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1 Uvod

Rakytnik fesetlakovy (Hippophae rhamnoides) je opadavy ket pattici do celedi
hlosinovitych (Elaeagnaceae) a pochazi z chladnych oblasti Asie a Evropy. Tato rostlina
se hojn¢ pouziva v potravinafském a kosmetickém primyslu, v tradi¢ni mediciné
¢i pro ekologické ucely. Rakytnik feSetldkovy mezi péstiteli vzbuzuje znacny zdjem,
jelikoz jeho plody obsahuji velké mnozstvi vitamind, nutri¢nich a bioaktivnich latek.

V Ceské republice se prodava piiblizné 50 kultivari rakytniku fesetlakového.
i prodejcti. Navic dal$im problémem je, ze semena rakytniku jsou Casto $ifena pomoci
ptakti. Proto je dulezité¢, aby existovala sada mikrosatelitnich markert, kterd by
jednoznaéné identifikovala kultivar pomoci jeho genetického profilu. Pro nékteré druhy
fesetlakovy zatim nebylo nic takového vytvoieno.

Tato prace se vénuje analyze a charakteristice 18 parti primerd, které poskytly
polymorfni produkt v mé bakalaiské praci (Grygarova, 2022). Mikrosatelity byly
testovany na 46 potencionalné geneticky odliSnych kultivarech rakytniku fesetlakového,

které jsou bézné komeréné dostupné v ramci Ceské republiky.



2 Cile prace

1. Shromézdéni dostupnych literarnich zdrojt.

2. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace: biologie a variabilita druhu rakytnik
feSetldkovy s dlrazem na variabilitu genetickou, mikrosatelity zndmé u rakytniku
reSetlakového.

3. PCR amplifikace DNA vybranych kultivarti rakytniku feSetldkového s vyuZzitim
primeri pro polymorfni mikrosatelity vybrané v bakaldfské praci autorky

(Grygarova, 2022).



3 Literarni prehled
3.1 Charakteristika rakytniku reSetlakového

Rakytnik teSetlakovy (Hippophae rhamnoides) je odolna opadavad dievina
(Rousi, 1971). Rod rakytnik je fazen do ¢eledi hlosinovité (Elacagnaceac), do které patii
dalsi dva rody, a to hloSina (Elaeagnus) a Seferdie (Shepherdia) (Christenhusz et Byng,
2016). Druh rakytnik feSetldkovy byl podle Rousiho (1971) rozdélen do deviti
poddruhd: H. r. carpatica, H. r. caucasica, H. r. fluviatilis, H. r. gyantsensis, H. r.
mongolica, H. r. rhamnoides, H. r. sinensis, H. r. turkestanica a H. r. yunnanensis,
rhamnoides a H. r. sinensis (Kallio et al., 2002). Avsak podle Liana (1988) mé rakytnik
feSetladkovy pouze osm poddruht, jelikoz poddruh H.r. gyantsensis oznacil jako
samostatny druh H. gyantsensis.

Rakytnik FeSetlakovy se pfirozené vyskytuje v chladnych oblastech Asie
a Evropy. V Evropé¢ roste podél bieht fek a podél pobiezi Baltského moie ve Finsku,
Polsku a Némecku, dale podél Botnického zalivu ve Svédsku a v pobfeznich oblastech
Spojeného kralovstvi, rozsifil se 1 do dalSich zemi Evropy jako napiiklad do Danska,
Nizozemska, Francie, Svycarska, Lotysska, Litvy, Estonska atd. V Asii se pfirozené
vyskytuje v chladnych oblastech himalajskych zemi: Indie, Nepal, Bhutan, severni ¢ast
Péakistanu a Afghénistanu. Dale je rozsifen napiiklad v Cing, Mongolsku, Ruské
federaci, Kazachstanu, Kyrgyzstanu, Uzbekistanu nebo v Turecku (Rousi, 1971; Biswas
et Biswas, 1980; Kluczynski, 1989; Lu, 1992; Baker, 1996). Rakytnik fesetlakovy
bézné roste na kopcich a svazich, v adolich a fi¢nich nivach, podél pobieznich oblasti,
v malych nebo velkych druhové uniformnich houstinach nebo ve smisenych porostech
s jinymi druhy keft a stroma (Li et al., 2003).

Rakytnik feSetladkovy je trnity ket nebo strom, ktery obvykle dortsta vysky 2—4
metry. Ma hnédou aZz cernou hrubou kiiru a hustou Sedozelenou korunu (Bailey
et Bailey, 1978; Li et Schroeder, 1996). Sttidavé listy jsou 3-6 cm dlouhe, uzke
a kopinaté a na svrchni strané jsou stiéibroSedé zbarvené (Synge, 1974). Rakytnik je
dvoudoma rostlina a jeho kvéty jsou nenapadné a apetalni. K opyleni dochazi pouze
pomoci vétru, tudiz je dilezité, aby sam¢i rostliny byly blizko téch samicich (Lu, 1992;
Li et Schroeder, 1996; Li et al., 2003).

