&ini smés kratce powit.
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4. VYSLEDKY

4.1. Izolace DNA

Ze dvou zakladnich odzkouSenych metod izolace DMN#&ldce rostlinné DNA
pomoci CTAB podle Williamse (1992) a Sorbitolovdrakce) nejvice vyhovovala metoda
izolace rostlinné DNA pomoci CTAB podle WilliamsEd02) u niz byla provedena drobna
modifikace (13.- idano PVP + chelex + EDTA).

Obr.7.: Elektroforeogram DNA izolované metodou CTAB podle Williamse (1992)

(¢isla vzorka koresponduji séislem modifikace)

- = LR AP | W Lt |

M1 2 345 67 8 910111213

Obr.8.: Sorbitolova extrakce gisla vzorki koresponduji séislem modifikace)
N m JE&‘
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4.2. PCR-RFLP

ITS primery byly zkouSeny na populaciemus mugaPinus sylvestrisNazvy a

sekvence pouzitych primgsou uvedeny v tabulce 2. DNA pouzita pro reakdaby

izolovana z jehlic a pupérvySe uvedenych populaci.

Obr.9.: Vysledny elektroforeogram.
Vzorky 1 —5:1T1 +1T4; vzorky 6 — 10 : 26 S25RH5*

'!w-ﬂ-w!

M 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10

Pro reakci byla pouzita DNRinus mugazolovana z pupean Po vizualizaci se na gelu

objevilo velké mnozstvi nespecifickych pfyhproto byla reakce provedena znovu. Byla

pouzita DNA izolovana z jehliPinus sylvestris

Obr.10. ITS produkty na snimku po elektroforéze.

[
—
- —
-— —g -

Pro reakci byla pouZita DNA izolovand z jehlic. \yghé fragmenty byly purifikovany

Z gelu, namnozeny pomoci PCR a pouzity pro sekwamov
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4.3. RAPD analyza

Byla provedena analyza celkem se 60 primery —ddé@@rimery Operon, kity
OP-A, OP-B a OP-F. Charakteristické pro ziskandedky je velmi vysokd variabilita v
ramci jednotlivych geografickych populaci i mezipptacemi navzjem.ifklad vysledk
— spektrum RAPD a dendrogram je uveden na nastédujobrazcich, kde je patrné velmi
polymorfni spektrum markéra prolinani jednotlivych populaci po digitalni bize geti a

jejich statistickém zpracovani.

2 2
11
11
11

"'U 8% e
JBEEs=E =- 858 _ce o= SlGe:-.

P TLTE ™ _—— - o

M 4 7 2532 34 3536 40 44 48 M 6 23 25 28 29 3136 39 43 45 M 26 4649 55 58 60 6567 63 69 M

Obr.11.: Spektrum RAPD markera (primer OPA-19) u vybranych jedinci populaci

Pinus uncinata Pinus rotundata Pinus rotundata

100%  90%  80%  70% 0% 0% 0% 30% 0% 10% 0%
PA-B-A19/B25
PA-B-AIWB7
PA--A19936
PA-J-A19J43
PA-B-A1%B40
PA-B-A19B48
PABAIMBR ——
PAB-A19/B35
PABAINBY |
PA-B-A19/B34
PA-B-A19/B36
PA-M-AT9/M45

PA-J-A1931
PA-J-A191J45 :—]
PA-M-A19/M55 1 I
PA-M-A19/M58 I
PA-M-A19/MG0
PA-J-A191J39
PA-B-A19/B4
PA-M-A19/M6H
PASATING———
PA-M-A19M26—————
PA-J-A19125
PA-B-A19/BM —]
PA-J-A19%IM
PA-M-A19/MEI
PA-J-A19123
PA-J-A19/J29
PA-J-A19J28
PA-M-A19/M49
PA-M-A19/M67
PA-M-A19/MES
PA-M-AT9MM
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4.4. Sekvenovani

