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Vyuziti organelarni DNA pro studium genetické
variability smrku ztepilého

Abstrakt

Bakalaiska prace s ndzvem ,,Vyuziti organelarni DNA pro studium genetické
variability smrku ztepilého“ je zaméfena na vyzkum genetické variability
u mimojaderné DNA smrku ztepilého. Jedna se o praci, ktera v teoretické roviné tesi
problematiku vyuziti genetické informace mimojaderné DNA pro studium genetické
variability, a to véetné navrhu metodického postupu analyzy.

V reSer$ni Casti prace byly zpracovany informace o vybranych organelach
a jejich genomech, se zaméfenim na chloroplasty a mitochondrie. Dale byly tyto
genomy porovnany S genomem jadernym, a to piedevs$im z hlediska rozdilné dédi¢nosti,
struktury a vyuziti se zamétenim na smrk ztepily.

Teoreticky ndvrh metodiky analyzy obou typt organelarni DNA byl vytvoren
s vyuzitim vybranych chloroplastovych a mitochondrialnich markert.

Nad ramec zadani prace bylo provedeno praktické pilotni ovéfeni zvolené
metodiky. Pro toto ovéfeni byla vybrana metoda genetickych mikrosatelitovych
markerd pro chloroplastovou DNA, ktera byla aplikovana na 16 vzorcich

smrku ztepilého.

Klic¢ova slova: smrk ztepily, mtDNA, cpDNA, geneticka struktura, fylogeneticky vyvoj



Organellar DNA for the assessment of genetic

variability of Norway spruce

Abstract

The bachelor thesis called ,,Organellar DNA for the assessment of genetic
variability of Norway spruce” aims at researching genetic variability in non-nuclear
DNA of Norway spruce. This thesis deals with the issue of the assessment of genetic
information of non-nuclear DNA for the study of genetic variability on a theoretical
level including the proposal of a methodological analysis.

The theoretical part of the thesis assesses the information about the chosen
organelles and their genomes, with special attention being paid to chloroplasts
and mitochondria. These genomes were further compared with a nuclear genome,
mainly from a point of view of different inheritance, structures and utilization,
with Norway spruce always being in focus.

The theoretical proposal of the methodology of the analysis of both types
of organellar DNA was based on selected chloroplast and mitochondrial markers.

In addition to the assignment, the chosen methodology was verified in a practical
pilot way. The above-mentioned verification was based on the method of genetic
microsatellite markers for chloroplast DNA, which was used for the analysis

of 16 samples of Norway spruce.

Keywords: Norway spruce, MtDNA, CpDNA, genetic structure,
phylogenetic development
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1 Uvod

Jednotlivé znaky organismi jsou fizeny geny, jejichz soubor oznacujeme jako
genotyp. Deoxyribonukleova kyselina neboli DNA jakozto chemicka latka tvofici geny
je znama jiz od roku 1944. Soubor veskeré genetické informace konkrétniho organismu
se nazyva genom. Nejznaméj$im genomem je jaderny, ktery eukaryotické organismy
dédi po obou svych rodicich tzv. biparentaln€. Nicmén¢ existuje i genom mimojaderny,
ktery je dédén uniparentalné, tedy pouze po jednom z rodict. Tvoii ho genomy
semiautonomnich organel, v ptipad¢ eukaryotickych bun¢k jsou to mitochondrie,
a u rostlin jesté navic plastidy. Tyto genomy neboli plazmony fidi nebo jsou spolufizeny
informacemi, jejichz zdroj nepochazi zjadra builkky, nybrZz z mitochondrii
(chondriogeny) a plastidu (plastogeny) (Jelinek & Zichacéek, 2014).

Mimojaderna DNA je uzite¢na jako zdroj haploidnich genetickych markerd
za ucelem studie populacni genetiky a biogeografie (Jaramillo-Correa et al., 2003).
V mnoha studiich byla tato DNA pouzita pro rozlusténi populacni struktury,
migraénich cest, fylogeneze, systému pafeni a reprodukéniho chovani (Lunt, Whipple,
& Hyman, 1998; Palmer et al., 2000).

V této praci bylo zkoumano vyuziti mimojaderné DNA a dale studium jeji
genetické variability u smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.).

Smrk ztepily je jedna z nejvyznamnéjSich hospodatskych dievin, jejiz rozsiteni
saha od Sibife po severni Evropu. Také proto jsou znalosti o0 existujici genetické
variabilit¢ a populac¢ni diferenciaci napomocné pro rizné aspekty managementu
genetickych zdroju (Maghuly et al., 2008).

Zejména v poslednich dvou staletich byl smrk ztepily ve stfedni Evropé
vysazovan uméle (Schubert, Mueller-Starck, & Riegel, 2001). Brzy nahradil pivodni
zastoupeni dfevin a zacal dominovat. Diky pozménéné druhové skladbé porosta
natizemi Ceské republiky je velkd Gast lesnich porosti geneticky neptivodni. Vyvoj
pfirozené¢ populace smrku je zavisly na své genetické diverzité, proto plati,
ze se populace 1épe piizplisobi zménam podminek na daném stanovisti, pokud jsou

v

populace geneticky rozmanitéjsi.
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2  Cile prace

Hlavnim cilem prace je vypracovat SirSi tématikou reSerSi se zaméfenim
na moznosti analyzy a vyuziti informaci z organelarni DNA pro studium genetické
variability a fylogenetického vyvoje lesnich dievin se zaméfenim na smrk ztepily
(Picea abies (L.) H. Karst.).

Soucasti prace je metodicky ndvrh vyuziti dostupnych organelarnich markert
pro analyzu genetické variability. Tento cil prace byl feSen pfedevSim na zékladé
rozboru védecké literatury v reSer$i. Jedna se 0 metodiku analyzy vybraného typu
organelarni DNA v podminkach molekularné-genetické laboratote FLD, ktera by mohla
byt v budoucnu realn¢ aplikovana.

Nad rdmec zaddni bakaladfské prace byla provedena pilotni studie analyzy
chloroplastové DNA metodou mikrosatelitovych markeri. Tato ¢ast bakalarské prace

slouzi jako ovéfeni a ilustrace funk¢énosti metodiky navrzené v teoretické roving.
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3 Literarni reSerse

3.1 Rod smrk (Picea)

Rod smrk (Picea) je pfirozené rozsifeny pouze na severni polokouli a lze ho
rozClenit do 48 riznych druhti (Obidowicz et al., 2004). Je dobfe morfologicky
ohrani¢eny oproti ostatnim druhtm, avSak uvnitf rodu je vysokd promeénlivost
morfologickych znakt, coz ztézuje vyliSeni a urcovani jednotlivych druhti. Tento rod
se déli dle sisek a jehlic do dvou podrodt a ¢&tyt sekci. Hojnéjsi podrod Picea
se skupinou Sisek typu morinda, kam patii také smrk ztepily (Picea abies (L.)
H. Karst.), ma tuz§i méné ohebné tmavé hnédé semenné Supiny. Mén¢é Casty podrod
Casicta se skupinou S$iSek typu casicta ma naopak semenné Supiny méné tuhé
az ohebné, tenké a svétle hnédé napi. Picea sitchensis (Carriére 1855) Z hlediska vyvoje

ma rod Picea vyhodu ve schopnosti tvofit mutanty, jez umoziuji taxonu lepsi adaptace

za urcitych extrémnich podminek (Musil & Hamernik, 2003).

3.1.1 Smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.)

Smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.) je nejpolymorfnéjsim taxonem z rodu
Picea. To se tyka jak interpopulacni, tak intrapopulacni variability. U smrku je mozno
pozorovat 1 Sirokou morfologickou variabilitu, hlavné u tvaru koruny, SiSek, vétveni
atd. (Musil & Hamernik, 2003).

Zatazeni smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.) a dalSich dfevin stejného
rodu dle biologické systematiky je vyobrazeno v tabulce 1. Latinsky nazev smrku
ztepilého vymyslel némecky botanik a geolog Gustav Karl Wilhelm Hermann Karsten,
ktery mimo jiné pulsobil 1 jako taxonom a autor mnoha binomickych védeckych nazvi

botanickych druht.
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Tabulka 1 - Taxonomické zaiazeni druhu (Picea abies (L.) H. Karst.)

Zakladni taxonomické kategorie

Taxony Latinsky nazev Cesky nazev
Rige Plantae Rostliny
Kmen Gymnospermae Nahosemenné
Oddéleni Pinophyta Jehli¢nany
Ttida Pinopsida Jehli¢naté
Rad Pinales Borovicotvaré
Celed Pinaceae Borovicovité
Rod Picea Smrk

Druh P. abies Smrk ztepily

Smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.) je druh borealnich hor, ale je vysoce
variabilni, co se tykd podminek a habitatu jeho vyskytu. Pfirozené¢ se vyskytuje
V horskych lesich. Lze ho také najit jako pfimés na chladnéjSich podmécenych
lokalitach, luzich, roklinach, stinnych tdolich a okrajich raselinist, z ¢ehoz je patrné,
ze ackoliv je to druh stinomilny, v mladi snese zastin (Musil & Héamernik, 2003).
Dosahuje v€ku mezi 300400 lety maximalné se vSak doziva 600 let.

Ekotyp je dana populace surcitou genetickou strukturou, kterou dlouhodobé
utvarelo prostfedi. Z ekologického a ekonomického hlediska je dulezité zachovat
genofond plivodnich ekotypli adaptovanych na dané pfirodni podminky
(Cvrckova, Machova, Dostal, & Mala, 2011).

V Ceské republice jsou rozlisovany tfi hlavni klimatické ekotypy smrku ztepilého.
Jedna se o vysokohorsky ekotyp formy obovata (8. LVS), horsky ekotyp formy
europea (5.—6. LVS) a chlumni ekotyp formy acuminata (1.-4. LVS). Sedmy lesni
vegetacni stupeil je pifechodem mezi Vysokohorskym a horskym ekotypem, casto
je nazyvan lokalnim ekotypem (Jurasek, Leugner, & Martincova, 2007). Jednotlivé
ekotypy nejsou jasné vymezené, co se tykd areall jejich vyskytu ¢i morfologickych
znaki, takze se Casto vzajemné prolinaji.

Smrkové dfivi jako produkt lesniho hospodaistvi ma Sirokou Skalu vyuziti.
Zpracovava se na fezivo, papir (vldkninu), stavebni, truhlafské a nastrojaiské diivi.
Nejkvalitngjsi smrkové diivi se pouziva jako rezonanc¢ni diivi na vyrobu hudebnich

vvvvvv

a severni Evropy.
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Smrk ztepily zabira 50,3 % plochy porostni pady v Ceské republice
(Ministerstvo zemédélstvi, 2018). Nicméné v soucasné dob¢ vétSina smrkovych porosti
na uzemi Ceské republiky trpi suchem. Néslednd je napadena kalamitnimi hmyzimi
Skidci, a to zejména Ips typographus (Linnaeus, 1758), Ips amitinus (Eichhoff, 1871)
a Pityogenes chalcographus (Linnaeus, 1761). V roce 2017 bylo v Ceské republice
evidovano 5,34 mil. m® smrkového kiirovcového dfivi, coz je oproti roku 2016 nartist
025 % (Ministerstvo zeméd¢lstvi, 2018). Tato ¢isla nejsou konecnd a stale rostou,
celkové napadeni smrku je podle (Vyzkumny ustav lesniho hospodaistvi a myslivosti,

2018) odhadnuto az na 20 mil. m®,
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3.2 Organely v rostlinnych burikach

Rostlinné buiky jsou znamy jako bunky cukaryotické, které na rozdil od bun¢k
biomembranovych organel a strukturovanym jadrem s jadernymi chromozomy
(Jelinek & Zichacek, 2014).

Eukaryotické bunky dokazou fungovat jako samostatné napi. u prvokiu, nebo jako
soubory bun¢k. U rostlin jsou tak znamy jako pletiva, u zivo¢ichu jako tkané ¢i u hub
jako hyfy. Protoze je tato prace zaméfena na smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.),
bude pojednavat o bunikach rostlinnych a jejich organelach.

Rostliny jsou mnohobunééné organismy slozené z milionli bunék se specifickymi
funkcemi. Struktura jednotlivych specializovanych bunék mize byt v generativni fazi
vyvoje navzajem odli$na, piesto vSechny rostliny maji stejnou zakladni eukaryotickou
bunécnou organizaci: obsahuji jadro, cytoplazmu, subcelularni organely a jsou uzavieny

v membrané, ktera ohranicuje jejich tvar (Taiz & Zeiger, 2015).

3.2.1 Vznik a pivod organel

Semiautonomni organely, jako jsou mitochondrie nebo plastidy, maji jinou
genetickou informaci nez bunééné jadro. Existuje teorie o ptivodu téchto organel, ktera
byla zpopularizovdna zejména Vv 70. a 80. letech 20. stoleti americkou bioloZkou
Lynn Margulisovou (Sapp, 2003). Teorie v podstaté tvrdi, Zze mitochondrie a plastidy
byly diive samostatné zijicimi prokaryoty, jez se pak staly organelami eukaryotickych
bunék (Zimorski, Ku, Martin, & Gould, 2014). Doslo k tzv. endosymbidze. Hlavni silou
této teorie je podobnost mezi fyziologii a biochemii organel a prokaryotickych bunék
(John & Whatley, 1975). Genomy téchto organel v sobé maji zachovany prokaryoticky
chromozom, ktery  koduje 200 a méné¢ proteini u  plastidd
(Glockner, Rosenthal, & Valentin, 2000), nebo 63 a méné proteini u mitochondrii
(Burger, Gray, Forget, & Lang, 2013). I ptes genomovou redukci kazda z organel
prechovava, ale nekoduje 2000 proteind, které jsou zapojeny do Sirokého spektra drah
vztahujicich se k jejich zdédéné prokaryotické biochemii (Kleine, Maier, & Leister,
2009). To, jak se lisi pocty proteint, jez koduji organely a pocty proteinti, jeZ je V sobé
pouze prechovavaji je obecné vysvétleno endosymbiotickym genovym transferem nebo

jako disledek endosymbiotické teorie zahrnujici genovy pirenos k jadru. Pti evolucnim
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vyvoji pteslo mnoho gent z organel do chromozomu hostitele. Pfed vznikem zafizeni
pro import proteinll se prenesené geny také staly pseudogeny nebo se staly soucasti
cytosolu (Zimorski et al., 2014).