Pro rakytnik feSetldkovy jsou typické jeho svétle Zluté az tmave oranzoveé plody

(viz Obrazek 1). Maji ovalny az kulaty tvar a dozravaji od srpna az do zafi. Byvaji



seskupeny v hustych trsech na vétvich, kde jsou ostré trny (Lu, 1992; Li et al., 2003,;
Valicek et Havelka, 2008).

Plody rakytniku jsou vyznamné pro své velice hojné mnozstvi obsahovych latek.
V plodech se nachazi spoustu vitamint, cukrd, bilkovin nebo organickych kyselin
(Benanth et Foldesi, 1992). Nejvyznamnéjsi latkou v plodech rakytniku je bezpochyby
vitamin C neboli kyselina L-askorbova. Uvadi se, Zze plody rakytniku feSetlakového
patii mezi nejbohatsi rostlinné zdroje vitaminu C, jelikoZ mohou obsahovat az 2,5 g
vitaminu C na 100 g plodu (Li et Schroeder, 1996; Li et al., 2003; Gutzeit et al., 2008).
Déle se v plodech nachazeji vitaminy B1, B2, B3, B6, B9, E a K1 (Bajer, 2014). Dalsi
vyznamnou latkou je kyselina jable¢na, ktera zpusobuje typickou kyselost ploda (Li
etal.,, 2003; Raffo et al., 2004; Zheng et al., 2012). Rakytnikova $tava je lehce
zakalend, coz je zptisobeno pomérné vysokym obsahem bilkovin v plodech (Beveridge
et al., 2002). V plodech rakytniku je mnoho mineralnich latek, kdy mezi
nejzastoupenéjsi patii draslik, mangan a méd (Gutzeit et al., 2008). Rakytnik
feSetldkovy ma také velké mnoZzstvi aminokyselin, z nichz nejdilezitéjsi je kyselina
asparagova (Yushipitsina et al., 1988). Co se ty¢e obsahu cukri, tak plody rakytniku

prevazné obsahuji glukozu, fruktozu a xylozu (Zheng et al., 2012; Krejcarova et al.,



2015). Dalsi klicové slouceniny jsou karotenoidy, které se podileji na typické Zzluté
az oranzové barvé plodt (Andersson et al., 2009; Mendelova et al., 2016).

Rakytnik feSetlakovy je pionyrsky druh, a proto je Casto prvni dfevinou, kterd
kolonizuje oteviené plochy jako jsou napiiklad pustiny, opusténé zemedélské plochy
anebo skalnaté ostrovy. Vyznamny je rychle se $ifici kofenovy systém, ktery se vyuziva
k regulaci pidni eroze. Stejné jako ostatni zastupci Celedi Elacagnaceaec ma rakytnik
feSetlakovy kofenové hlizky, na kterych se nachazeji symbiotické bakterie rodu
Frankia. Pomoci této symbidzy jsou rostliny rakytniku schopné fixovat vzdusny dusik,
coz ma znacny ekologicky vyznam (Gatner et Gardener, 1970; Lu, 1992).

Rakytnik feSetldkovy je povazovan za odolnou a suchovzdornou rostlinu,
| pfesto je to rostlina citliva na nedostatek vlhkosti. Vysadba v suchych ¢i polosuchych
oblastech je mozn4, ale je potieba zajistit ptisun vody pii vysadbé. Rakytnik zvladne
plodit az do nadmoiské vysky 2000 m n. m. Tato rostlina dokaze odolavat teplotdm
od —43 °C az po 40 °C (Eliseev et Fefelov, 1977; Kondrashov et Sokolova, 1990; Lu,
1992).

Co se tyCe vyuziti, rakytnik feSetlakovy je povazovan za velmi vSestrannou
rostlinu. Pro ekologii je vyznamny kvali symbiotickym nitrogennim bakteriim
na kofenech, pomoci kterych zvladne riist v nehostinnych oblastech, dale se vyuziva
pro rekultivaci pady, k vysadbé vétrolamii nebo naptiklad ke snizovani zneciSténi
ovzdusi (Gatner et Gardner, 1970; Lu, 1992; Jasra, 1998; Small et al., 2000; Singh
et Moersel, 2005). Plody rakytniku se hojné vyuzivaji i v potravinaiském pramyslu,
a to naptiklad pro vyrobu sirupt, dZzemi, dzust, ¢aju atd. (Lu, 1992; Tiitinen et al.,
2005). Diky svym léCivym ucinkim se jiz od nepaméti pouziva i v lékafstvi. Mezi
nejhlavnéjsi farmakologické Uc¢inky patii mirnéni zanétu, mirnéni bolesti a podpora
regenerace tkani. Dale je vyznamna antioxidani aktivita, ktera muaze mit
chemopreventivni a protinadorovou ucinnost (Abartene et Malakhovskis, 1975;
Kukenov et al., 1982; Dai et al.,1987; Cheng et al., 1990; Buhatel et al., 1991; Chen,
1991; Li et Schroeder, 1996; Rosch, 2004).