Vysledky sekvenovani byly porovnany se sekvencelnstupnymi v databazi
GenBank. Po provedeni PCR reakce byiy gouZziti primefi GYM ziskany jednotlivé
pruhy o velikosti cca 300 bp (nha gelu byktelny 1 pruh o této velikosti). Po sekveénia
analyze a porovnani ziskanych vyshkedk databazi GeneBank byly tyto produkty
amplifikace identifikovany jako ITS oblasti z rodRinus Naopak po provedeni PCR
reakce s univerzalnimi primery ITS1-1TS4 bylo zis&ice amplifikénich produki (2-

5) a po provedeni sekveim analyzy byly tyto produkty identifikovany jak@$ oblasti
raznych druli fytopatogennich a endofytnich hub.

Blast 4 :vzorek 29 Pinus sylvestrisprimer 26S25R

en 30 40 50 100 110
GTTG GAGCT AL TCC BGCCCTACCCCATG GG AG B ACAAG AG AGAGEAHAG AAE TGGAGY YATGGYHEAEEEAAEEAAEEEAAA CCAABAR TT AAAAYSS NU G

LAl ! A ..“M““.‘JW m” N‘ ,Lﬂn l,_L_,n....,‘,.‘,h y

Pinus sylvestris internal transcribed spacer ltjgda@equence; 5.8S
AF037003.1ribosomal RNA gene; and internal transcribed spaceomplete 95%
sequence

Blast 9 vzorek 29 Pinus sylvestrisprimer IT5*

0 a0 100 llo lzo 130 140 150 P 170
TCTTGECTTTGCOTCTCTCTTGTCCTCCCA GGEGGGEGGGR GG ATTTAGC TCCAACTTTGCGACCTCAGC TTAG GORC GAACACCC GO TG AGTTTALAGC

LT el

Pinus sylvestris internal transcribed spacer ltjgdaequence; 5.8S
AF037003.1ribosomal RNA gene; and internal transcribed spaceomplete 92%
sequence
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Blast 15:vzorek 3/1 Pinus sylvestrisprimer T4

Dothioraceae sp. BC10 18S ribosomal RNA gene,@a#iquence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal REAeg and internal

0
D 317340'1transcribed spacer 2, complete sequence; and B8Somal RNA 70%
gene, partial sequence
Sydowia polyspora isolate aurim1179 small sububndsomal RNA
DO093678. 19ene, partial sequence; internal transcribed sgac¢eBS ribosomal 20%

RNA gene, and internal transcribed spacer 2, camglequence; and
large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

4.5. Mikrosatelitni markery
Celkem bylo analyze podrobeno 30 jedize Sesti evropskych lokalit.

Tab.3.: Pfrehled analyzovanych jeding

druh fislo ¢islo vzorku
populace
Pinus sylvestrig.. 18 316 24|29 30
Pinus nigra 20 711211322 25
Pinus mugodlurra 4 67 8 9| 15
Pinus rotundatda.ink 14 8 7 11 12|16
Pinus uncinateRamond 17 47 | 9 12 17
P. x pseudopumiliaVillk. 9 615 17 31 34

Optimalizace podminek metodiky SSR
Metodika SSR klade velkyidaz na optimalizaci podminek reakceéggevsim bylo
dulezité stanovit pro kazdy primer vhodny teplotrofgr

Nazvy primeti jeZ byly pouZzity pro tuto reakci jsou uvedeny sledujici tabulce.
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Tab.4.: Seznam primeii pouZzitych pro SSR

teplota annealing

J

primer ]
Powell 1,2 60
SPAC 11,6 R,H 52
SPAC 11,8 R,H 55
SPAC 12,5 R,H 55
SPAG 7,14 R,H 60
PtTx 3116 R,H 55

Fingerprinty a datova matice

Fingerprinty genomu analyzovanych rostlin byly Zisi po probhnuti PCR reakce,

agarézové elektroforéze a vizualizaci DNA fragniena obrazcich 12 az 17 jsou

demonstrovany fotografie gel

Obr.12.: SSR produkty na snimku po elektroforéze (pmer Powell 1,2)

i'!