V 70. letech 20. stoleti se diskutovalo o dalSich teoriich vysvétlujicich ptivod
organel. Nekteré podporovaly spiSe autogenni teorii 0 pivodu organel na rozdil
od symbiotické. Pivod plastidi a mitochondrii byl chapan jako dusledek invaginace
(vchlipovani) plazmatické membrany (Bogorad, 1975), nebo restrukturalizace tylakoidt
v sinicich (Cavalier-Smith, 1975). Predpoveéd’, ze genova sekvence DNA v organelach
je vice podobna sekvenci genl zjaderné DNA nez genim ze samostatné zijicich
prokaryot, mohla byt testovana porovnanim sekvenci DNA. V 80. let 20. stoleti byla
endogenni teorie vylou¢ena pomoci 16S rRNA analyzy, kterd potvrdila, Ze plastidy maji
pivod v ptedcich sinic (Cyanobacteria) — aerobni fotoautotrofni bakterie
(Giovannoniet al., 1988) a také se povedlo dohledat pivod mitochondrii
az Kk proteobakteriim  (Proteobacteria) — aerobnim  heterotrofnim  bakteriim
(Yang, Oyaizu, Oyaizu, Olsen, & Woese, 1985). Obrazek 1 ilustruje 3 vyvojové linie

sinic s heterotrofnim hostitelem.

Stramenopiles

Cyanobacterium

Obrazek 1 - T¥i vyvojové linie sinic s heterotrofnim hostitelem: Glaukofyty,
Zelené rostliny a Ruduchy (Zimorski et al., 2014)
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Vznik a pivod pravého jadra u eukaryot je stale zahalen tajemstvim, ackoliv
existuje fada hypotéz. Naptiklad podle syntrofické hypotézy vzniklo jadro tak, ze doslo
ke splynuti bakterie a archealni bakterie, nacez se archealni cytoplazmatickd membrana
stala jadernou membranou nové bunky a pavodni cytoplazmatickd membrana
ma predstavovat dnesni bunéénou sténu eukaryot (Moreira & Lopez-Garcia, 1998).

Dalsi teorii je, ze jadro vzniklo virovou eukaryogenezi, kdy byl virus fagocytovan
do bunky (Livingstone Bell, 2001), tato teorie se opira o fakt, ze viry a jadra eukaryot
vykazuji nékteré podobné rysy napi. jejich DNA tvofena je linearnimi fetézci. Schéma

virové eukaryogeneze dokladuje obrazek 2.

Initial DNA virus Primitive eukaryotic
RNA cell RNA cell —» DNA coll DNA cell

(a)

w N Y. gl e

eukaryogenesis (', virlogenesis

) /

Ditferent DNA virus lineages
(different assortments of cellular and viral genes)

Obrazek 2 - Schéma virové eukaryogeneze (Rhawn, 2009)

Jednou z mladsich teorii je tzv. exomembranova hypotéza. Ta tvrdi, Ze se jadro
vyvinulo z bunky, ktera byla vybavena 2 vné&jsimi cytoplazmatickymi membranami, a
tak se z vnitini membrany mohla stat jadernd membrana. Na této membrané vznikly
pérovité komplexy. Z vnéjsi membrany se stala vnitini membrana (de Roos, 2006).

Dodnes neni zadna z teorii o vzniku a ptivodu pravého jadra jednoznacné piijata

védeckou obci.
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3.2.2 Bunécné jadro

Jadro (nucleus, karyon) v eukaryotické bufice mize mit riznou velikost i tvar,
vétSinou je tvarem piizpusobené tvaru bunky a velikosti od 5 do 10 pm
(Jelinek et al., 2007). Je to membranova organela skladajici se na povrchu z dvojité
porovité biomembrany, ktera ohraniCuje vlaknité chromozomy s karyoplazmou
ajadérka (nucleolus) od okolni cytoplazmy (Jelinek & Zichacek, 2014). N¢které
specializované bunky S omezenou Zivotnosti jadro viilbec nemaji napi. ¢ervené krvinky.
Jiné bunky zase mohou mit jader vice, coz je typické pro prvoky. Jadérek je v jadru
vzdy jedno avice. Ty obsahuji rRNA, kterda je v jadérku transkribovana, zapojena
do ribozomti a dale putuje jadernymi pory do cytoplazmy. Na obrazku 3 je zobrazeno
jaderné schéma.

Chromozomy v jadfe nesou genetickou informaci o buiice ve formé¢ DNA. Pocet
chromozom v jadie je druhové specificky. Lisi se 1 podle ploidie daného druhu. Vyssi
rostliny maji vétsinou diploidni 2n, triploidni 3n az hexaploidni 6n poc¢et chromozomu..
Pro nahosemenné rostliny je typicky spiSe diploidni poc¢et chromozomi, polyploidnich
jich je méné€ nez 5 % (Suda, 2009). Smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.)
mavesvém jadie 24 pardt homolognich chromozomi, je tedy diploidni
(Eriksson, Ekberg, & Clapham, 2006). Diky tomu, ze je v jadru uchovana geneticka
informace buiky, je jadro dlleZité pro rozmnoZovani a také pro expresy genetické

informace (Tomaskova & Kubasek, 2016).

Outer membrane
Vnéjsi membrina

Inner membrane
Voitini membrina
MNuclear pore
Jaderny por

Nucleolus
Jadérko

Annulus Perinuclear space

Mezimembrinovy prostor

Chromatin fibres

Chromatinova vlakna

Obrazek 3 - Jaderné schéma, modifikovano, https://rbpaonline.com/flow-chart-of-cell-
organelles/cell-organelles-types-diagram-2/, 11. 11. 2018
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3.2.3 Mitochondrie

Mitochondrie jsou semiautonomni organely neboli organely S vlastni genetickou
informaci. Svou stavbou a velikosti cca 1-3 um pfipominaji prokaryotickou buiku.
Jejich pocet je od nékolika stovek az po nékolik tisic na jednu bunku
(Tomaskova & Kubasek, 2016).

Nazev mitochondrie pochazi ze staré fectiny a Vv pickladu by znamenal
pravdépodobné vlaknité zrno, protoZe se nejdiive piedpokladalo, ze mitochondrie maji
tvar zrn, nicméné Vv 19. stoleti se ukdzalo, Ze mohou byt i vldknité struktury
(Scheffler, 1999).

Stavba mitochondrie je pomémné jednoducha, ale zato variabilni. Sklada se
z dvou membran — vnitini a vn&jsi. Vné¢j$i hladka membrana je porovitd a tim
| propustna pro malé molekuly. Membrana vnitini je prokaryotického typu, zprohybana
do zahybi, zvanych kristy. Funkce vnéj$i membrany je hlavné separace vnitiniho
prostiedi organely od okolni buiiky. Stavbou se podoba endoplazmatickému retikulu,
ale je pomérné porovita, aékoliv pory jsou propustné pro latky do molekulové hmotnosti
5000 Da (Lennarz & Lane, 2013). To znamena, ze se Skrz pory nedostanou bilkoviny
a makromolekuly, a zdroveil ven neprojdou proteiny dychaciho fetézce. Aby mohlo
dojit k transportu proteint, obsahuje vnéj$i membrana tzv. Tom komplex, enzym, ktery
dokaze ptenaset proteiny z Cytoplazmy do prostoru mezi membranami.

Vnitini membrana je, jak uz bylo vySe uvedeno, tvofena zahyby zvanymi kristy.
Bez vnitini membrany by mitochondrie nefungovala. Je tvofena specialni
fosfolipidovou dvojvrstvou s fosfolipidem kardiolipinem, ktery ma ve své fosfatové
hlavé ctyfi mastné kyseliny (pro klasickou fosfolipidovou dvojvrstvu jsou typické
2 mastné kyseliny) (Vaidya, 2014). Tato stavba membrany ma pravdépodobné vliv
na velmi selektivni propousténi molekul. Na této membran¢ se nachazi enzymy
dychaciho fetézce. Stejné jako ma vnéj§i membrana Tom komplex, vnitini membrana
ma tzv. Tim komplex na pienaseni proteint (Lennarz & Lane, 2013).

Vnitinimu mitochondridlnimu prostoru se fika matrix. Jde v podstaté o hustou
hmotu, ktera obsahuje méné nez 50 % vody (Voet, Kotyk, Geis, Pecak, & Voet, 1995).
Matrix je bohata na bilkoviny, enzymy, nukleotidové koenzymy, ionty vapniku,
mitochondridlni DNA, RNA, mitochondridlni ribozomy. Schématicky nékres

mitochondrie a jejich Casti ilustruje obrazek 4.
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krista

mezimembranovy
prostor

DNA ~

FoF4 ATPasa
vnégjsi

membrana vnitmi

membrana

Obrazek 4 - Schématicky nakres mitochondrie, https://protiunave.cz/mitochondrie-neni-nadavka/,
19. 11. 2018

Na povrchu vnitfni membrany a uvniti probihaji dilezité metabolické pochody:
Krebstv cyklus, dychaci fetézec, beta-oxidace mastnych kyselin. To, ale zdaleka neni
vSe, mitochondrie se totiz podileji napfiklad na kontrole bunécného cyklu, bunécéné
smrti a na bunétné diferenciaci (McBride, Neuspiel, & Wasiak, 2006). Obecné jsou
mitochondrie povazovany za tovarny pro vyrobu energie v burice.

Mitochondrie se pohybuji uvniti rostlinnych bunék pasivnimi nebo i aktivnimi
pohyby spolu s cytoplazmou (Douce, 1985).

Vznik mitochondrii je proces, jenZ pfipomind bindrni déleni bakterii, avSak
mitochondrie umi i opac¢ny proces a to fuzi dohromady (Alberts et al., 2014). Dochazi

k replikaci mtDNA a naslednému déleni organel.

3.2.4 Chloroplasty

Chloroplasty jsou plastidy, které v sobé¢ obsahuji zelené fotosynteticky aktivni
barvivo chlorofyl, diky némuz maji svlij nazev. Jedna se o semiautonomni organely
nachazejici se ve vétsing rostlinnych eukaryotickych bunék. Rozlozeni chloroplastt
Vv buiikdch listll je nerovhnomérné a neustdlené, ¢imz je zajiSténo maximalni vyuziti

svétla rostlinou pti fotosyntéze (Tomaskova & Kubasek, 2016). Ackoliv jsou tvarem
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a velikosti velmi rozmanité, nejcastéji nabyvaji tvaru elipsoidu o velikosti cca 5 pm
(Voet et al., 1995). U vyssich rostlin jich v kazdé bunce byva v praiméru kolem Ctyficeti
(Kincl, Kincl, & Jakrlova, 2006).

Stavba chloroplastu je podobna mitochondrialni stavbé. Vnéj$i membrana je diky
porinim (integralni proteiny) znac¢né propustnd pro vétSinu mensich molekul. Svij
geneticky pivod mé v membranach rostlinné bunky, diky podobnému slozeni, je totiz
tvofena lipidy a proteiny. Vnitini membréna je plnéa proteinovych komplext (pfenaseci)
a kanalli. SloZenim se podoba membrandm bakterii, coZ mimo jiné odkazuje
na endosymbiotickou teorii. Vnitiek chloroplastu je naplnén stromatem, bezbarvou
tekutinou, ve které se nachazi mimo jiné: cpDNA, chloroplastové ribozomy a enzymy
jako naptiklad Rubisco atd. Stroma obtéka membranové vacky zvané tylakoidy,
které jsou casto uskupené do sloupcti zvanych grana
(Campbell, Williamson, & Heyden, 2006). Pak se nazyvaji granalni tylakoidy. Pokud
jsou uskupené samostatné ¢i do lamel propojujicich jednotlivd grana, nazyvame je
stromalni tylakoidy. Prostor uvnité tylakoidi se oznacuje jako lumen. Obrazek 5
ilustruje chloroplasty dvou eukaryot zachycené mikroskopem. Vnitini membrana

tylakoidd ma na sobé ATP syntazy, fotosystémy a elektronové prenosové fetézce, takze

se na ni odehravaji transportni déje (Tomaskova & Kubasek, 2016).
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Obrazek 5 - Chloroplasty: Vlevo pri¢ni Fez jehlici tisu, vpravo pri¢ny iez stonkem kopf¥ivy,
(doc. Ing. Ivana Tomaskova, Ph.D.)

Funkce chloroplastl je velmi rozsahla. V tylakoidni membrané probihéd svételna
faze fotosyntézy (primarni faze) tzn. procesy od elektronového pienosu az po syntézu
ATP. Sekundarni faze probihé také v chloroplastech, ale tentokrat ve stromatu. Stézejni

proces temnosti (sekundarni) faze fotosyntézy, pii kterém se fixuje a redukuje
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anorganicky  oxid uhli¢ity, se nazyva Calvin-Benson-Basshamiv cyklus
(Taiz & Zeiger, 2015).