3.2 Populacni genetika a DNA markery

Populacni genetika je odvétvim genetiky, které poskytuje geneticky zaklad
evoluce, studuje genetické rozdily mezi populacemi a také uvnitt populaci a poméha
pochopit variabilitu druhti v dusledku zmén frekvenci alel ve zkoumané populaci

na definovaném Gzemi (Falconer et Mackay, 1996; Gillespie, 1998). Informace



0 genetické diverzité jsou velmi uZzitecné pfi sbéru a vyuzivani rostlinného materidlu
pro genové banky a slechténi rostlin (Nybom, 2004).

Genetickou variabilitu u organismti je mozno charakterizovat pomoci DNA
markerd, coz jsou kratké sekvence DNA, které 1ze snadno detekovat a jejich dédicnost
je znama. Tyto markery mohou byt zalozené na jaderné DNA, mitochondrialni DNA
(mtDNA) nebo v piipad¢ rostlin také chloroplastové DNA (cpDNA) a odhaluji mista
polymorfismu (tj. mista variability v sekvenci DNA), ktera jsou uzite¢na pro studium
genetické diverzity (Winter et Kahl, 1995; Paterson, 1996; Joshi et al., 1999; Collard
et al., 2005; Xu, 2010; Jiang, 2013). DNA markery mohou byt identifikovany riznymi
technikami. Prvni technikou je hybridizace, ktera naptiklad umoziiuje zjistit
polymorfismus délky restrikénich fragmentd (RFLP) (Botstein et al., 1980). Jine DNA
markery jsou zaloZeny na polymerdzové fetézové reakci (PCR). Zde naptiklad patii
nahodné amplifikovana polymorfni DNA (RAPD) (Williams et al., 1990), inter simple
sequence repeats (ISSR) (Godwin et al., 1997), polymorfismus délky amplifikovanych
fragment (AFLP) (Vos et al., 1995), mikrosatelity nebo kratké tandemove repetice
(SSR) (Tautz, 1989; Ramel, 1997; Téth et al., 2000). Posledni technikou je sekvenovani
DNA umoznujici ziskani jednonukleotidovych polymorfismid (SNP) (Gupta et al.,
2001; Wakeley et al., 2001).

3.2.1 Populaéni genetika rakytniku reSetlikového

Rakytnik fesetldkovy je vytrvala, plané rostouci rostlina, dozivajici se okolo
60 let. Je vétrem opylovany, ran¢ sukcesni druh s Sifenim semen pomoci ptaki (Lu,
1992). Kvili témto vlastnostem se oc¢ekava relativné vysoka genetické variabilita uvnitt
populaci a nizka diferenciace mezi populacemi (Nybom, 2004).

Prvni znamou molekularni studii zabyvajici se genetickymi vztahy u rakytniku
provedli Yao et Tigerstedt (1993). Pouzili izozymové markery pro analyzu genetické
struktury u 2 druht rakytniku (H. neurocarpa a H. tibetana) a3 poddruhd H.
rhamnoides (H. r. rhamnoides, H. r. neurocarpa a H. r. turkestanica). Zjistili, Ze
nejvetsi geneticka variace u rostlin rakytniku je v rdmci populaci a mezi poddruhy,
zatimco mezi populacemi v ramci poddruhii je velmi nizka. | pfestoZze se izozymové
markery ukazaly jako velmi cenné v mnoha studiich rostlin, maji nékteré nevyhody,
jako je nutnost okamzitého zmrazeni nebo zpracovani nasbiraného materidlu a omezeny
pocet potencionalnich lokusi. Proto se pieslo na studie zalozené na DNA (Bartish et al.,

1999).