1

W@

L2

m;“o?m Ssnne sencn  wume

M 14 -

17

18

M

20 - 4 - 9

Z obrazku je patrné, ze primer Powell 1,2 vykazmenomorfni charakter, netho

pozice i intenzita generovanych prouzjsou u jednotlivych vzork ténmei shodné. Na

jeden vzorek fipada 1 prouzek.
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Obr.13.: SSR produkty na snimku po elektroforéze (pmer PtTx 3116)

)
—
wataned B  willpgeegy we Baulle -o==5
mv
14 17 18 20 s ;
M 8 7 1112 16 4 7 9 1217 J1624 2930 712 13225 6 7 8 9 15 6 15 1731 M

Tento primer mZeme povazovat za polymorfni. Na jeden vzorgggua v piméru
0-2 prouzky.

Obr.14.: SSR produkty na snimku po elektroforéze (pmer SPAC 11,6)
.l NI N

Souss GGl BESEE cecss BEBEE  EEs
; - e .
‘8 " - ool ‘
14 17 8 i 4 9

8 7 111216 4 7 9 1217 4 4504 203 7 12 1322 6 7 88 15 6 15 1731 34

Tento primer mMmZeme povazovat za polymorfni. Vapnéru 1 az 3 prouzky ffpadaji na

jeden vzorek.

Obr.15: SSR produkty na snimku po elektroforéze (pimer SPAC 11,8)
Reakce které nebyly usfné byly provedeny znova4*, 17*, 9%

FN l : [] i] i

Jl I = -
- m——— . .
" - I - . - - l

M 14 17 i@ M 20 4 5 M 14 17 5
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U populaci¢islo 18 20 a 4 primer jisty polymorfismus vykazquatSem populace 14, 17 a
9 od sebe nebylo mozné pomoci tohoto primeru odN& jeden vzorekijpada v piméru

1-3 prouzky.

Obr.16.: Elektroforeogram ziskany po pouZiti primeru SPAC 14,5

N "

B e Fgate Tewag - e e e - S '

14 17 18 20 4 9
M8 7 111216 4 7 9 1217 31624 2830 712 3225 67 89 15 6 15 173 ¥4

Primer SPAC 14,5 vytia spektrum prouzk o rizné velikosti. P&et prouzki piipadajici

na jeden vzorek se pohybuje ipru od 1-2. Tento primer je polymorfni.

Obr.17.: Elektroforeogram ziskany po pouziti primemu SPAC 12,5

B ——

M8 7111216 - 4 7 91217 M 316242930 - 7 12132225 M6 78 9 156 1517 31 34ets

Na jeden vzorek fijpada v piméru 1 prouzek. Tento primer theme povazZovat za

ponerné polymorfni.

Vysledky po analyze mikrosatdlit- gely byly vyhodnoceny a byla sestavena tabulka
a matice pitomnosti jednotlivych prulnve sledovanych vzorcich. Tato data byla nasledn
statisticky vyhodnocena a byly sfteny matice genetické vzdalenosti a po clusterové a

ordina&ni analyze byly vysledky vyj&dny ve fornr¢ dendrogram a ordin&nich diagran.
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Obr.18.: Elektroforeticka data byla zapsana ve forné datové matice obsahuijici 1 -