Zjednodusen¢ feceno chloroplasty jsou organely, které udrzuji na Zemi Zivot tim,
7e poskytuji potravu, energii a kyslik procesem fotosyntézy. Zaroven byl jejich genom
navrzen tak inteligentné, ze je schopen predavat cenné agronomické znaky, nebo
poslouzit jako bioreaktor pro vyrobu primyslovych enzymd, biofarmatik, bioproduktt

nebo vakcin (Jin & Daniell, 2015).
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3.3 Jaderna DNA (nDNA)

Z chemického hlediska je jaderna DNA linearni molekula tvofena Ctyfmi typy
nukleovych bazi neboli nukleotidi (A= adenin, T= thymin, G= guanin, C= cytosin),
které jsou navazany kovalentni N-glykosidickou vazbou na deoxyribozy, konkrétné
na uhlik v pozici 1°. Deoxyribézy maji na svych atomech uhliku v pozici 3" a 5’
navazanou fosfodiesterovou vazbou fosfatové skupiny (Kocarek, 2008).

Pro jadernou DNA je typicky jeji tvar pravotocivé dvousSroubovice, ktera je
tvofena ze dvou komplementarnich polymernich fetézct. Tento pievratny objev ucinili
v roce 1953 Brit Francis Crick, Ameri¢an James Watson a Angli¢an Maurice Wilkins,
ktefi byli za sviij védecky piinos v roce 1962 ocenéni Nobelovou cenou. Jejich objev
byl mozny zejména diky datim od Angli¢anky Rosalind Franklinové, ktera se zabyvala
rentgenovou krystalografii.

Retézce jsou mezi sebou spojeny pres nukleotidy vodikovymi vazbami
(Watson, 1966). A to konkrétné tak, ze mezi adeninem a thyminem je vazba dvojita
amezi cytosinem aguaninem pevnéj§i vazba trojita. Teplota potiebna k denaturaci
DNA je kolem 90-100 °C, avSak rozrusit vodikové vazby lze i pomoci nékterych
chemickych slou¢enin nebo specifickych enzymu (Koc¢arek, 2008). Struktura jaderné

DNA je ilustrovana obrazkem 6.
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Obriazek 6 - Struktura DNA, Nature Education 2013

Biochemik Erwin Chargaff zavedl pravidlo, které tika, ze ve dvousroubovici
DNA je vzdy stejny pocet purinovych a pyrimidinovych bazi. Pfi¢emz se mnozstvi
adeninu vzdy rovna mnozstvi tyminu (A = T) a mnozstvi guaninu je vzdy rovno

mnozstvi cytosinu (G = C) viz obrazek 7.

Total Purines = Total Pyrimidines

Obrazek 7 - Chargaffovo pravidlo, Nature Education 2013

28



DNA nese genetickou informaci daného organismu. Jeji primarni struktura
(potadi nukleotidd)  je vyznamna pro prenos genetické informace
(Jelinek &Zichacek, 2014). Podle Mendelovy definice je gen jednotka dédi¢nosti, ktera
se nachazi na ur¢itém misté (lokusu) na chromozomu (Koolman & Réhm, 2012). Geny
mohou byt jak koédujici oblasti — exony, tak nekodujici oblasti — introny. Souborem
genl builky ¢i organismu se rozumi genotyp. Rizné formy genl na lokusech jsou
nazyvany alelami, které vyjadiuji fenotypové rozdily mezi jedinci. Alely se mohou
vyskytovat kupfikladu v diploidnich organismech ve dvojicich, kde mohou
byt dominantni nebo recesivni. Podle jejich kombinace se da urcit vysledny fenotyp
neboli vnéjsi projev genotypu. Pokud ma jedinec ve svém genotypu par shodnych alel
(dominantni a dominantni, recesivni a recesivni), jednd se o homozygota. Pokud ma
jedinec naopak v genotypu par odliSnych alel (dominantni a recesivni) jedna se
0 heterozygota (Kocarek, 2008).

Eukaryotické genomy jsou zpravidla vétsi nez prokaryotické, které se velmi
podobaji mimojadernym genomiim eukaryot. Dale jsou rozdily i v poctu typi
ptitomnych DNA polymeraz, pficemz u eukaryot jich bylo nalezeno nejméné 15

(Tuusa, 2001).

3.3.1 Zpiisob pienosu a ukladani genetické informace jaderné DNA

Informacni tok pii expresi dédi¢né informace je popisovan centralnim dogmatem
molekularni biologie. Schéma tohoto dogmatu ilustruje obrazek 8. Jde vlastné o proces,
jak se z DNA stane protein ¢i jiny geneticky produkt. Zakladnim aspektem tohoto
procesu je geneticky kod, kde kazdy triplet nukleotidovych bazi (kodon) koduje jednu
aminokyselinu (White, Adams, & Neale, 2007). Je znamo, Ze u eukaryotnich organismu
existuje 20 proteogennich aminokyselin, kde rozlisSujeme 4 nukleotidy
(A, G, CaU,resp. T). Jelikoz je tieba nadefinovat 20 aminokyselin, skladaji se kodony
ze 3 po sobé& jdoucich bazich (triplety), coz da 4°=64 kodont (Koolman & R6hm, 2012).
Geneticky kod je degenerovany, protoze pro vétSinu aminokyselin existuje vice stejnych

kodonu.
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Obrazek 8 - Schéma centralniho dogmatu, modifikovano,
https://www.quora.com/What-is-the-central-dogma-of-molecular-biology-Is-it-true, 6. 4. 2019

3.3.1.1 Replikace

Replikace neboli samozdvojeni je d&j, ktery se odehrava v ramci bunééného cyklu
pti mitoze. Uelem je, aby se pii bunééném déleni piedala dédi¢na informace uloZena
v jadfe do vSech dcefinych bunék (Koolman & Réhm, 2012).
od kterych pokracuje v obou smérech. Eukaryotické organismy maji vétSinou vice
téchto pocatkli v zavislosti na velikosti genomu. Enzym helikaza rozrusi vodikové
vazby mezi jednotlivymi nukleotidy, ¢imz rozvolni polynukleotidové fetézce od sebe
aty pak funguji jako vzory (matrice, templat) pro pfifazeni volnych nukleotiddi, které
jsou komplementarni k fetézci (Jelinek & Zichacek, 2014).

Aby mohla zapocit elongacni faze a syntéza nového vlakna, je potieba primeru,
coz je kratka molekula RNA dlouha 10-200 nukleotida (Vella, 1988). U replikace DNA
tento primer nazyvame primaza, umoznuje, aby DNA polymeraza nasedla na vlakno
a zapocala syntézu nového vlakna. AvSak DNA polymeraza dokaze syntetizovat pouze
jednosmérné od 5' k 3' konci na vedoucim vlakné. Druhé opozdéné antiparalelni vlakno
zacinajici koncem 3' k 5' je replikovano DNA polymerazou po ¢astech tzv. Okazakiho
fragmentech. K tomu je potieba na zacatku kazdého Okazakiho fragmentu novy RNA

primer, od kterého muze DNA polymeraza zalit replikovat. Primery jsou poté
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vystfizeny a fragmenty jsou spojeny dohromady DNA ligdzou, ¢imz dojde ke vzniku
souvislého vlakna.

V termina¢ni fazi je kompletn¢ dokonc¢ena replikace molekuly DNA.
Fyziologicky princip replikace DNA vV Zivych soustavach byl pienesen do podminek
Invitro a je vyuzivan vV molekularni biologii a genetice. Jednim z ptikladi mize byt
polymerazova fetézova reakce neboli PCR, ktera je metodicky vyuzivand také v této

bakalarské praci.

3.3.1.2 Transkripce

Transkripce probiha v jadie bunky, kde dochdzi k pfenosu genetické informace
ptepisem z DNA na mRNA. Enzym helikdza narusi vodikové vazby mezi bazemi
protilehlych nukleotidd a dojde k docasnému rozestupu vlédken od sebe. Jedno vlakno
DNA slouzi jako templat pro syntézu mRNA pomoci enzymu RNA polymerazy.
U transkripce neni zapotiebi pro iniciaci primer. Pfi této syntéze stejné jako u replikace
funguje komplementarita bazi, akorat v genetickém koédu mRNA neni nukleotid tymin,
nybrz je misto n&j uracil. Nasledné dochazi jesté k fad¢ Gprav, jako je odstranéni intrond
nebo RNA spojovani. Pot¢é se mRNA piesune mimo jadro do cytoplazmy a dale

na ribozomy, kde dojde k translaci.

3.3.1.3 Translace

Translace je pieklad mRNA do sekvence aminokyselin proteinu. D& probiha
na ribozomech za ucasti mnoha enzymu, tRNA a mRNA. Ribozom je tvofen dvéma
podjednotkami 40S a 60S, které se ob& nachazi v cytoplazmé.

Podjednotka 40S vaze tRNA sGTP atzv.ternarnim  komplexem
(multisubstratovy enzym) a ¢eka na mRNA, kterou diky ternarnimu komplexu dokaze

rozpoznat a dopravit k sobé. Podjednotka 40S skenuje ve sméru od 5' k 3' konci mRNA

.....

.....

a dojde k preneseni prvni aminokyseliny do bilkoviny (Tomaskova & Kubasek, 2017).
Velka podjednotka ribozomu 60S naseda na malou podjednotku 40S poté, co GTP

odstépi jeden fosfat a tim preda energii pro vytvoreni peptidové vazby. Tim vznikne
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kompletni proteosyntézy schopny ribozom 80S. Déle pfislusné tRNA pfinaseji
aminokyseliny a ty se po vzoru po¢atecni aminokyseliny zapojuji za sebe peptidovymi
vazbami. To probiha do dosazeni jednoho z termina¢nich kodond, ktery tento proces
zastavi. Diky uvoliovacim faktoriim a GTP se bilkovina oddéli od ribozomu, stejné

jako jeho ob¢ podjednotky.
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3.4 Mimojaderna DNA

Mitochondrialni a chloroplastova DNA rostlin je obecné dédéna po jednom rodici,
na rozdil od jaderného genomu (Mejnartowicz, 1991; Neale, Marshall, & Sederoff,
1989; Neale & Sederoff, 1989; White et al., 2007). Pfi generativnim rozmnozovani
dochazi k predani haploidniho jadra samci pohlavni bunky, pfi¢emz mitochondrie
a chloroplasty v sam¢ich gametach chybi ¢i jsou degradovany po vstupu vaji¢ka. Proto
novy jedinec ziskdva mimojaderné genomy vétSinou po matce. Tyto geny se prenasi
na veskeré potomstvo (Kocarek, 2008). Avsak podle Kormutaka a kol. (2018) muze
pfi recipro¢nim kiizeni Pinus mugo x Pinus sylvestris dochézet k biparentalni dédi¢nosti
chloroplastové DNA, coZ ukazuje na uvolnéni kontroly maternalni dédi¢nosti cpDNA

v domnélych hybridech.

3.4.1 Mitochondrialni DNA (mtDNA)

Mitochondrialni Zivo¢isna DNA neni linearni molekula jako DNA jaderna,
ale jedna se o molekulu kruhovou. Casto je jeji podoba piirovnavana k prokaryotnimu
genomu, protoze se jedna o cirkularni chromozom bez intrond, s dal§imi podobnymi
vlastnostmi. Kruhové molekuly jsou diky absenci volnych konci odolnéjsi vuci
mutacim a poSkozeni. Nicméné molekuly rostlinného mitochondridlniho genomu
nebyly prokazany vzdy jako cirkularni molekuly, misto toho existuji spiSe ve formé
skupin jako linearni ¢asti nebo mensi cirkularni molekuly (tabulka 2)
(Nielsen & Stewart, 2016).

Tabulka 2 - Charakteristika genomii, (Lowe, Harris, & Ashton, 2004)

Genom | Dédi¢nost Struktura Strukturni | Rekombinace
mutace
NDNA | biparentalni linearni bézné ano
CpDNA | krytosemenné: | jehli¢nany: | cirkularni vzacné intramolekularni
maternalni paternalni
MtDNA | maternalni cirkularni, bézné intramolekularni a
komplexni intermolekularni
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Jelikoz mitochondrie je zodpovédna za bunééné dychani, mtDNA geny koduji
proteiny respiracnino fetézce, u rostlin napf. geny pro cytoplazmatickou pylovou
sterilitu atd. Typicka délka eukaryotniho mitochondridlniho genomu je napiiklad
u kukufice (Zea mays (Linné 1753)) 700 kbp, ale u jinych druhd se mize pohybovat
I v fadech 10 Mbp (Tomaskova & Kubasek, 2017). Na obrazku 9 jsou uvedeny nékteré
organismy a délky jejich mitochondrialnich genomua v kpb, pro ilustraci 2 organismy
s nejdelsimi genomy na obrazku jsou rostliny tabak virginsky a huseniéek rolni, jejichz
genomova délka se pohybuje kolem 400 kbp, coz je mnohonasobné delsi genom,

nez ma ¢lovek, jak miizeme na obrazku 9 vidét, jeho délka se pohybuje kolem 17 kbp.

430,597
A. thaliana: 366,924

S. pombe: 19,431

C. reinhardtii: 15,758
D. discoideum: 55,564

D. melanogaster: 19,524
B. mori: 15,643
M. musculus: 16,299
S. domesticus: 16,770
16,569

Obrazek 9 - Porovnani velikosti mitochondrialnich genomi u riznych organismi (kbp)
(Nielsen & Stewart, 2016)

V poslednich desetiletich doslo k velkému pokroku ve studiu mitochondrialniho
genomu, a to zejména u zivoCichu (Lavrov & Pett, 2016). Pro zivocisnou
mitochondridlni DNA je typickd maternalni nerekombina¢ni dédi¢nost a rychlé evoluéni
tempo vedouci k vysokému intraspecifickému polymorfismu (Bastien, Favre,
Collignon, Sperisen, & Jeandroz, 2003). Rostlinna mitochondrialni DNA je obecné
dédéna po matce, zatimco chloroplastovd DNA je obecné dédéna po matce

u krytosemennych, ale po otci (nebo po obou rodi¢ich) u nahosemennych, coz ukazuje

34



na geneticky tok obou, semen i pylu (tabulka 2 a 3) (Birky, 1995; Latta, Linhart, Fleck,
& Elliot, 1998; Vendramin, Lelli, Rossi, & Morgante, 1996).