Studii zalozenou na RAPD provedli Bartish et al. (1999). Piedpokladali,
ze rakytnik fesetlakovy bude vykazovat vysokou genetickou diverzitu uvniti populace
anizkou diferenciaci mezi populacemi, kvili jeho zplisobu rozmnoZovani a zivotni
form¢. Hlavnim cilem jejich studie bylo prozkoumat potenciondlni vyznam
ekologickych a Zivotnich charakteristik pro genetickou variabilitu u rakytniku
fesetlakového. Studii provedli na 10 populacich H. r. rhamnoides rostoucich v severni
Evropé, z toho bylo 6 pevninskych a 4 ostrovni. Pro srovnani zahrnuli i jeden vzorek H.
r. mongolica. Jejich studie ukazala, Ze oCekavana heterozygotnost (He) byla v priméru
0,16. Ocekavana heterozygotnost je zakladnim méfitkem genetické variace v populaci
a popisuje podil heterozygotnich genotypi ofekavanych v ramci Hardy-Weinbergovy
rovnovahy (Nei, 1993). Hodnota He, kterou Bartish et al. (1999) zjistili, je o néco nizsi,
nez primérna hodnota 0,22 uvedend v metastudii s 60 studiemi zalozenymi na RAPD
u riznych rostlinnych druhtt (Nybom, 2004).

Sun et al. (2006) studovali pomoci RAPD 13 populaci H. r. sinensis piirozené
rostoucich v Cin&. Oéekavana heterozygotnost (He) V ramci populace byla 0,168, coz je
mén¢ nez u dievin a vétSiny viceletych druhti rostlin, ale naopak vice nez u jednoletych
nebo kratkovékych samosprasnych druhii. Déle zjistili, Ze je nizk4 geneticka variace
mezi populacemi, za kterou nejspi§ muze Sifeni semen na velké vzdalenosti, které
umoznuji ptaci, a dalsi charakteristické vlastnosti rakytniku, jako jsou napiiklad
opylovani vétrem, Siroké zemépisné rozsiteni atd. Vysledky Sun et al. (2006) jsou dosti
podobné vysledkim dfive uvedenych u poddruhu H. r. rhamnoides (Bartish et al.,
1999).

Studie pouzivajici ISSR markery byla provedena na 11 populacich rakytniku
fedetldkového rostouciho v severovychodni a severozipadni Cing. Oc&ekévana
heterozygotnost (He) v rdmci populace odpovidala ostatnim studiim a pohybovala se
od 0,16 do 0,21, ale genetickd diferenciace byla pouze 7 %. Dosli tedy k zavéru, ze
geografickd vzdélenost pravdépodobné nemd vliv na genetickou diferenciaci (Tian
etal.,, 2004a). Druhd studie sISSR markery byla provedena na 15 pfirozenych
populacich rakytniku fesetldkového rostoucich v Cing. Studie se zaméfila na 3
poddruhy rakytniku fesetlakového: H. r. yunnanensis, H. r. sinensis a H. r. gyantsensis.
Primérna oéekavana heterozygotnost (He) pro 7 populaci H. r. yunnanensis byla 0,19,
pro 7 populaci H. r. sinensis byla 0,22 a pro jedinou populaci H. r. gyantsensis byla
0,14. Celkova diferenciace mezi vSemi 15 populacemi byla 14,5 %. Avsak tato studie

ukazala, ze populace H. r. gyantsensis se vyrazné liSila od ostatnich populaci, coz



souhlasi s navrhovanym druhovym statusem Hippophae gyantsensis. Pomoci ISSR
markert nebyla nalezena zadna vyznamna korelace mezi genetickymi a geografickymi
vzdalenostmi populaci (Tian et al., 2004b).

Pro hodnoceni genetické diverzity mezi H. r. sinensis a H. r. yunnanensis pouzili
Wang et al. (2021a) 18 mikrosatelitii na 32 populacich rostoucich v Cing. Rovnéz chtéli
objasnit jejich geografickou hranici v nejednoznacnych oblastech a odhadnout
genetickou rozmanitost v ramci kazdého taxonu. Zjistili, Ze genova diverzita byla vyssi
u H. r. sinensis nez u H. r. yunnanensis. Déle se jim povedlo nalézt hybridizaci mezi H.
r. sinensis a H. r. yunnanensis v nékolika populacich, které se nachazely v severni
provincii Se¢uan, a tedy se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o hybridni zénu téchto
dvou poddruhd.