piitomnost pruhu a 0 - nefFitomnost pruhu

P. x

pseudopumilio

POP 9

Pinus mugo

POP 4

Pinus nigra

POP 20

Pinus

sylvestris
POP 18

Pinus uncinata

POP 17

Pinus

rotundata
POP 14

1j1}1{1{1{142fy2f2j2j2j1y1{1|1)2y242j2j1j1|1y1y1)12412f1j1j1j1

1j1/1{1{1{1/0f42f2f2j2j21{1{1|2|2/0(0f21}1]1{0|0|2|2|2|0j0|1|1

1,0/0/0/0/0{1|0|0|1|0|0|1|0|0O|0O|0O|0O|0O|O|O|1{0|0|0O|1f{1]|0|0]|O0

1111112422 f2j2y1y1y1y1y2y2f2j2}1;1|1{1y1)12412f1j1j1j1

1j1/0{1{1{21y2f2f2{1{1{0{1{1/0|20f2j0|0j1|1|0|2|2f2f2j1]|1|1

1/0,0|{0{0|0O|2/2|0|0|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|1|0|0O|0O|l0O|0O]|0O]1|1

ojoj040(0f1j0|0|1|0|0|0|0O|0Ol0O|1|0|0O|0O|0O|O|O|O|0O|0O|0O|0O|0O|O0O]1
ojoj040(0(0j10|0|1|0|2|0f(0j0|0O|1|0|0|0O|2|0|0|2|0|0|0|1|0]|O

ojoj040(0j0|0|0|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|O|0O|0O|0O|0O|0O|O|1|1|12|O0

ojoj040(0j0|0|0|0|0O|0O|0O|2|0j0|0O|0O|1|0|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O]|0O]|O
0/0/0j0|0|0|0O|OlO|0O|O|O|O|0O|0O|O|0O|O|O|0O|1|1{2|2|0|0|2|0|0O|O

0,0/0/0/0{2|/0|0|0|0O|0Oj0O|0OjO|0O|O|O|O|O|O|O|0O|0O|1|1|0|0|0O|0O|O

0j1/1/1y1/0/021|0{0O|1j2|1j1|1/0|0f0|0Of0O|1f{2|0Of1|1|0|0f1|1|0
0,o0/0/0/0/0/0|0|0|21|1|0|0|0|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|1{0|0O|0O|0O|O0O|0O1
0,0/0/0/0j0|0|0O|1|0|0j0O|0Oj0O|0OjO|O|O|O|O|O|O|0O|O|O|O|0O|O|1|0

0,0/0/0/0j0|0j0O|0O|0O|0Oj0O|OjO|O|O|O|0O|1{0|0O|0O|O|O|O|O|0O|O|OQ|O

0,0/0/0/0/0|0j0|0O|0O|0Oj0O|O|0O|0O|2|0|0O|0O|O|O|0O|0O|O|O|O|0O|O0O|O0Q|O

0,0/0/0/0/0|0j0|0O|0O|0O}j2|0j0O|1j0|1f2|1f{1|0f0O|1|0|0O|l0O|0OflO|O|O

0o|0|1/0(0j0|0|0|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O]|0O]|O
ojoj040(0j0|0|0|0O|0O|0O|0O|0Of21{0|0|0|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O]|O0O]|O
ojoj040(0j0|0|0|0|0O|2|2|2|0j0|0|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O]|O0O]|O

0j1y142(1y1/0|0|1|1|0|0f0Of2f2|21}1|1|1|2|2(0f2f2j1]1,1]|1]|0]|O0

0|1/040(0j0|0|0|0O|0O|0O|0O|0O|O|0O|0O|0O|0O|0O|O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O]|1]|O0

Powell

PtTx3116

SPAC11.6

SPAC11.8

SPAG14.5

Dendrogramy

Data zapsana do matice (1/0) byla podrobena ctustesinalyze (program MVSP).

Vysledky jsou zobrazeny ve foendendrogramu.
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UPGMA

Gower General Similarity Coefficient

Legendy:

analyzou vSech Sesti SSR priingomoci metody UPGMA. Je Zimo patrné, Ze rakouska

P14 —P.rotundata(polska populace)
P17 —P. uncinata(rakouska populace)
P18 —P. sylvestrigrakouska populace)
P20 -P. nigra(albanska populace)

P4 -P. mugo(slovenska populace)

P9 - P. xpseudopumilid jak& populace)

Na tomto obrazku je znazam dendrogram zkonstruovany z dat ziskanych
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populaceP. sylvestris(18) vykazuje nejtSi genetickou vzdalenost s polskou populaci
Pinus rotundatg14).