3.4.2 Chloroplastova DNA (cpDNA)

Velikost plastidového genomu u rostlin je pomérné ustalend, povétSinou mezi
120-160 kbp, stejn¢ tak jeho organizace (Tomaskova & Kubasek, 2017). Plastidové
genomy vétSiny zemskych rostlin jsou kruhového tvaru slozeného ze 4 ¢asti,
zahrnujici 2 kopie velkych obracenych repetic (IRa a IRb) oddélenych jednim
velkym (LSC) a jednim malym (SSC) neopakujicim se regionem, coz dokladuje
obrazek 10 (Wu, Lin, Hsu, Wang, & Chaw, 2011).

IRa a IRb koduji 4 ribozomalni RNA (16S, 23S, 4,5S a 5S), o kterych se
piedpoklada, Ze uchovavaji  genomické vlastnosti zdédéné po  sinicich
(Tomioka & Sugiura, 1983; Turmel, Otis, & Lemieux, 1999). Né&které druhy rostlin
kompletné ztratily kopii IR, avSak u celedi Pinaceae tomu tak neni. U této Celedi
dochazi spiSe k redukci paru u obracenych repetic (236-495 bp) obsahujici pouze
3' psbA a trnl-CAU geny (Lin, Huang, Wu, Hsu, & Chaw, 2010; Tsudzuki et al., 1992).
Chloroplastova DNA u ¢eledi borovicovitych ma rliznorodou organizaci mnoha repetic

(Hipkins, Krutovskii, & Straws, 1995).

35



LSC

IRa IRb

SSC

Obrazek 10 - Zjednodusena stavba rostlinného chloroplastového genomu, modifikovano
(Khan, Khan, & Asif, 2010)

3.4.3 Rozdily v dédi¢nosti mimojaderné DNA u krytosemennych, jehli¢nanu,
tisovitych (Taxaceae) a cyprisovitych (Cupressaceae)

Mimojadernou dédi¢nost nelze studovat v souvislosti s jadernou dédi¢nosti,
protoze vysledky jejiho kiizeni nejsou identické a neexistuje zadny univerzalni $tépny
pomér ¢i poznatky o interakci mezi poznatky o jadernych genech.

Dédi¢énost podminéna chloroplasty a mitochondriemi se nefidi mendelovskymi
zakony a je to tedy tzv. nemendelovska dédicnost. U krytosemennych rostlin je téméf
pravidlem, ze mtDNA i cpDNA jsou dédény po mateiské linii, ale existuji i ptipady,
kdy je cpDNA dédéna po obou rodi¢ich. Mnoho studii dédicnosti prokazalo,
ze U krytosemennych druhii dievin jako jsou Quercus, Populus, Liriodendron, Magnolia
a Eucalyptus jsou oba typy mimojaderné DNA dédény po matce (Byrne, Moran, &
Tibbits, 1993; Dumolin, Demesure, & Petit, 1995; Mejnartowicz, 1991; Radetzky,
1990; Rajora & Dancik, 1992; Sewell, Qiu, Parks, & Chase, 1993).

U jehli¢nanti (nahosemenné rostliny), co se tyka dédi¢nosti mimojaderné DNA,
Ize pozorovat pickvapivé rozdilnosti. U borovicovitych (Pinaceae) je mtDNA dédéna
pfevazné maternalné¢ (Mogensen, 1996; Neale et al., 1989). Avsak u tisovitych
(Taxaceae) a cypfiSovitych (Cupressaceae) je mtDNA dédéna striktné paternalné

(Kondo, Tsumura, Kawahara, & Okamura, 1998; Neale et al., 1989). Tento rozdilny
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zpusob dédéni d€la organelarni genomy idedlnim nastrojem pro studium genetického
toku a popula¢nich struktur (Gugerli et al., 2001; Mitton, Kreiser, & Latta, 2000).
Chloroplastovy genom je u vétSiny krytosemennych dédén po matce, avSak
u jehliénanu, cypftisovitych (Cupressaceae) a tisovitych (Taxaceae) je dédén po otci
(Neale et al., 1989; White et al., 2007). Dé&di¢nosti Vv zavislosti jednotlivych genomi
(nDNA, cpDNA a mtDNA) na kmenech a ¢eledich vybranych organismu jsou uvedeny

v tabulce 3.

Tabulka 3 - Dédi¢nost DNA v zavislosti na kmenech a ¢eledich, (White et al., 2007)

Genom Vétsina krytosemennych | Borovicovité Tisovité a cypFiSovité
NDNA biparentalni biparentalni biparentalni

cpDNA maternalni paternalni paternalni

MtDNA maternalni maternalni paternalni

V tabulce 2 jsou vypsany vybrané charakteristiky jednotlivych genomut. Mazeme
si v§imnout, ze se nelisi pouze na zakladé dédi¢nosti, ale i co se tyce struktury. Zejména
jaderny genom od obou mimojadernych a pak dale v rekombinacich, kde je vidét,
zeknim  muZze  dochazet intramolekularné  (mezi  atomy v molekule),

ale i intermolekularné (mezi molekulami).
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3.5 Moznosti vyuziti DNA pro analyzu genetické informace

Geneticka informace ulozena v molekule DNA je jedine¢na pro kazdého jedince,
ktery vykazuje generativni plvod. Analyzou molekul DNA Ize ziskat unikatni
informace o genetické struktufe (genomu) kazdého jedince. I pies vyznamny pokrok
na poli molekularni biologie neni u lesnich dfevin doposud mozné rutinné Cist
kompletni genetickou informaci. Proto se pfistupuje k analyze ¢asteCné na vhodné
vybranych oblastech genomu z4jmovych jedinct. Tyto vybrané useky se oznacuji jako
molekularni genetické markery.

Molekularni marker je tedy vhodné vybrana jednotka informace o organismu,
ktera byla ziskana analyzou DNA molekul. Markerem miize byt napiiklad znama
sekvence DNA, délka fragmentu fetézce DNA a podobné. Genetické markery mohou
byt generovany jak zjaderné, tak mimojaderné (organelarni) DNA. Pro ucely
bakalarské prace byla zvolena metoda mikrosatelitovych markeri lokalizovanych
na mitochondriich a chloroplastech.

Mikrosatelity (SSRs — simple sequence repeats) jsou kratké regiony DNA, které
obsahuji opakujici se kratké segmenty, jejichz délka je kolem 2-6/8 part bazi a pravé
ty jsou vyuzivany jako markery (Eriksson et al., 2006). Tyto tandemové repetice
se vyskytuji v celém genomu, avSak spiSe je lze nalézt v nekddujici Casti genomu.
Jelikoz jich existuje obrovské mnozstvi variant, stavaji se mikrosatelitové markery
uziteénym nastrojem pro identifikaci jednotlivych jedinci a pro studium
mezipopulaéniho genetického toku. U mitochondrii a chloroplastii je metoda studia
repetitivnich tsektit DNA pouzitelnd obdobné jako u jaderného genomu, obecné vsak
organelarni SSRs markery vykazuji z divodu vyssi konzervativnosti organelarni DNA
niz§i miru polymorfismu.

Mikrosatelitové sekvence jaderné DNA jsou dosud nejlépe prukazné DNA
markery pouzitelné pro odvozeni struktury a populacni dynamiky. Zatimco organelarni
markery se prokazaly jako ucinné pro genealogické a evolu¢ni studie populaci
(Zhang & Hewitt, 2003). U rostlin az na par vyjimek je rychlost vyvoje mtDNA
nejpomalejsi ze vSech tii genomu (Wolfe, Li, & Sharp, 1987). Naproti tomu ma vyssi
rychlost rekombinace (Jeffrey D. Palmer & Herbon, 1988).

Chloroplastové markery jsou mnohdy universalni pro celou celed, popft. rod,
a tak jsou testovany i na jinych druzich dfevin, nez pro které byly vyvinuty. Markery

ze ¢lanku od Vendramina a kol. (1996) byly vyvinuty a testovany na borovici b&lokoré

38



(Pinus leucodermis (Antoine 1864)) a mély ovétit, zda amplifikuji useky cpDNA ¢i ne.
Vysledky téchto markerd byly srovnany s dal§im druhem ze stejné Celedi, s borovici
Thunbergovou (Pinus thunbergii (Parlatore)), ktera byla vybrana pro porovnani, protoze
jeji kompletni chloroplastovy genom byl osekvenovan jiz diive (Wakasugi et al., 1994).
Univerzalnost téchto chloroplastovych mikrosatelitovych markerti byla déle testovana
na nékterych druzich rodu Pinus a poté i na riznych rodech (Abies, Cedrus a Picea)
stejné ¢eledi. U nékterych dievin rodu Pinus byly po pouziti primerovych parti objeveny
amplifikované produkty stejnych velikosti, jako ty prokdzané u borovice bélokoré
(Pinus leucodermis (Antoine 1864)). Amplifikace byla 100 %. U dfevin z Celedi
Pinaceae jiného rodu, nez Pinus prob¢&hla amplifikace také Gspésné, konkrétné u smrku
ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.) byla 75 %. Proto byly v této praci pouZity primery

praveé z jiz zminéného ¢lanku.

3.5.1 Vyuziti jaderné DNA

Jaderné mikrosatelitové markery jsou nejcastéji vyuzivany pro zhodnoceni
variability na populaéni arovni. Jaderné primery jsou druhové specifické, nicméné
existuji 1 mikrosatelitové markery, které jsou ptenositelné vramci jednoho rodu
(Besnard, Acheré, Rampant, Favre, & Jeandroz, 2003). Naopak nejsou moc vhodné
pro studium genetického toku, jelikoz ¢asto selzou v rozliSeni genového toku ze semen
a genového toku z pylu u ptirozenych populaci (Wagner, 1992). Proto je pro studium

genového toku vhodnéjsi zvolit markery dédéné uniparentalné.

Priklady vyuziti jadernych mikrosatelitovych markert:
e identifikace jedinct (klonit)

e hybridizace

e studium migrace rostlin

o fylogeneze

e cvolucni vyvoj

e urceni paternity

e zhodnoceni variability na popula¢ni Grovni
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3.5.2 Vyuziti organelarni DNA

Podle Lowera (2004) je velmi vhodné vyuziti cpDNA markeri pii metodé
sekvenovani pro zjisténi fylogeneze (rekonstrukce rodokmene) a fylogeografie.
Z geografického rozlozeni variability organelarni DNA je mozné vyvodit zavéry
0 minulém genetickém toku a migraci (Maghuly et al., 2008). Dobie pouzitelné jsou
tyto markery pro zjisténi genetické diverzity, diferenciaci populaci, genovy tok,
polyploidizaci, hybridizaci, ale jsou nepouzitelné pro genotypovani jedincu.
Dle stejnych autori jsou dobie pouzitelné markery rostlinné mtDNA pro diferenciaci
populaci a uchézejici pro zjisténi genetické diverzity, genového toku, hybridizace,
fylogeneze a fylografie. Naopak nevhodné jsou rostlinné mMtDNA markery
pro polyploidizaci a genotypovani jedincu.

Mikrosatelitové chloroplastové primery vétSinou amplifikuji nekddujici regiony
DNA. Jelikoz u kruhovych molekul cpDNA se ukazalo, ze jsou uchovany ve své
struktute (Jeffrey D. Palmer & Stein, 1986). To vedlo k vytvofeni univerzalnich
primerti, které mohou amplifikovat nekddujici regiony, jez jsou u vétSiny zemskych
rostlin oddéleny 2 kodujicimi sekvencemi (Taberlet, Gielly, Pautou, & Bouvet, 1991).
Jak jiz bylo zminéno u rodu Picea a dalsich nahosemennych je cpDNA genom dédén
paternalné skrz pyl (Mogensen, 1996).

Podle (Bouill¢é, Senneville, & Bousquet, 2011) byly uréeny lokusy rbcL, trnK
atrnTLF pro 35 zastupct celého cirkumpolarniho rodu Picea, které jiz byly pouzity
v piedeslych fylogenetickych studiich (Qiao, Ran, Li, & Wang, 2007; Quinn, Price, &
Gadek, 2002; Wang, Tsumura, Yoshimaru, Nagasaka, & Szmidt, 1999; Wei & Wang,
2003). Podle jejich metodiky védci pfisli na to, ze cpDNA mulze byt lepSim
taxonomickym nez fylogenetickym markerem, vzhledem k tomu, Ze integruje vysledek
lateralni genové vymény zptsobené nedavnou nebo starsi interspecifickou hybridizaci.
Pfi hybridizaci Celedi Pinaceae by cpDNA meéla byt leps§im indikatorem druhového
vymezeni nez mtDNA, jelikoz markery ptidruzené k nejrozptylenéjSimu pohlavi by 1épe
vymezovaly druhy (Rémy J. Petit & Excoffier, 2009). Obecné feceno jsou
chloroplastové markety vhodné pro zhodnoceni wvariability nadruhové trovni,

popf. i na vnitrodruhové Grovni, pti¢emz existuji i univerzalni primery.
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3.5.3 Fylogeneticky vyvoj

Fylogeneze neboli fylogeneticky vyvoj je proces zalozeny na evoluéni teorii,
ktery pozoruje vyvoj druhlt organismil. S predmétem studia fylogeneze souvisi
fylogenetika, ktera se zabyva ptedevSim vyvojovymi piibuzenskymi vztahy mezi
organismy na zaklad¢ predstavy, ze vS§echny organismy maji univerzalniho spole¢ného
predka (Kalina & Vana, 2005).