Genetickou a morfometrickou diverzitu u rakytniku fesetlakového zalozZenou
na mikrosatelitnich markrech studovali Jain et Sharma (2022). Studii provedli na 93
jedincich H. rhamnoides z riznych geografickych lokalit reprezentujicich 2 oblasti, a to
Leh a Lahaul v indickém Himalaji. VSechny markery pouzité v této studii vykazovaly
mezidruhovou pienositelnost na H. salicifolia a H. tibetana. Pozorovana
heterozygotnost (Ho) pro jednotlivé lokusy se lisila od 0,00 do 0,73, s primérem 0,24
na lokus, a ocekavana heterozygotnost (He) se pohybovala od 0,48 do 0,77, s primérem
0,64 nalokus v populaci z Lehu. V piipadé¢ populace z Lahaulu se pozorovana
heterozygotnost pro jednotlivé lokusy pohybovala od 0,00 do 0,60, s primérem 0,29
na lokus, a o¢ekavana heterozygotnost byla v rozmezi od 0,49 do 0,78, s primérem 0,65
na lokus. Zatimco o¢ekavana heterozygotnost se odhaduje z frekvenci alel, pozorovana
heterozygotnost se odhaduje piimo z jednotlivych genotypli a zavisi na mnozstvi
genetickych variaci v populaci i na trovni inbredingu, ktery zvySuje homozygotnost
(Ritland, 1996). Bylo tedy zjisténo, Ze ocekdvand heterozygotnost prekracuje
pozorovanou heterozygotnost. Takto vysoka hodnota He byva pfipisovana deficitu
heterozygoti, ktery mohl byt zptisoben faktory, jako je vyssi frekvence inbredingu
v populaci, mala populace, piitomnost nulovych alel nebo kvuli Wahlundovu efektu,
ktery ma za nasledek deficit heterozygoti vyplyvajici ze struktury subpopulace (Xuan
et al., 2009).

V Indii, konkrétné ve staté¢ Uttardkhand, byla provedena dalsi studie, ale
tentokrat na Hippophae salicifolia, kde byla potvrzena mezidruhova ptenositelnost
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odebrali vzorky listt ze 100 rostlin H. salicifolia rostoucich ve volné ptirodé
ze 17 riznych lokalit pokryvajicich 4 ruzné geografické oblasti (v této studii
povazované za 4 populace). Pozorovana heterozygotnost pro jednotlivé lokusy se
pohybovala od 0,00 do 0,61, s primérem 0,36 na lokus. O¢ekavana heterozygotnost
se pohybovala od 0,48 do 0,77, s primérem 0,64 na lokus. Posouzeni genetické
diverzity pomoci mikrosatelitnich markert v této studii bylo efektivni a velmi
informativni.

VétSina studii nezjistila souvislost mezi genetickou a geografickou vzdalenosti
rakytniku (Bartish et al., 2002; Tian et al., 2004b; Sun et al., 2006). Zda se, ze
variabilita uvniti populace je vysoka zejména u druhli a poddruht rakytniku, které¢ se
vyskytuji blizko centra pivodu ve Stiedni Asii (Bartish et al., 2000). Naopak malé
a izolované populace (napt. rostouci ve vysokych nadmoiskych vyskach) se Casto jevi

jako homogennéjsi (Zhao et al., 2007; Wang et al., 2011).

3.2.2 Mikrosatelity u rakytniku reSetlakového

Kultivary rakytniku fesSetlakového se navzajem znac¢né lisi naptiklad velikosti,
barvou a tvarem plodii, ale Casto je obtizné je spravné identifikovat pouze na zdkladé
morfologickych znakt. Jednotlivé rostliny stejného kultivaru se mohou také navzajem
liSit, pokud jsou péstovany v riiznych podminkéach. Proto jsou zapotiebi metody pro
jednoznac¢nou identifikaci kultivart. V soucasné dobé toho lze dosahnout pouzitim
ruznych typt DNA markert. Kultivary rakytniku feSetldkového se mnozi vegetativné,
aproto se ocekava, Ze budou tvofeny jedinym genotypem, ktery lze identifikovat
a odlisit od vsech ostatnich kultivarti.

Témét kazdy typ molekularnich markerovych metod, jako jsou RAPD, ISSR
nebo AFLP, obvykle umozni rozlisit rizné rostlinné vzorky (Ruan et al., 2013). Pro
vytvafeni mezinarodnich databazi se vSak zpravidla dava ptrednost SSR markerim
a SNP datiim, protoZe vysledky z riiznych laboratoti lze vzajemné porovnavat, pokud se
pouziva stejna sada SSR primerti nebo stejné SNP matice. Takové databaze jsou
Vv soucasné dob¢ u mnoha rostlin rozvijeny ve stale vetsi mife a pouZzivaji se jako zéklad
pro definovani profili specifickych pro jednotlivé odridy, jako jsou Malus UNiQue
genotypy (MUNQ) zalozené na SNP u jabloni a Cherry UNiQue genotypy (CHUNQ)
zalozené na SSR u tfe$ni (Muranty et al., 2020; Barreneche et al., 2021). Pro rakytnik



vSak dosud nebyla vytvofena z4dnd mezinarodni databdze, coz ztéZzuje vyhodnocovani
udaju z riznych studii.