Déle je patrné, Ze mira vnitropoptta variability je velmi vysoka aipkiacuje

arover mezipopul&ni variability — dochazi k ,prolinani® populaci azorky z jedné

populace jsou zazeny do iiznych clustek. Tyto vysledky ukazuji na vysokou miru

variability ve sledovanych populacich.

Obdobny charakter vysledkoyl ziskan po provedeni ordifrd analyzy — na

nésledujicin obrazku je uveden ordinadiagram a vysledky PCO analyzy.

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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5. DISKUSE

Agregat Pinus mugoje vysoce polymorfni mnohotvarny taxon. Co seety
taxonomické interpretace, meziznymi autory vSak panuje velka nejednotnost. Podle
taxonomické interpretace Businského (1999) je amrdjjnus mugo reprezentovan
souboremii zéakladnich druln resp. mikrospecii, £mito platnymi jmény:Pinus mugo
Turra (1764), Pinus uncinata Ramond in Lamarck et De Candolle (1805pa Pinus
rotundata Link (1827). V prevaznécasti starSi literatury je vSaklenény jen ve d¢
subspecie. Ndjklad Christensen (1987®eni P. mugona P. mugosubsp.mugo Turra
(kosodevina) aPinus mugosubsp.uncinataRamond. Holuldikova (1965) dalé>. mugo
Turra ¢leni do subspeci. mugomugoa P. mugopseudopumilica P. uncinataRamond
¢leni naP. uncinataa P. rotundata.

V dalSich klasickych dendrologickych dilech tigjad Shaw (1914) a Rehder
(1940) tyto druhy tviici agregaPinus mugdodnoti jako vnitrodruhové taxony tagt;i
v kategorii variety. Svoboda (1953) jadi jen do kategorie formy, respektive mimo
kategorie botanické nomenklatury — tj. v pojetimiditypi. Von Tubeuf (1912) pakleni
Pinus mugona arborea a prostrata a Holubtkova (1965) dale?. mugoTurra ¢leni do
subspeciiP. mugomugo a P. mugo pseudopumilioa P. uncinata Ramond¢leni na
subspecié. uncinataa P. rotundata.

U borovic se miZzeme setkat také s hybridizaci, jak uvadiiikdgd Richardson
(1993), nevyskytuje se vSak u vSech skupin. V E¢mopZze byt takovym fikladem, jez je
relativreé ¢asto Kizi prav Pinus mugagg.. Christensen (1987), Christensen a Dar (2003)
Wachowiak a kol. (2005) sho&nuvadiji, Ze hybridizace zde probiha jak u blizce
piibuznych drub tak i s rkterymi mér piibuznymi druhy, nap s P. sylvestrismére
casto pak #. nigra.

Z velkého peétu hybridnich populaci rodRinus popsanych Businskym (1999) je
patrné, Ze tyto druhy jsou velmi variabilni. Tagriabilita nize souviset s jejich vysokou
plasténosti (schopnosti &nit swij fenotyp v zavislosti na zémé podminek prosgedi).
Bachmann (1992) jeipswdcen, Ze chloroplastovda DNA (cpDNA) pro svou velikost
meére ¢astjSi zmeny v genomu a pro relatignpomalou evoluci sekvenci cpDNA, je

jednim z nejvhod¥§jSich markerovacich systém
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Izolace DNA byla provedena z listové tkarmetodou CTAB podle Williamse
(1992). Tato metoda je snadna, pomd rychld a komemé dostupna. Ziskana DNA je
vhodna nejen pro PCR analyzu, ale i pro metody pelwé od PCR: RAPD, PCR - RFLP,
AFLP. K jeji izolaci je vSakieba pouzivat naprostosty vzorek analyzovaného jedince,
ktery vylowi kontaminaci vzorku jinym organizmem.