V odborné literatuie zamétfené na lesni dieviny je fylogeneneticky vyvoj ¢asto
znazornén pomoci diagramu, kterému se fikd dendrogram. Na obrazku 11 je ukazka
hierarchického klastrovani dfevin z ¢lanku od Wanga a kol. (1999), kde se autofi
zabyvali fylogenetickymi vztahy euroasijskych druhti borovic a dalSich dfevin ze stejné
¢eledi, mezi nimiz byl i smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.). Vytvofeni tohoto
dendrogramu piedchazely analyzy intronovych sekvenci na 4 vybranych
chloroplastovych lokusech. Fylogenetickym vyvojem na druzich rodu Picea se ¢asto
v souvislosti s geografickym vyvojem druhti dale zabyvali napiiklad Lockwood a kol.
(2013), Bouillé a kol. (2011) a Tollefsrud a kol. (2008). Kolektiv autoru v ¢ele s Linem
(2010) zkoumal korelace fylogenetickych vztahti ¢eledi Pinaceae na zakladé cpDNA.
Kde uvadi i zjisténi, ze jedna ze Ctyi rozdilnych forem cpDNA konkrétné forma A, ktera
je typicka pro rod Picea, se jevi jako mnohem podobnéjsi formé A u rodu Cedrus nez
té, co ma rod Pinus. I pfestoze jsou si rody Picea a Pinus fylogeneticky blizsi nez

s rodem Cedrus.
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P yunnanensis
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P. hwangshanensis
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P. thunbergii

P. sylvestris
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P. nigra
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P. massoniana
P. merkusii
P. halepensis
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P. pinaster
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P. canariensis
P heldreichii
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P. peuce
P, strobus

100

P. koraiensis
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P. wallichiana
P. pumila
P. parviflora
P. monticola
P. krempfii
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P gerardiana
ﬂ,_— P. aristata
P. balfouriana

P. abies
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L. decidua
55 100 P amabhilis

99 K davidiana
A. numidica

C. argyrophyila

Obrazek 11 - Dendrogram vybranych druhii z ¢eledi Pinaceae vytvoieny na zakladé vzdalenosti
kombinovanych sekvenci, (Wang et al., 1999)

3.5.4 Mira variability a dédi¢nost

Mira variability jedinci je uréena detekovanym polymorfismem, coz je vyskyt
dvou nebo vice riznych alel na jednom lokusu v ramci populace. Popula¢ni frekvence
jejich vyskytu musi zaroven presahovat 1 % (Holasova, Radilova, & Buncek, 2006).
Pokud je frekvence vyskytu nizsi, povazuje se tato variabilita za mutaci. Polymorfismy
se Casto nachazi v intronech, které piimo nepodléhaji selekénim procesim. Pomoci
lokalizace jednotlivych polymorfismu je mozné vytvaret genetické mapy.
polymorfismu repetitivnich motivii — simple sequence repeats (SSRs) neboli
mikrosateliti. Tyto sekvence jsou nejcastéji dinukleotidové tzn., opakujicim se motivem
je dvounukleotidova repetice napt. CACA, piicemz pocet jejich repetic je variabilni.

Zakladni repetitivni jednotka je velika cca 2—4 bp (Kohoutova & Otova, 2017).
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K variabilit¢ mikrosateliti pfispiva polymorfismus, ktery vznikl nepfesnym
parovanim komplementarnich vldken DNA, obsahujici repetitivni sekvenci, ktera
vznikla pravdépodobné diky replikacnimu sklouznuti. To zpusobilo delece a inzerce
repetic v nové syntetizovaném fetézci. Tento jev muze zpusobit i nerovnomeérny
crossing over nebo vymeéna sesterskych chromatid. Vyhodou mikrosatelitl je i to,

ze jsou vysoce specifické pro jednotlivee, a jsou tak vhodné i pro urovani rodi¢ovstvi.
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4 Metodika

4.1 Navrh metodiky pro chloroplastové markery

Pro navrh metodiky pro chloroplastové markery byly prostudovany ptislusné
zdroje, zejména védecké ¢lanky od roku 1995 do soucasnosti. Bylo nalezeno 54 riznych
markert testovanych vice jak deseti vyzkumnymi tymy, pficemz nékteré markery byly
pouzity ve vice publikacich. Jednalo se pfedev§im o markery vhodné na analyzu
mikrosateliti. V tabulce 4 jsou uvedeny nazvy jednotlivych publikaci, kde byly tyto

markery uvedeny a testovany. Kazdy marker je uveden pouze jednou, podle toho,

ve které publikaci se objevil diive.

Tabulka 4 - Chloroplastové markery uvedené ve védeckych publikacich

Publikace Markery Publikace Markery
trnH-trnK Pt107517
trnK-trnK Pt109567
trnC-trnD Pt110048
trnD-trnT PCP1289

Demesure et al., 1995 | psbC-trnS PCP9434
trnS-trnfM PCP26106
psaA-trnS PCP30277
trnS-trnT PCP36567
trnM-rbcL PCP41131

Dumolin et al., 1995 trnT-trnF PCP45071
Pt1254 PCP48256
Pt9383 Provan et al., 1998 PCP51928
Pt15169 PCP63771
Pt26081 PCP71987
Pt30204 PCP79987
Pt36480 PCP87314
Pt41093 PCP100842
Pt45002 PCP102652

Vendramin et al., 1996 | Pt48210 PCP107165
Pt51873 PCP109612
P163718 trnL-trnF
Pt71936 rpss5-trnS
Pt79951 Ducetal., 2009 oG
Pt87268 ndhK/C
ﬁﬁg%gi Bouillé et al., 2011 {:’:TLLF
Pt107148 Lockwood et al., 2013 | matK
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Na zaklad¢ reSerSe téchto publikaci se tato prace zaméfuje na clanek
od Vendramina a kol. (1996) a jeho metodiku. V tomto c¢lanku bylo pouzito
20 chloroplastovych primerti na 2 dievinach rodu Pinus, kde byly tyto primery pouzity
pro analyzu 2 druht dfevin z rodu Pinaceae, a to konkrétné Pinus thunbergii a Pinus
leucodermis, popis téchto primerti je k nahlédnuti v tabulce 5. Oba primery jsou
mikrosatelitové a mononukleotidové, jejich repetice neboli opakovani je vzdy
po jednom nukleotidu, coz je typické pro chloroplastové mikrosatelity. Teplota
annealingu se pohybuje kolem 58 °C a délka, kterou lze amplifikovat pomoci PCR, je
u jednoho z primerd 146 resp. 148 bp a u druhého 92 resp. 93 bp v zavislosti na dieving.

Tabulka 5 - Popis pouzitych primeri dle autort (Vendramin et al., 1996)

Autor a rok Nazev | F R Repetice | Pary bazi | Teplota
vydani [bp] annealingu

[*C]
Vendraminet | Pt TTCAT | AAAA | (M), (T)e | 146,148 | 57,9; 58,1
al., 1996 71936 | TGGAA | CCGT

ATACA | ACAT
CTAGC | GAGA

CC TTCCC
Vendraminet | Pt CACAA | CGAC | (T)9, (Mo | 92,93 57,9; 58,3
al., 1996 63718 | AAGGA | GTGA

TTTTTT | GTAA
TTCAG | GAAT
TG GGTT

Jelikoz se ptredpokladd, ze u chloroplastového genomu dochdzi k vysokému
stupni uchovani celé sekvence jeho DNA, je cpDNA vhodna pro vyvoj primert, které
by mohly fungovat pro $irsi spektrum piibuznych druht. Proto je uziti primerd z tohoto
¢lanku vhodné i u rodu Picea, ktery se jako rod Pinus tfadi pod stejnou celed.
Z 20 primert byly vybrany 2, které stejni autoti Vendramin a kol. (2000) pouzili
04roky  pozde€ji  pfi  mikrosatelitové  analyze u  smrku  ztepilého
(Picea abies (L.) H. Karst.).

Primery Pt 63718 a Pt 71936 byly vybrany diky svému vysokému polymorfismu,
diky délkové variabilité zachycené uvnitf i vné populaci, a protoze vytvari fragmenty

o0 raznych velikostech. Tyto primery jsou také vhodné pro tvorbu multiplexi, coz bylo
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vyuzito i v pfipadé této prace. Pro sestaveni multiplexu by se hodily i primery
od Provana a kol. (1998), které by vzhledem k podobné teploté annealingu (60 °C)
ajizoveérené funkCnosti na smrku ztepilém prokdzané ve védeckém Clanku
od Maghuliho a kol. (2006) skvéle fungovaly. Jelikoz v této publikaci byly pouzity
dohromady s primery od Vendramina a kol. (1996).

Na zéaklad¢ vsech informaci a parametrd byly nakonec zvoleny markery
pro ovéteni pivodni metodiky od (Vendramin et al., 1996) nad ramec zadani bakalaiské

prace. Popis vybranych primert je v tabulce 5.
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4.2 Navrh metodiky pro mitochondrialni markery

Za ucelem navrhu metodiky pro studium mitochondrialnich markera byly

prostudovany odborné ¢lanky na toho téma od roku 1995 do soucasnosti. Bylo nalezeno

31 markert pouzitych v metodikdch u vice jak 17 autord, pficemz nékteré markery

poslouzily k analyzam ve vice publikacich béhem let. Jednalo se pfevazné o markery

nabazi repetitivnich mikrosatelitovych frekvenci. V tabulce 6 je vyobrazeno, jaké

markery byly pouzity v metodikach jednotlivych védeckych ¢lanka. Shodné podbarveni

buiky oznacuje opakované pouziti metodiky v téchto vydanich.

Tabulka 6 - Mitochondrialni markery uvedené ve védeckych publikacich

Publikace Markery Publikace Markery
nadl exonB/C coxl intron 1
Demesure, Sodzi, & Petit, 1995 NAtHCXONTIZ matR intron 1
nad4 exon2/4 mp6
rpS14-cob nadl intron B/C
Dumolin et al., 1995 nad4 exonl/2 | Jaramillo-Correa et al., | nad3-rps12
Christoph Sperisen, Biichler, & | nad1 exonB/C 2003 nad3 intron 1

Matyss, 1998

nadl intron 2

Sperisen et al., 2001

nadl intron 2

Gugerli et al., 2001

nadl intron 2

Jeandroz, Bastien, Chandelier,
Du, & Favre, 2002

nad4L-orf25

nad>5 intron 1

nad? intron 3

mh02 rpS14-cob
mh05 Bastien et al., 2003 | mh44
mh08 Maghuly, Pinsker, | mt15-D02
mh09 Praznik, & Fluch, 2006 | mt23-D02
a Maghuly, Nittinger,
Pinsker, Praznik, &
mh09’ Fluch, 2007 mt1HO1
mh10 Tollefsrud et al., 2008 |nad1l intron 2
mh27 Tollefsrud et al., 2009 |nadl intron 2
mh33 . . nadl intron B/C
h33’ Du, Petit, & Liu, 2009 nad5 intron 1
mh34 Litkowiec, Dering, & | mt15-D02
mh35 Lewandowski, 2009 |nad1 intron B/C
mh38 Bouillé et al., 2011 | nadl intron 2
Dering, Misiorny,
Lewandowski, &
mh44 Korczyk, 2012 mt15-D02
nad5 intron 1
mh50 Lockwood et al., 2013 nadl intron 2
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Pii vlastnim navrhu metodiky pro mitochondrialni markery budou vybrany
markery pouzité v téchto védeckych ¢lancich: nadl intron 2 (Sperisen et al., 2001),
mh44 (Jeandroz et al., 2002) a mt15-D02 (Maghuly et al., 2006). V tabulce 7 jsou
uvedeny jednotlivé parametry vybranych markert, pfiemz teplota annealingu je
prevzata z metodiky Vv jednotlivych ¢lancich a velikosti lokust jsou pievzaty z genové
databaze. Tyto markery byly zvoleny diky svym parametrim a proto, Ze byly pouzity
ve vice studiich abyla jiz ovéfena jejich funkénost a jejich polymorfismus. Diky
markeru nadl intron 2 se naptiklad potvrdilo, Ze postglacialni rekolonizace Alp pochazi
z dvou konkrétnich refugii (Gugerli et al., 2001).

Velké mnozstvi téchto markerd jiz bylo testovano na vétSiné tizemi zapadni
Evropy, a tak by bylo idealni spojit tyto primery do multiplexu. Vzhledem k podobné
teploté nasedani primeru na templatovou DNA by u lokusu nadl intron 2 a mhl44 mélo

dochazet ke kompatibilni reakci.

Tabulka 7 - Popis vybranych primera dle publikaci
(Jeandroz et al., 2002; Maghuly et al., 2006; Sperisen et al., 2001) a https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Autor a rok Lokus | F R Genova Velikost | Teplota
vydani banka lokusu annealingu
[bp] [°C]
Sperisen et al., | nadl CTCTC | ACAA | KU902027 | 874 57
2001 intron2 | CCTC | AGCC
ACCC |CCTTT
ATAT | GAGG
GATG |G
Jeandroz et al., | mh44 ATGA | TTCA | AY184284 | 447 56
2002 CTGG |CTTG
AAGA | ATAC
ATTG | TCAC
CTCA | CcCcC
C
Maghuly etal., | mtl5- | TATCT | ATCC | AY897577 | 1552 50
2006 D02 GACT | GAAT
TGCC | ACAT
TTATC | ACAC
C

Jelikoz je praktickd cast této prace zameéfena zejména na metodiku
pro chloroplastové markery, je zde uvedena alespon teorie metodiky dle

Sperisena a kol. (2001) pro mitochondrialni marker nadl intron 2, ktera by mohla byt
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také pouzita. Tento marker je vnitini fragment tandemové repetice druhého intronu
mitochondrialni NADH dehydrogenazy podjednotky 1 (nadl) genu smrku ztepilého
(Picea abies (L.) H. Karst.).