Mikrosatelity nebo téZz kratké tandemové repetice (SSR) patii mezi jedny
z nejdilezitéjSich markerovych systémt pro fylogenetické, rodiCovské a populacni
studie rostlin, a to pravé diky své vysoké vypovidajici hodnoté, reprodukovatelnosti,
vysoké turovni polymorfismu, roz$ifeni relativné po celém genomu a také diky svému
kodominantnimu zptsobu dédi¢nosti (Ellegren, 2004; Kalia et al., 2011; Hodel et al.,
2016; Nadeem et al., 2017). Mikrosatelity jsou zpravidla nekodujici repetitivni oblasti
DNA, které jsou slozené z 1-6 bp dlouhych motivii tandemovych repetic (Tautz, 1989).
Délkova variabilita mikrosateliti byva nejcastéji zptisobend sklouznutim polymerazy
na mistech opakujicich se nukleotidovych motivi (Ellegren, 2004). Jak jiz bylo
zminéno, mikrosatelity maji vysokou uroven polymorfismu, ta je dana vyskytem
rizného poctu repetic v oblastech SSR a mtize byt lehce detekovana pomoci PCR (Zane
et al.,, 2002; Kalia et al., 2011). Dulezitym aspektem pouzivani mikrosateliti jako
molekularnich markeri je to, Ze mikrosatelity jsou v genomu ohrani¢eny jedine¢nymi
a konzervovanymi sekvencemi DNA, které mohou byt pouzity jako vzor pii navrhu
primeri a dale mohou byt pouzity pro PCR amplifikaci cilového mikrosatelitniho
lokusu (Weber et May, 1989). SSR Ize rozdélit do dvou kategorii: genomické SSR
(gSSR), které jsou rozmistény napfi¢ riznymi misty v genomu, a SSR s exprimovanymi
sekven¢énimi znackami (EST-SSR), které jsou vlozeny do transkribovanych sekvenci
(Li et al., 2002; Guichoux et al., 2011). Ve srovnani s gSSR maji EST-SSR niz§i troven
polymorfismu (Kalia et al., 2011). Amplifika¢ni Géinnost EST-SSR je vSak mnohem
vys$§i nez u gSSR, coz muze byt zpusobeno relativné vysoce konzervovanymi
transkribovanymi oblastmi v sekvencich primerti (Wu et al., 2014). EST-SSR také maji
vy$si pienositelnost nez gSSR u mnoha druhd (Wu et al., 2014; Zhou et al., 2014; Shen
et al., 2019). Piestoze mikrosatelity patfi mezi uzite¢né markery, nebylo zatim vyvinuto
mnoho mikrosatelitnich markerti pro rakytnik fesetlakovy, pripadné pro dalsi druhy
rodu Hippophae.

Wang et al. (2008) byli prvni, ktefi navrhli a publikovali SSR markery
pro rakytnik fesSetlakovy. Konkrétn¢ charakterizovali 9 variabilnich mikrosatelitnich
lokust specialné¢ navrzenych pro H. r. sinensis. Celkem testovali 26 SSR na 12
jedincich H.r. sinensis, kdy 17 SSR bylo monomorfnich a pravé 9 lokusi bylo
polymorfnich. Pocet alel na lokus se pohyboval od 3 do 12, ocekdvand heterozygotnost

od 0,27 do 0,48 a pozorovana heterozygotnost od 0,14 do 0,30. Pro kazdy lokus byla
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ocekavana heterozygotnost vzdy vEtsi nez heterozygotnost pozorovana. U Zadného paru
lokust nebyla zjisténa vyznamna genotypova nerovnovaha. Dale provedli testy kiizové
ptibuznosti u dalsiho poddruhu a dalSich tfi ptibuznych druhl. Pouze 8 lokusi bylo
polymorfnich u H. r. turkestanica a 7 u ostatnich 3 druh@: H. gyantsensis, H.
neurocarpa a H. goniocarpa.