K ovéreni vhodnosti pouZziti molekularnich mankearo (tely hodnoceni genetické
variability v rdmci agregat®. mugobyla pouzitaRAPD (random amplified polymorphic
DNA) analyza, vytvéejici fylogeneticky konzervované produkty, speéiéicpro jedince,
nadhodi rozctlené v genomu templatové DNA (WILLIAMS a kol., 199(pektrum
RAPD produkti bylo ziskano po elektroforéze na agar6zovém dafimarni molekularni
data byla vyhodnocena pomoci digitalni obrazovéyagaa softwarové analyzyB{oProfil
a Statisticg.

RAPD markery byly usgsné pouzivany v genetickém fingerprintingui pnalyze
odrad raiznych druli (DEMEKE a kol., 1992; JAIN a kol., 1994). Dale jsueyuZzitelné pi
analyze fivoda (SCOTT a kol., 1992; LERCETEAU a kol., 1997) a efertkém mapovani
(REITER a kol., 1992; UZUNOVA a kol., 1995).

Bachmann (1992), Williams a kol. (1993), Storch¢¥897), Sakova &urn (1998)
se shoduji v nazoru, Ze RAPD analyza se¢dsha jako rychla a jednoducha metoda
identifikace genotyp, pro porovnavani dznych populaci rostlin a ke studiu
vnitropopul&ni a mezipopukni variability. Jak uvagi ve svych studiich Carlson a kol.
(1991); Bucci & Menozzi (1993); Nelson a kol. (19%4Lu a kol. (1995), detekuji RAPD
markery, ve srovnani s isoenzymy vyssi Utppelymorfismu a jsou vhodnym systémem
pro hodnoceni genetické variability. Vysledky sfumbuZziti RAPD techniky najklad uP.
sylvestris(SZMIDT, WANG a LU 1996) toto potvrzuji. WPinus mugoje pro ziskané
vysledky charakteristicka velmi vysoka variabiliaramci jednotlivych geografickych
populaci i mezi populacemi navzajeNicmére dochazi k prolinani jednotlivych populaci
po digitalni analyze géla jejich statistickém zpracovani.

MetodaPCR-RFLP kombinuje amplifikaci ufitého specifického useku genomové
DNA a nasledné &peni amplifikovaného produktdznymi restriknimi endonukleazami.
Po elektroforetické separaci na gelu Ize detekpeatmorfismus uvnit sekvenci, které se
jinak v paitu bazi gilis nelisi. ITS polymorfie je zndma také uiatia hub (O'DONNEL a
CIGELNIK, 1997;HARRIS a CRANDALL, 2000).
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ITS primery byly zkouSeny na populaciéinus mugoa Pinus sylvestris DNA
pouzita pro reakci byla izolovana z jehlic a pupegSe uvedenych populaci. Nejprve byla
pouzita DNA Pinus mugoizolovana z pupen Po vizualizaci se na gelu objevilo velké
mnoZzstvi nespecifickych priahproto byla reakce provedena znovu. Byla poudisési
DNA izolovana z jehlicPinus sylvestrisjejiz vysledek byl lepsi. iBsto vSak &peni
neprol&hlo, fragmenty byly purifikovany z gelu, namnoZemymoci PCR a pouzity pro
sekvenovani.

Sekvenovaninukleovych kyselin je posmné novou metodou — do poloviny 70. let
byly analyzovany sekvence pouze velmi kratkych rfragii DNA (15-20bp).
Prilomovym momentem se stal rok 1977, kdy byly Allanédtaxamem a Walterem
Gilbertem (Maxam a Gilbert 1977) a Frederickem ®aagp (Sanger et al., 1977)
nezavisle publikovany avodliSné metody sekvencovani, které umoznily analyelSich
Useki DNA. DalSim pokrokem bylo zavedeni automatickyekv&natoi, které znamenalo
podstatné zjednoduSenicasovou Usporu metody a tim i raesii moznosti jak co do
poétu zkoumanych taxan tak i mnozstvi analyzovanych sekvenci DNA. Dikynto
inovacim je sekvencovani nukleovych kyselin staleewoz&ieno i v ekologickych a
zoologickych oborech.