Stejné jako u metodiky pro markery cpDNA budou odebrany vzorky jehli¢i
a izolovana jejich DNA, popt. zkontrolovany koncentrace a Cistoty, pfiCemz lze vyuzit
agarozového gelu nebo spektrofotometrického pristroje napt. Nanodropu.

Vzorky izolované DNA budou nafedény na 4 ng/ul pfed polymerazovou
fetézovou reakci. Pomoci fluorescen¢né barevné znaceného primerového paru (tabulka
7), bude amplifikovan nadl intron 2 fragmentu. Na rozdil od cpDNA markeru je tieba
k tomuto fragmentu ptidat EcoRV restrikéni enzym, ktery dokaze nadl rozstépit.
Po ethanolovém srazeni a rozpusténi vzorkt v5 — 7,5 ul vody bude piepipetovano
adekvatni mnozstvi zhruba 1-2 pl amplifikovaného a rozstépeného produktu PCR do
roztoku velikostniho standardu, ktery je tvofen 12 ul formamidu a 0,5 — 1 ul ROX500
(Biosystems). Nasleduje fragmenta¢ni analyza pomoci kapilarni elektroforézy.
K vyhodnoceni vystupnich dat (elektroferogramy ve formatu .fsa) bude vyuzit vhodny
software (napf. GeneMarker® nebo GeneMapper®).
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4.3 Vybér metody analyzy organelarni DNA

Na zéklad¢ vypracované reSerSe zaméfené na moznosti pouziti molekuldrnich
markertt u mimojaderné DNA a moznosti jeji analyzy, byla nad ramec zadani prace
vybrana a ovéfena metodika studia genetické variability pomoci mikrosatelitovych
chloroplastovych markerti, pficemz metodicky bylo cerpano ptredevsim z védecké
publikace (Vendramin et al., 1996) a dalsich nalezenych publikaci
(Maghuly et al., 2006; Provan et al., 1998; Vendramin et al., 2000).

Uvedena metodika je zalozena na analyze variability v po¢tu opakovani T repetic
v amplifikovanych fragmentech. Oba vybrané primery jsou mikrosatelitové
a mononukleotidové, to znamena, Ze se jejich repetice opakuje po jednom nukleotidu,

a to konkrétné pravé po nukleotidu T.
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4.4 Lokalita a sbér vzorku

V ramci predchozich vyzkumnych aktivit na Katedie genetiky a fyziologie lesnich
dievin byly vytipovany piedpokladan¢ autochtonni ¢i jinak vyznaéné populace smrku
ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst) v Ceské republice (tabulka 8). Jednalo se
0 10 lokalit, na kterych bylo souhrnné odebrano 110 vzorku jehli¢i. Z této dostupné
kolekce rostlinného materidlu bylo pro tuto praci vybrano 16 jedincti, na kterych bylo
provedeno ovéfeni funk¢nosti navrzené metodiky za ucelem detekce ptipadné genetické
variability. Byly vybrany vzorky ptivodem z riiznych geografickych oblasti (obrazek 12,
prostorova distribuce ptfedmétnych piirodnich lesnich oblasti), maximalizoval se tak

ptedpoklad odlisné genetické struktury jedinct na studovanych lokusech.

Tabulka 8 - Oznaceni lokalit sbiranych vzorki

Oznaceni vzorku PLO | Lesni sprava Lokalita (¢. genové zakladny)
SM2, SM3 21b | Frydlant 85-1 Jindtichovické smrciny
SM13 11b | Pfimda LS Primda
SM32, SM35, SM40 13 Boubin 016-1 Zaton — Kubova Hut’
SM50 14 Nov¢é Hrady 046-1 Novohradské hory
SM59, SM63 16 Pelhfimov 37 Cernovice
SM71, SM80 27 Jesenik 164 - Rejviz
SM89 40a | Frydek-Mistek 182 Lysé Hora
SM96 30 Prostéjov LS Prost&jov — chlumni
SM102, SM108, SM110 | 25 Rychnov nad LS Rychnov
Knéznou
s WELN AT : Feio Rl
Chemnitz s L, ) ) g Jeleni Hoy EQ Gene Legenda
Cvi [ Ustinad S/ ”@ = Valbrich o —
v1é<ov —Vabem . Liberecdigs rDa'J;\ o Opoli £F 11b - Cesky les
- D 1o
@ PN % 23 424 40 &¥ 13-Sumava
',A/*\V" 2b Hradec f‘,i'J i‘\x“ Kat £¥ 14 - Novohradské hory
%z,d(rf Karlovy Vary fE6s I Kralové Lf’r &F 16 - Ceskomoravska vrchovina
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Obriazek 12 - Prirodni lesni oblasti vybranych lokalit, modifikovano, UHUL a Mapy Google
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4.5 lzolace DNA

45.1 Priprava vzorki a homogenizace

Odebrany hluboce zmrazeny rostlinny material bylo potieba pted vlastni izolaci
DNA nejprve zhomogenizovat. Material byl vyjmut z mraziciho boxu, kde byl
uchovavan pii teploté -80 °C v uzaviratelnych saccich spolecné s kulickami silikagelu
pro zajisténi stabilni vlhkosti. Jehlice smrku v celkovém mnozstvi 80-100 mg byly
vyjmuty ze sacku, nakrdjeny pomoci skalpelu na drobné fragmenty a vlozeny do 2 ml
nadepsanych zkumavek s ptisluSnou identifikaci. Pii této piipraveé je nutné si davat
pozor na vzéijemnou kontaminaci vzorkd, které se zabrani pieciStovanim pracovni
plochy a pracovnich nastroji ¢istym lihem vzdy po ptipravé jednoho vzorku, respektive
pted pfipravou nasledujiciho. Po tomto primarnim fragmenta¢nim zpracovani materialu
mohl zacit proces drceni.

Do kazdé zkumavky byly ptidany 2 kovové drtici kuli¢ky vyrobené ze slitiny
oceli a karbidu wolframu, které drti rostlinny material ve zkumavkach pomoci
mechanického plisobeni v oscilatnim mlynu. Uzaviené zkumavky byly vloZeny
do konzole oscilaéniho mlynu, ktera byla pfenesena do polystyrenové vany s tekutym
dusikem. Tekuty dusik vzorky zamrazil na cca -196 °C. Tato faze je velmi dilezita,
protoze tekuty dusik zplsobi, Ze rostlinné tkané zkiehnou a zaroven ztvrdnou.
Pro oscilaéni mlyn pak je mnohem jednodussi tkané rozdrtit na jemny prach. Pro tuto
homogenizaci byl pouzit oscilaéni mlyn znacky RETSCH.

Samotna faze drceni trvala cca 3 minuty pifi pohybech oscilatniho mlyna
s frekvenci 30 kmitlh za 1 sekundu. Po nadrceni byla u vSech vzorkii okularné
zkontrolovéna kvalita drceni. Pfi absenci viditeln¢ hrubych casti a dostatecném
mnozstvi jemného prachu byla homogenizace povazovéana za UspéSnou. V opacném

piipadé bylo nutné proces drceni opakovat.

45.2 Extrakce a purifikace DNA

Pro izolaci rostlinné DNA byl pouzit izola¢ni kit od spole¢nosti Geneaid s nazvem
Genomic DNA Mini Kit (Plant). Kit byl vybran i s ohledem na to, Ze dle vyrobce,

je vhodny i pro purifikaci mitochondrialni a chloroplastové DNA.
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Jako prvni krok ptfed samotnou izolaci bylo nutné si pfipravit vSechen potiebny
material, pomutcKy a laboratorni pfistroje, coz vyrazn¢ usnadnilo a zrychlilo cely proces
prace. V podstaté byly pouzity 3 typy piistroji: vortex — slouzici k promiseni roztoki,
centrifuga — k odstfedéni frakci roztoku dle hmotnosti, tiepacka s ohfevem — pro udrzeni
predepsané teploty a v neposledni fadé sada mikropipet o rtiznych rozsazich objemu (0—
10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl) slouzici k preneseni definovaného objemu tekutiny.
Déle byl nutny spotfebni material: latexové rukavice, plastové pipetovaci Spicky
raznych velikosti, zkumavky, tenky fix a protokol.

Ke kazdému zhomogenizovanému vzorku bylo pfipipetovano 400 pul
GP1 roztoku, ktery zajisti smoceni povrchu jemnych ¢astic ve zkumavce a provede
prvotni chemické naruSeni struktury bunéénych stén, jinymi slovy dojde k lyzi bunék.
Dale bylo do kazdého vzorku ptidano 5 pl RNazy, ktera odstraiiuje ze vzorkl pro tuto
praci nezadouci RNA. Pipetovany objem RNazy je pomérné maly, a tak je potfeba
s nim nakladat opatrné a S rozvahou, proto byla pfi pipetovani nékolikrat v kazdém
vzorku pipeta s jejim obsahem proplachnuta, tak aby bylo odstranéno veskeré mnozstvi
RNA v kazdém vzorku. Déle bylo nutné vSechny vzorky promisit pomoci vortexu
a vlozit zkumavky do tiepacky s ohfevem piedehfaté na 60 °C pro maximalni uc¢inek
RNazy. Inkubace vzorkt v tiepacce s ohfevem trvala 50 minut. Ttepacka s ohfevem
zaroven zajiStuje krouzivymi pohyby dikladné smiSeni vSech slozek a zaroven
umoznuje teplotni stabilitu RNazy. lhned po ukonceni inkubaéni faze bylo
do zkumavek co nejrychleji piidano 120 ul GP2 roztoku, nasledné byly vzorky smiseny
pomoci vortexu a ulozeny k inkubaci na 5 minut do ptfedem piipraveného ledu. Diky
prudké zméné teplot doSlo k vysrazeni detergentt, bilkovin a polysacharidi. Nasledné
byla pouzita centrifuga na dobu 1,5 minuty pfirychlosti 8000 otacek za minutu
pro separaci roztoku a srazenin, které zlstaly u dna zkumavky. V dalsim kroku bylo
tteba si piipravit odpovidajici pocet zkumavek s bilymi filtry, ptes které bylo
ptepipetovano 400 ul roztoku (bez srazenin) ze zkumavek po vyjmuti z centrifugy. Bily
filtr dokéze zachytit zbylé hrubé necistoty, které roztok mohl zatim obsahovat.
Zkumavky s filtry byly opét vlozeny do centrifugy a stoceny po dobu 1 minuty rychlosti
1000 otacek za minutu. Odstfediva sila v centrifuze umoznila roztoku priichod filtrem
a necistoty zachytila na filtru. Prefiltrovany roztok byl pfepipetovan do novych 2 ml
zkumavek s kulatym dnem. Kazdy vzorek byl doplnén o 1,5 nasobek svého objemu
GP3 roztokem za soucasné¢ho smiseni vzorkil vortexem C¢itzv. propipetovani ihned

ve zkumavce.

53



Dale byly pfipraveny nové zkumavky tentokrat se zelenym filtrem. Zeleny filtr
slouzi k zachyceni DNA. Do téchto filtrti se z kapacitnich diivodd napipetovalo 600 pl
roztoku a opét byla vyuzita centrifuga po dobu 2 minut s rychlosti 15000 otacek
za minutu. Po skonceni cyklu v centrifuze bylo zkontrolovano, zda cely objem roztoku
prosel filtrem. Timto byla DNA navadzana v modrém filtru a pfefiltrovany roztok byl
ekologicky zlikvidovan. Tento krok byl zopakovan se zbytkem roztoku az do uplného
prefiltrovani celého objemu roztoku.

DNA navazanou ve filtru bylo nutno jesté vycistit. Do filtru bylo pfidano 400 pl
W1 roztoku a vzorky byly opét dany do centrifugy. Odstfed’ovani trvalo 30 sekund
pfti rychlosti 15 000 otacek za minutu. Tento roztok slouzi k vymyti necistot z filtru.
Odstredény roztok se ekologicky zlikvidoval a ptes filtr se napipetovalo 600 ul Wash
roztoku, ktery obsahoval ethanol. Opét se vzorky umistily do centrifugy a stocily
se zase na 30 sekund rychlosti 15000 otiCek za minutu. Znovu byl zlikvidovan
odstiedény roztok prosly filtrem. Zkumavka s filtrem se tentokrat vlozila do centrifugy
tzv. na sucho, aby na filtru nezistal Cistici roztok a s nim ethanol. Doba staceni byla
3 minuty rychlosti 15 000 otacek za minutu.

V posledni elu¢ni fazi byl zeleny filtr se zachycenou a pieciSténou DNA
premistén do finalni 1,5 ml zkumavky, ktera byla fadné¢ popsana ¢islem vzorku. Pfimo
do stfedu filtru bylo napipetovano 100 pl eluéniho roztoku, ktery ma za tkol uvolnit
DNA ze struktury filtru. Potfebné mnozstvi eluéniho roztoku bylo pfedem temperovano
na teplotu 60 °C pro zlep$eni elucni vlastnosti tohoto roztoku. Po uplynuti doby 3 minut,
kdy se roztok stacil vsaknout do filtru, byly vzorky vloZeny do centrifugy a stoCeny
rychlosti 13 000 otacek za minutu po dobu 3 minut. Nakonec byl filtr odstranén
azkumavky sobsazenou DNA byly nadepsany pro piislusnou identifikaci

Viz obrazek 13.