Brzy nasledovala dalsi prace zaméfena na mikrosatelity pro rakytnik. Jain et al.
(2010) navrhli 11 novych mikrosateliti. Jedna se o prvni studii o mikrosatelitnich
markerech odvozenych z EST u rakytniku. Ve srovnani s genomovymi mikrosatelity se
EST-SSR daji ucinnéji vyuzit v experimentech molekularniho mapovéani a genového
znaceni, protoze je u nich vétsi pravdépodobnost, ze budou vykazovat t€snou vazbu
s dulezitymi znaky. Celkem navrhli 30 part primera pro amplifikaci mikrosatelitnich
lokusu, které hodnotili na 14 jedincich rakytniku zahrnujicich 5 jedinct H. rhamnoides,
5 jedinct H. salicifolia a 4 jedince H. tibetana. U H. rhamnoides bylo polymorfnich
9 mikrosateliti, u H. salicifolia bylo polymorfnich 11 mikrosatelitl, avSak u jedinca
H. tibetana nebyl zjistén zadny polymorfismus. Pocet alel ziskanych v této studii
se pohyboval v rozmezi 24 alely u H. rhamnoides a H. salicifolia. Zajimavé je, Ze
vSechny lokusy byly monomorfni u H. tibetana. MoZznym dtivodem téchto neobvyklych
pozorovani by mohla byt skute¢nost, ze rostlinné vzorky byly sbirany v prostorach
Defense Institute of High Altitude Research (DIHAR) v Indii a jedinci odebréni
v ptipadé H. tibetana nejspise pochazeji z vegetativniho mnozeni, a tudiz by mohli
predstavovat stejné genotypy. Mikrosateltni marker Hr06 vyvinuty diive (Wang et al.,
2008) odhalil 12 alel na DNA 12 jedinci H. r. sinensis odebranych z navzajem
vzdalenych geografickych lokalit. Naproti tomu stejny par primert odhalil ve studii Jain
et al. (2010) pouze 2 alely, coz lze vysvétlit tim, ze biologicky material jedinca z této
studie byl sebran na stejné lokalité. Wang et al. (2008) zaznamenali ispéSnou Cross-
species amplifikaci Hr06 u H. gyantsensis, H. neurocarpa a H. goniocarpa. Jain et al.
(2010) dale prokazali cross-species amplifikaci Hr06 u H. salicifolia a H. tibetana.
Podobné Jain et al. (2010) prokazali cross-species amplifikaci vSech 11 novych
mikrosatelitnich markerd u H. salicifolia a H. tibetana. Tyto dvé studie spole¢né
naznacuji, ze u rakytniku fesetlakového existuje znac¢na genetickd diverzita. Dalsi druhy
rakytnika (H. salicifolia, H. tibetana, H. gyantsensis, H. neurocarpa a H. goniocarpa)
jsou si geneticky blizké, protoze vSechny mikrosatelitové markery specifické pro
jednotlivé lokusy izolované z rakytniku tesetlakového se uspésné kiizové amplifikuji

u téchto druhu v o¢ekavaném rozsahu velikosti.
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Wang et al. (2011) studovali 12 ¢inskych ptirozenych populaci H. r. sinensis
pochézejicich ze 3 rtznych typu prostfedi, a to ze severozapadni poustni a travnaté
oblasti, vysokohorské oblasti na Tibetské nahorni plosing a severovychodni oblasti lesa
svlhkym podnebim. Wang et al. (2011) byli prvni, kteti ve své studii pouzili
mikrosatelitni sekvence chloroplasti na rakytniku fesetlakovém. V této studii bylo
vyvinuto 10 konzervovanych parti primert pro dvoud€lozné krytosemenné rostliny
(Weising et Gardner, 1999), 6 univerzalnich para primert vyvinutych z Arabidopsis
thaliana (Cheng et al., 2006) a 3 pary primerti vyvinuté na zaklad¢ chloroplastovych
genomi rostlin z ¢eledi lilkovité (Solanaceae) (Bryan et al., 1999), které byly pouzity
k detekci cpDNA mikrosatelitovych lokusti. Z 19 testovanych chloroplastovych
mikrosatelith bylo polymorfnich 6 a detekovéano bylo az 14 alel.

Srihari et al. (2013) byli dalsi, ktefi ve své praci pouzili mikrosatelity pro
rakytnik. Analyzovali genetickou diverzitu 48 jedinct rakytniku feSetlakového
seshiranych z 16 lokalit v severozapadni himalajské oblasti v Indii. Krom¢ SSR
markeri ve své praci dale pouzili RAPD markery, ISSR markery a MADS-BOX
primery. Pouzili 6 polymorfnich mikrosatelit z prace Wang et al. (2008), konkrétné se
jednalo o mikrosatelity HrO1, Hr02, Hr03, Hr05, Hr06 a Hr07, pomoci kterych
detekovali 2—4 alely. Dale pouzili i 2 pary primera genu MADS-BOX (MADS BOX-2
a MADS BOX-5), pomoci kterych detekovali 5-8 alel. Avsak v této studii se vice
zamétili na RAPD a ISSR markery, a tudiZ v préaci neni dostatek informaci o pouzitych
mikrosatelitech.