Vysledky sekvenovani byly porovnany se sekvencewstupnymi v databazi
GenBank. Po provedeni PCR reakce byiy gpuZiti primefi GYM ziskany jednotlivé
pruhy o velikosti cca 300 bp (nha gelu byktelny 1 pruh o této velikosti). Po sekveénia
analyze a porovnani ziskanych vysledk databazi GeneBank byly tyto produkty
amplifikace identifikovany jako ITS oblasti z rodRinus Naopak po provedeni PCR
reakce s univerzalnimi primery ITS1-1TS4 bylo zis&ice amplifikénich produki (2-

5) a po provedeni sekveim analyzy byly tyto produkty identifikovany jak@$ oblasti
raznych druli fytopatogennich a endofytnich hub.

Pfi SSR analyze bylo celkem analyze podrobeno 30 jedine Sesti evropskych
lokalit. Z dendrogramu zkonstruovaného z dat ziskanych analyZsch Sesti SSR
primeri pomoci metody UPGMA je patrné, Ze rakouska pomuRc sylvestris(18)
vykazuje nej¢tSi genetickou vzdalenost s polskou popuRious rotundata14). Déle je
patrné, Ze mira vnitropopwai variability je velmi vysoka a ipkrauje Grove

mezipopul&ni variability — dochazi k ,prolinani* populaci aorky z jedné populace jsou
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zarazeny do iznych clustetr. Tyto vysledky ukazuji na vysokou miru variabilitae
sledovanych populacich.

6. ZAVER

V této diplomové praci jsem ¢ta za Ukol posoudit vhodnost technik molekularnich
markefi separovanych elektroforetickou technikou p&ely hodnoceni vnitropoputai a
mezipopulé@ni genetické variability v ramci agregaRinus mugo Cilem prace nebylo
provést popukné genetickou studii tohoto agregatu, ale zjistitazgou techniky
molekularnich markér vibec pouzitelné a jestlize ano, které&ahto technik vykazuji
nejvyssi variabilitu.

Z velkého pétu druhi rodu Pinus je patrné, Ze tyto druhy jsou velmi variabilni.
Tato variabilita niZze souviset s jejich vysokou plastosti (schopnosti énit suvij fenotyp
v zavislosti na zrn¢ podminek prosgedi).

Rozdily mezi jednotlivymi druhy a mezi jedinci &nci populace jednoho druhu
mohou byt vyjagkeny fenotypickou variabilitou (rozdily v morfolodigch znacich).
Pouzitim molekularnich markiebylo prokazano, ze diverzita drulagregatuPinus mugo
muze byt silré podcerna, bude-li jeji hodnoceni zaloZeno jen na morfickgch znacich.

Jako vhodny markerovaci systém se jevi metoda uaketitnich marker
Oswdcila se jako rychla, jednoduchad a pouzitelna k idikace genotyf, pro
porovnavani dznych populaci rostlin a ke studiu vnitropopumia a mezipopukni
variability. Mikrosatelitni markery vykazovaly pa&mé vysokou urové polymorfismu a
mohly by byt vhodnym systémem pro hodnoceni gek@ti@riability v ramci dostupnych
genovych zdrdj. Vhodnou metodou je i PCR-RFLP, které vSak précieayZzaduje velice
Cistou templatovou DNA, je protoreba k jeji izolaci pouzivat naprostisty vzorek

analyzovaneého jedince, ktery vylbdikkontaminaci jinym organizmem.
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8. PRILOHY
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Obr.5.: KétenstviP. mugo
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~ Obr.9.: KwtenstviPinus nigra
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Obr.10.: SisticéPinus uncinata
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Obr. 1.: Mikrosatelitni markery- schéma pribéhu reakce
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