Obrazek 13 - Oznacené dvé série po osmi vzorcich izolované DNA
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4.6 Meéreni koncentrace DNA

Pro ovéteni kvality izolacniho postupu byla zmétfena koncentrace a Cistota DNA.
Meéieni a vyhodnoceni probéhlo na pfistroji NanoDrop od spole¢nosti Thermo Fisher
SCIENTIFIC, ktery provadi spektrometrické vyhodnoceni. VsSechny vzorky byly
pfed méfenim smiseny vortexem, aby byla zajiSténa homogenita v celém objemu
vzorku. Pipetovany objem byl 1 ul roztoku izolované DNA. Jako referenc¢ni vzorek
bez DNA byl zvolen eluéni roztok z kitu pro izolaci rostlinného materialu od firmy
Geneaid. Aby byl vzorek DNA povazovan za ¢isty, musi se jeho hodnota na rozhrani
260/280 nm pohybovat vrozmezi od 1,7 do 1,9, coz je idealni stav, pfikterém
se hodnota koncentrace izolované DNA jevi jako nezneciSténa piimési jinych latek
(RNA, bilkovinami atd.). Cim vice se hodnoty lisi od tohoto rozmezi, tim vice indikuji
zneCisténi vzorku. Dale byl sledovan pribéh spektralni kiivky viz obrazek 14, kde je
vidét optimalni prubéh této kiivky u DNA a u proteinu.

Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce 11. Po zméteni byly vzorky skladovany

vV mrazicim boxu pii teploté -80 °C.
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Obriazek 14 - Spektralni krivka ¢isté DNA a proteinu (na ose y je opticka hustota, na ose x je vinova
délka), (Rothman, 2010)
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4.7 Kontrola kvality DNA

Pro kontrolu kvality DNA byla pouzita metoda tzv. horizontalni elektroforézy
neboli gelové elektroforézy, v tomto ptipad¢ byla jako gel pouzita agardza. Princip
elektroforézy jako separacni metody spociva ve schopnosti odlisit latky na zékladé
rizné pohyblivosti v gelu ve stejnosmérném elektrickém poli. Jeji vyuziti v molekularni
biologii je zejména pro zjisténi, zda se mikrosatelitové primery amplifikuji ¢i ne a zda
jsou polymorfni, dale se pouziva pro separovani velkych iontl (sacharidy, peptidy,
sestithy  DNA a RNA) napiiklad za ucelem zjisténi kvality DNA
(Koolman & Réhm, 2012).

Jako médium byl zvolen agarézovy gel o Kkoncentraci agardzy 0,73%
(0,4 g agardzy). Izolovana DNA byla u vSech vzorku nafedéna ultra Cistou vodou
na koncentraci 10 ng/ul, pfipadn¢ Ize pouzit i elucni roztok.

Elektroforeticka soustava (obrazek 15) je slozena z casti: elektroforeticka vana,
elektrody, bezpe¢nostni viko, drazka na vytvofeni jamek v gelu a samoziejmé zdroj

elektrického napéti.

‘el
it PR

Obrazek 15 - Soustava na horizontalni elektroforézu
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Nejprve bylo nutné v odmérném valci smisit 40 ml 10X TBE koncentrovaného
roztoku (elektroforeticky pufr) s 360 ml destilované vody. Tim byl ziskan finalni objem
400 ml. Dale z tohoto objemu bylo do odmérného valce potieba odlit 55 ml vzniklého
1X TBE a ten poté pielit do Erlenmayerovy baiky. Zbyly objem pufru — 345 ml byl
nalit do elektroforetické vany. Na analytickych vahach bylo odvadzeno 0,4 g praskové
agardzy, jejiz mnozstvi se vybira sohledem na ocekavané délky separovanych
fragmenti nukleovych Kkyselin. Agaréza byla rozpuSténa v Erlenmayerové bariice
v 55 ml fedéného pufru. Jelikoz se agar6za nerozpousti pii laboratorni teploté, byla
banka piikryta vickem, aby se zabranilo odpafeni roztoku a vlozena do mikrovinné
trouby. V troub¢ se nechala pfejit mirnym varem cca 2 minuty pii vykonu 500 W.

Pomoci ochranné gumové chnapky byla horkd banka vyjmuta z trouby
a za stalého michani chlazena na teplotu 50 °C pod proudem tekouci studené vody.
Do roztoku bylo pfidano 1,6 ul interkalacniho barviva GelRED, coz je latka, ktera
se diky své planarni struktufe dokaze interkalovat mezi vlakna DNA a zvysit tak svou
fluorescenci.

Tekuty gel s barvivem byl zamichan a s co nejvétsi plynulosti pielit do pfipravené
formy na gel uzaviené pryzovymi bo¢nicemi. Pokud se v gelu objevi bublinky, musi byt
odstranény za pomoci Spi¢ky tak, aby byl zachovan jeho rovnomérny povrch
bez prasklin. Dale byly do gelu pfidany plastové hiebinky, které béhem tuhnuti gelu
vytvoti jamky na DNA. Gel tuhnul cca 15 minut.

Mezitim byl 1ul izolované DNA pomoci mikropipety smichan s bromfenolovou
modii, ktera slouzi jako tzv. nanaSeci pufr, diky némuz se vzorky snize nanesou
do jamek v gelu a je mozno kontrolovat jejich rychlost béhem elektroforézy. Rychlost
barviva, jak migruje gelem, je zavisla na koncentraci agarozy.

Po zatuhnuti gelu byly plastové hiebinky opatrné vyjmuty a do jamek byly
pomoci mikropipety naneseny vzorky DNA smiseného s nandSecim pufrem

Viz obrazek 16.
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Obriazek 16 - Nanesené vzorky DNA v elektroforetické vané (vzorky znaceny od spodu SM2 po
SM110)

Elektroforeticka vana byla pfiklopena bezpecnostnim vikem, které bylo pfipojeno
ke zdroji napéti. Po piekontrolovani polarity byl zdroj nastaven na napéti 70—
110 V, proud 250 mA a spustén po dobu 35 minut. Po zapnuti vzorky putovaly gelem
smérem K Cervené elektrodé.
Po pétatiiceti minutdch, kdy vzorky putovaly gelem, byl gel opatrné prenesen
do pfistroje Azure c200 od spole¢nosti Azure Biosystém, coz je dokumentaéni systém

s kamerou pro sniméni fluorescen¢nich DNA gela.
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4.8 Fragmentaéni analyza organelarni DNA

4.8.1 Priprava vzorki DNA

Vzorky koncentrované DNA byly po izolaci nafedény ultra cCistou vodou
na koncentraci 10 ng/ul. Po skladovani v mrazicim boxu pro ucely nasledné analyzy
byly vyjmuty a rozmrazeny pii pokojové teploté za ucelem dalSiho pipetovani

a manipulace. Po pouziti byl zbyly objem vzorkl opét hluboce zamrazen.

4.8.2 Vytvoreni multiplexu pro PCR reakci

Podobu teoreticky vytvofeného primeru je nutné ovéfit v praxi testovanim
na men$im souboru vzorkt. Na zaklad¢ vysledk ovéfeni je poté mozné pfistoupit
k dodatecnym upravam koncentraci primert ¢i teplot annealingu pii PCR reakci.
Pro tuto praci byly vybrany 2 chloroplastové primery na zakladé odborného ¢lanku
(Vendramin et al., 1996).

Pro pfipad pipetovaci chyby je nutné si vytvofit vétsi objem piipraveného
mlutiplexu. V tomto piipadé byl pfipraven multiplex, ktery obsahoval 2 fluorescen¢né
naznacené primery, které ovéii svou variabilitu na 16 vzorcich cpDNA smrku ztepilého
viz tabulka 5. Multiplex byl pfipraven na celkovy objem reakce 4 pl. Polovinu jeho
objemu tvoril Master mixu, dale jednotlivé primery ve svych forward (F) a reverse (R)
formach, kde objem byl zvolen dle dostupné literatury; 1,5 pl tvofila nafedénd DNA
a zbytek reakce byl doplnén ultradistou vodou (¢aH20). Aby byla rezerva minimalné
10 % objemu reakce, byl multiplex vyroben pro mnozstvi 20 vzorku. Vypocet reakce je
mozno vidét v tabulce 9. Se vSemi komponenty bylo nakladano v laboratornim boxu,

aby se piedeslo kontaminaci vzorkt ¢i primert.
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Tabulka 9 - Vypocet reakce pri tvorbé multiplexu

Primer F/IR 1x vzorek 20x vzorek

(] (]

Vzorky Pt 71936 F 0,03 0,6
R 0,03 0,6

Pt 63718 F 0,04 0,8

R 0,04 0,8

Kontrola ) 0,14 2,8
Master mix 2 40
ddH-0 0,36 7,2
Kontrola > 2,5 50
DNA | 1,5 30
Celkem reakce 4 80

Po uvaze a propocitani jednotlivych objemii komponenti reakce (primery,
ultra ¢ista voda, Master mix) je mozno pfejit k samotné ptipravé multiplexu. VSechny
komponenty pattici do multiplexu byly napipetovany do jedné zkumavky od spole¢nosti
Eppendorf. Poté za i¢elem homogenizace byla zkumavka pomoci centrifugy odstiedéna
a nasledné vortexem smisena. Do 2 ptipravenych stripti o velikosti 1x8 jamek byl
napipetovan do kazdé jamky objem 2,5 ul multiplexu a 1,5 pl ptislusné DNA. Stripy
byly znafeny Cernym fixem a uzavieny, aby nedoSlo k vypateni nebo vyliti smési.

Stripy se nakonec vlozily do Master cycleru od spoleénosti Eppendorf viz obrazek 17

a doslo ke spusténi programu pro PCR reakci (tabulka 10).
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Obrazek 17 - Parametry PCR amplifikace (pFistroj Eppendorf Mastercycler)

4.8.3 PCR reakce

Pro amplifikovani (namnozeni, zesileni) ohrani¢enych tiseki DNA byla pouzita
PCR neboli polymerazova fetézova reakce. Byly pouZity primery Pt 71936 a Pt 63718,
které hybridizuji vzdy s jednim fetézcem na obou stranach ampifikovaného tiseku DNA
a termorezistentni DNA polymerazou. Reakce probéhla v MasterCycleru od spole¢nosti
Eppendorf.
kdy doslo k rozpadu vodikovych mustkti dvousroubovice DNA na dva fetézce podobné
jako pfi replikaci DNA. Dale je tfeba reakéni smés po velmi kratkou dobu ochladit
(annealing) na teplotu 60 °C, aby byla umoznéna hybridizace (dosednuti) primert.
Teplota nesmi byt sniZzena pod hranici annealingu, protoze molekuly jednofetézové
DNA po ochlazeni opét renaturuji. Teplota hybridizace je proto klicova pro vysledek
PCR a musi byt spravné nastavena pro pouzity primerovy par. K zahfivani
a ochlazovani dochazi v cyklech. V tomto pfipadé bylo zvoleno cykla 40. Dalsim

krokem je extenze a finalni extenze, pfi které dochazi k syntéze novych fetézci
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a ke vzniku dvojfetézct, jejichz délka odpovida vzdalenosti primert. Jejich mnozstvi je
zavislé na poctu cykli a zvysuje se s kazdym cyklem cca dvojnasobné az do doby,
kdy jsou témét vSechny nové syntetizované useky spravné dlouhé.

Program, dle kterého béZela PCR byl vybran s ohledem na primery a druh
dreviny, v tomto piipadé smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.). Podrobny program
viz tabulka 10.

Tabulka 10 - Vytvoreni programu pro pribéh PCR reakce

CyKlus ¢islo Pocet opakovani | Teplota | Doba trvani
1 inicialni denaturace 1x 95°C 15 min

2 denaturace 40x 95°C 30s

3 annealing 40x 60°C 45s

4 extenze 40x 72°C 30s

5 finalni extenze 1x 60°C 30 min

6 uchovani 1X 4°C o0

4.8.4 Fragmentacni analyza

Vysledny PCR produkt byl pfipraven pro fragmenta¢ni analyzu v sekvenatoru.
Kazdy vzorek 1 pl PCR produktu byl smichan s 12,2 ul smési formamidu a velikostniho
standardu (500-LIZ), od kterého je poté mozné odeéitat velikosti vrcholi. Funkce
deionizovaného formamidu je zejména sniZeni teploty tani DNA, aby bylo mozné
hybridizaci DNA provadét pii nizsi teploté. Jedna se 0 destabiliza¢ni ¢inidlo redukujici
stavbu vodikovych vazeb. S touto latkou je potieba pracovat rychle, jelikoz je tézka
a ma tendence klesat ke dnu zkumavek. VSechny komponenty je tieba smisit, proto je
nutné opét vyuzit vortexu a centrifugy.

Do piipraveného nového bloku bylo do kazdé z 16 jamek napipetovano 12,2 ul
smési formamidu a velikostniho standardu, dale byl ptidan 1 ul PCR produktu. Blok byl
uzavien specidlni folii pro sekvenaéni pfistroj a vloZzen do cycleru na cyklus
0 10 minutach pti 95 °C, kdy probéhla denaturace. Okamzité po dokonceni cyklu byl
blok vlozen na led a poté do sekvenatoru. Sekvenator po ukonceni cyklu vytvoftil data,
kterd byla nasledné interpretovana pomoci softwarového nastroje GeneMarker

od spole¢nosti SOFTGENETICS.
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5  Vysledky

Za hlavni vystup bakalafské prace je povazovana reSerSni analyza zadaného
tématu a vytvoieni metodického navrhu pouziti organelarnich DNA markerd.

ReSerSni c¢éast této bakalarské prace se zabyva mnoha tématy. Zkouma
mimojaderné genomy, jejich evoluci a vyuziti mimojaderné DNA pro studium
genetické¢ wvariability a fylogenetického vyvoje u lesnich dievin rodu Picea
se zam¢fenim na konkrétni druh smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.). Dale je tato
Cast bakalarské prace do jist¢ miry veénovana porovnani mimojaderné DNA
s DNA jadernou, a to hlavn¢ z hlediska jeji struktury a dédi¢nosti.

Pro reSer$ni ¢ast této prace bylo vyuzito 96 citovanych zdrojt, jimiz jsou hlavné
védecké clanky prevazné z obdobi devadesatych let a pfelomu milénia, zaméfené
na studium analyzy mimojaderné DNA. V daném obdobi se k analyzam DNA vyuzivalo
prevazné¢ mikrosatelitd, coz je metoda v soucasnosti jiz piekonana. V dnesni dobé
se pouziva hlavné sekvenovani DNA. Avsak je tieba zminit, Ze metodu analyzy DNA je
nutné vybirat s ohledem na to, co je cilem vyzkumu a také jakym zptisobem probéhne
vyhodnoceni a interpretace vysledkd.

Déle byla nad ramec zadéani prakticky ovéfena funkénost navrzené metodiky
analyzy chloroplastové DNA na chloroplastovych markerech 16 jedincich

smrku ztepilého.
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5.1 Méreni parametri izolované DNA

U vSech 16 vzorki se podatilo izolovat DNA a nasledné¢ zm¢fit jeji koncentraci
acistotu (tabulka 11). Koncentrace DNA se pohybovala nejcastéji Vv rozmezi
10 az 12 ng/ul a pomérovy koeficient 260/280 m¢l nejcastéji hodnotu okolo 1,8 coz je
vrozmezi (od 1,7 do 1,9), které je povazovano za idealni stav, kdy se hodnota
koncentrace DNA jevi jako nezneCiSténa jinymi latkami (RNA, bilkovinami atd.).
Ze vsech testovanych vzorkd nejvyssi koncentraci 90,0 ng/ul a pomérovy koeficient

260/280 (1,83), mél vzorek SM108.

Tabulka 11 - Zméiené koncentrace a Cistoty izolované DNA

Poradové Cislo Oznaceni vzorku Koncentrace Pomérovy

vzorku nukleové Kkys. [ng/ul] koeficient

260/280 nm
1 SM2 11,2 1,85
2 SM3 11,3 2,23
3 SM13 10,3 1,99
4 SM32 10,7 1,80
5 SM35 11,0 2,02
6 SM40 16,7 1,93
7 SM50 11,7 1,93
8 SM59 59,4 1,88
9 SM63 12,6 1,81
10 SM71 80,7 1,49
11 SM80 65,0 1,30
12 SM89 11,7 1,75
13 SM96 21,8 1,88
14 SM102 85,0 1,48
15 SM108 90,0 1,83
16 SM110 94,0 2,12
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5.2 Elektroforeticka separace

Elektroforéza byla provedena zejména za ucelem ovéfeni vysledka
spektrofotometrického méteni, tedy zjisténé koncentrace a ¢istoty DNA. Fotografie gelu
(obrazek 18) dokladuje pritomnost DNA u vSech vzorkii a obdobnd mira intenzity

UV svételného odrazu potvrzuje spravnost zjisténé koncentrace pii predchozim méteni.
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Obrazek 18 - Snimek vzorki na gelu po elektroforéze porizeno dokumenta¢nim systémem
Azure c200

65



5.3 Posouzeni datového setu

5.3.1 Detekovany polymorfismus

Jako analyticky nastroj na zpracovani dat fragmentacni analyzy chloroplastové
DNA byl pouzit software GeneMarker od spolecnosti SOFTGENETICS. Tento néstroj
umoziiuje zpracovani vystupnich dat ze sekvenatoru. Na obrazku 19 je ukazka
vyhodnoceni dat pomoci softwaru GeneMarker, konkrétné¢ se jedna o 4 vzorky
(odshora— SM71, SM80, SM89 a SM96), u kterych byl pouzit primer Pt63718. U kazdé
ktivky je patrny alespon jeden vrchol (peak). U vzorku SM89 mutizeme fici, ze se jedna
0 homozygota, jelikoz ma vyliSeny pouze 1 vrchol. Ostatni 3 vzorky maji vzdy vrcholy
2 0 konkrétnich délkach, jedna se tedy o heterozygotni jedince. Vrcholy nemuseji byt
vzdy jasné, protoze se nékdy stava, ze DNA polymeraza tzv. sklouzava pii replikaci
repetitivnich sekvenci a tim dojde k expanzi mikrosatelitovych repetici.

Naproti tomu na obrazku 20 muizeme pozorovat ukazku vyhodnoceni dat
na 3 vzorcich (od shora — SM59, SM63, SM71), u kterych byl pouzit primer Pt71936.
U vS8ech tfech vzorku se jedna o homozygoty, jelikoz maji vzdy jen jeden vrchol, avsak

S riznymi délkami part bazi
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Obrazek 19 - Ukazka zpracovani dat (primer Pt63718) softwarem GeneMarker
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Obrazek 20 - Ukazka zpracovani dat (primer Pt71936) softwarem GeneMarker
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5.3.2 Geneticka struktura a diferenciace

Pro ovéfeni funkénosti metodiky bylo testovano 16 vzorki smrku ztepilého
(Picea abies (L.) H. Karst.) pomoci dvou chloroplastovych markert. Oba zajmové

lokusy vykazuji polymorfismus napfi¢ vS§emi z4jmovymi vzorky.

Tabulka 12 - Vysledné alely podle adjustace z GeneMarkeru

Vzorek Pt63718 Pt71936
SM2 94 99 144 144
SM3 95 99 145 145

SM13 95 99 145 145
SM32 94 99 145 145
SM35 92 99 145 145
SM40 94 99 145 146
SM50 94 99 145 145
SM59 94 99 145 145
SM63 93 99 144 144
SM71 94 99 144 144
SM80 95 99 145 145
SM89 95 95 145 145
SM96 94 99 145 145

SM102 94 99 145 145

SM108 95 99 145 145

SM110 99 99 145 145

V tabulce 12 jsou uvedeny vysledné alely jednotlivych vzorkli po adjustaci
v softwaru GeneMarker od spole¢nosti SOFTGENETICS. Pii pohledu do tabulky
12 je také patrné, ze na lokusu Pt63718 jedinci SM2, SM32, SM40, SM50, SM59,
SM71, SM96, SM102 jsou identicti, jejich alely jsou 94 a 99 bp, jedna se tedy
0 heterozygoty. Stejny vysledek vysel u vzorki SM3, SM13, SM80, SM108, u kterych
je pouze rozdil vtom, Ze Slo o alely dlouhé 95 a 99 parti bazi. Na stejném lokusu
se prokazaly i 2 homozygoti, a to u vzorku SM89 na alelach 95 a 95 bp a dale u vzorku
SM110 na alelach 99 a 99 bp. Za vzacné lze povazovat alelu 93 bp u vzorku SM63
a alelu 92 u vzorku SM35.

Lokus Pt71936 nevykazuje takovy polymorfismus jako piedesly, coz je vidét
na grafu 3. U vétsiny vzorkt jde o homozygoty s pfevahou alel 145 a 145 bp, to se tyka
vzorki SM3, SM13, SM 32, SM35, SM50, SM59, SM80, SM89, SM96, SM102,
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SM108, SM110. Dalsi vzorky SM2, SM63 a SM71 se ukazaly také jako homozygoti,

ale na alelach 144 a 144 bp. Nejzajimavéjsi je vzorek SM40, ktery je heterozygot
s alelami 145 a 146 bp.

92

Alelova frekvence na lokusu Pt63718 2%

93
3%

W92 W93 W94 195 W99

Graf 1 - Procentualni alelova frekvence na lokusu Pt63718, vytvoi‘eno v Excelu dopliikkem GenAIEx

Graf 1 predstavuje grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni jednotlivych
alel na lokusu Pt63718. Graf shrnuje Cetnost v procentudlnim zastoupeni alel v ramci
testovanych vzorkt. Na lokusu se nachazeji alely v rozmezi hodnot od 92 do 99 paru
bazi, kdy nejcastéji je zastoupena alela na pozici 99 paru bazi s 50% zastoupenim. Tento
lokus se s celkovym poctem 5 nalezenych alel jevi jako velmi polymorfni v zavislosti

na charakteru uzitého markeru.
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Graf 2 - Procentualni alelova frekvence na lokusu Pt71936, vytvoieno v Excelu doplitkem GenAlEx

Méné, avSak stale polymorfni je lokus Pt71936 graficky vyobrazeny
do kolacového diagramu v grafu 2. Tento lokus obsahuje alely v rozmezi hodnot
od 144 do 146 paru bazi. Nejvice zastoupena je alela 145 o celkové procentualni

¢etnosti 78 %.
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Graf 3 - Cetnost alel na obou vybranych lokusech, vytvoteno v Excelu doplitkem GenAlEx

Jak je vidét z tabulky 12 a grafu 3 délkova variabilita mezi mikrosatelitovymi
lokusy nebyla pfili§ velkd, ale prokazala se. To znamend, Ze se na danych lokusech
pravdépodobné nejedna u vSech vzorkii o geneticky ptibuzné, nicméné tato prace

si neklade za cil na testovaném souboru vzorku zjistit genetickou diverzitu.
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6 Diskuze

Smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.) je ekonomicky a ekologicky jednim
a populacni diferenciace je pro jeho spravny management obzvlasté dulezita.

Organelarni genomy mohou byt zdrojem zajimavych DNA markerid za ucelem
studia genetické variability rostlin (Jeandroz et al., 2002). V porovnani s jadernymi
genomy jejich haploidie a uniparentalni pienos vede, zejména pokud jsou dédény
maternalng, k vyssi interpopulacni dieferenciaci (Petit, Kremer, & Wagner, 1993).
U smrku ztepilého dochdzi k materndlni dédi¢nosti MtDNA, zatimco CcpDNA
je pfenasena skrze sam¢i gametu, tedy paternalné.

Nicméné paternalné pienosna cpDNA dle autord Sperisena a kol. (2001)
analyzovana pomoci mikrosatelitovych markerd od Vendramina a kol. (2000) vykazuje
mnohem niZsi stupen populaéni diferenciace (Gst=0,078) nez téméf identicky vzorkovy
set s maternalné pienosnou MtDNA a markerem nadl intron 2 (Gst=0,676). Nicméné
dalsi studie u jehli¢nant potvrzuji, Ze delimitace druht, i kdyZz zdaleka ne dokonala,
jeve vétsin¢ pripadd Gcinngjsi s CPDNA markery nez smtDNA markery
(Du et al., 2009).

Organelarni genomy pro nas mohou byt uziteCnym nastrojem za ucelem
porozuméni populacni diferenciaci a migraci, coZ jsou kli€¢ové body pro vyvoj G€innych
strategii v ochrané genetickych zdroju (Newton, Allnutt, Gillies, Lowe, & Ennos, 1999).

Ovéfeni metodiky na menSim souboru vzorki ukazuje, ze vybrané chloroplastové
primery jsou schopné amplifikovat mikrosatelitové regiony chloroplastové DNA smrku
ztepilého. Dale tato pace doklada, ze na zkoumanych vzorcich je lokus Pt63718
polymorfnéjsi, jelikoz vyliSuje 5 rtznych alel na rozdil od lokusu Pt71936, ktery
vyliSuje alely 3. Z vysledkt lze také zjistit velikost alel v parech bazi. Tato prace
si neklade za cil pfimo zjisténi genetické variability, avSak pokud se ovéfena metodika
pouzije na vétsi soubor vzorki, pravdépodobné bude uc¢innym nastrojem pro zjisténi
genetické variability populaci smrku ztepilého na daném tzemi. Analyza
mikrosatelitovych chloroplastovych markeri dle navrZzené metodiky muzZe slouzit
I pro zkoumani evolu¢niho vyvoje vybranych druhd dievin a jejich pfibuznosti vV ramci

celé Celedi jako naptiklad u Lin a kol. (2010).
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Kombinace vice markerd, jez zkoumaji odlisné casti dostupnych rostlinnych
genomi (CpPDNA, mtDNA, popi. nDNA) se jevi jako spravna cesta k determinaci
genetického statusu zkoumanych jedincd, jelikoz zvyrazni rtizné aspekty genetické
diverzity. Proto se nabizi sloucit ob¢ navrhované metodiky v jednu a vytvoiit multiplex
s chloroplastovymi i mitochondrialnimi primery, jako jiz obdobné publikoval Maghuly
a kol. (2006). Chloroplastové markery tak budou slouzit napf. Kk monitoringu pylové
migrace a mitochondrialni markery ke zkoumani migrace semen.

Jelikoz vétSina publikovanych studii tykajicich se organelarnich markert nebyla
provadéna ve Stredni Evropé, je vhodné do budoucna organelarni markery aplikovat
pii studiich genetické diverzity smrku ztepilého pravé tam. Poslouzi tak jako pomocny

ukazatel pro lesni management.
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7 Z7.avér

Cilem této bakalarské prace bylo vypracovat podrobnou literarni resersi zaméfenou
na moznosti analyzy organelarni DNA a vyuziti této informace pro studium genetické
struktury, variability a fylogenetického vyvoje lesnich dfevin u konkrétniho druhu
smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.). Tento cil byl splnén a prace se zaméiuje
zejména na chloroplastovou a mitochondridlni DNA. Bylo prostudovano vice nez
50 odbornych ¢lankt a publikaci se zaméfenim na mimojaderné genomy a jejich
vyuziti. Soucasti bakalaiské prace je také vytvoreni dvou teoretickych metodik analyzy
mitochondrialni a chloroplastové DNA a ovéfeni jedné z nich. Metodika chloroplastové
DNA byla navrzena na zakladé¢ vybranych parametrd po vzoru ovétenych metodik
z védeckych publikaci zejména od Vendramina a kol. (1996). Dale byla prakticky
ovéfena V molekularné-genetické laboratofi FLD pomoci dvou vybranych markert
nad ramec zadani prace. U mitochondrialni DNA byla navrzena metodika na zakladé
publikace od Gugerliho a kol. (2001) a je v této praci teoreticky popsana. Minimalni
pocet zdroji citovanych v reSerSi byl v cilech prace stanoven na 50. Tento cil byl

vyrazné piekrocen a cela prace ¢ita 111 citovanych zdroju.
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