Lacis et Kota-Dombrovska (2014) ve své studii rovnéz pouzili mikrosatelity
vyvinuté Wangem et al. (2008). Vybrali celkem 33 vzorkt rakytniku feSetlakového,
které predstavovaly rizné mezidruhové kiizence mezi H. r. mongolica, H. r.
rhamnoides a H. r. fluviatilis, scilem vytvofit reprezentativni soubor rakytniku
feSetlakového rostouciho v Loty$sku. Pro hodnoceni genetické diverzity rakytniku
feSetladkového bylo pouzito 8 dfive testovanych mikrosatelitnich lokusti genomové
DNA (Wang et al., 2008), konkrétné se jednalo o mikrosatelity Hr01-Hr08. Dale
pouzili 6 mikrosateliti chloroplastové DNA (Wang et al., 2011). Pouzitd sada
genomickych SSR markertt poskytla vysokou uroven polymorfismu a bylo
identifikovano od 4 (Hr08) do 21 (Hr04) alel na lokus. Zatimco 3 cpSSR lokusy byly
monomorfni a dalsi 3 byly polymorfni s poc¢tem alel 2—3.

S novou sadou mikrosateliti pro rakytnik feSetlakovy pfisla prace Jain et al.

(2014). Ve své studii se zamé&fili na pochopeni distribuce mikrosateliti v transkriptomu
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rakytniku a posouzeni jejich funkéniho vyznamu pii vyvoji Unigene Specific
Microsatellite Markers (USSM). K identifikaci a Kklasifikaci —mikrosateliti
v predpokladanych monogennich vzorcich rakytniku feSetldkového byl pouzit nastroj
pro vyhledavani mikrosatelitt MISA. Navrzené SSR markery hodnotili na 18 jedincich
H. rhamnoides sesbiranych z ptirozené populace v Indii a na 5 jedincich H. salicifolia
seshiranych z aredlu DIHAR v Indii. Celkem navrhli 25 part primert znichz 11
poskytlo polymorfni produkt u vsech jedinci H. rhamnoides a rovnéz poskytlo
polymorfni produkt u vSech jedinct H. salicifolia. Pocet alel na lokus se pohyboval od 2
do 7.

Ve své disertacni praci se Jain (2015) zaméfil na vyvoj mikrosatelitnich markera
pro hodnoceni genetické diverzity u 93 jedinct rakytniku reprezentujicich ruzné
ekologické lokality ve dvou zemépisnych oblastech, Leh a Lahaul, v indickém Himalaji.
Mikrosatelitni markery byly izolovany pomoci dvou pfistupti. Prvni piistup zahrnoval
screening genomové knihovny obohacené o mikrosatelity, kdy v prvni fazi bylo
sekvenovanim 32 kloni z mikrosatelitové obohacené knihovny ziskano 21 sekvenci
obsahujicich mikrosatelity a pro 15 z nich bylo mozZné navrhnout primery. Ve druhé fazi
sekvenovani 32 rekombinantnich klonii vybranych na zéklad€ sekundarniho screeningu
poskytlo 30 sekvenci, které obsahovaly mikrosatelity. Ve druhém piistupu byla
vytvofena databdze EST a sestava sekvenci celého transkriptomu provéfena
na mikrosatelity pomoci vyhledavaciho nastroje MISA. Screening téchto sekven¢nich
zdroju poskytl obrovské mnozstvi monogent pozitivnich na mikrosatelity. Pro vybrané
mikrosatelitni lokusy z téchto monogend bylo navrzeno 90 pard primert. Dohromady
bylo navrzeno 135 mikrosatelitnich markerii a pouzito na screening 93 jedincl
rakytniku z oblasti Leh a Lahaul. Na sbirkach z Lehu bylo 32 mikrosatelitnich markert
shled&dno polymorfnimi, zatimco u sbirek z Lahaul bylo 30 mikrosatelitnich markert
shledano jako polymorfni. Dva markery, ESTSSR 12 a BT 7, byly ve sbirkach z Lahaul
shledany jako monomorfni, coz je pravdépodobné disledek fixace alel v reakci
na podminky prostiedi pievladajici v této oblasti. Jain (2015) detekoval celkem 2-8
alel.

Novou sadu mikrosatelitii pro rakytnik fesetldkovy popsali ve své praci Islam
etal. (2015). Navrhli 26 novych mikrosateliti a v§echny byly uspé$né¢ amplifikovany,
avSak pouze 14 vykazovalo polymorfismus. Tuto sadu testovali na 24 jedincich H.

rhamnoides rostoucich v riznych lokalitach v Indii. Pocet alel se pohyboval od 3 do 7.
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Prvni mikrosatelity specialné navrzené pro H. tibetana popisuji Qiong et al.
(2017). Pro mikrosatelitni analyzu odebrali celkem 241 jedinci H. tibetana ze 7
populaci (4 populace z Nepalu a 3 populace z Tibetu). K charakterizaci genetické
diverzity pouzili 8 mikrosatelitnich lokusti. Pocet detekovanych alel se pohyboval
v rozmezi od 3 do 8.

Pro hodnoceni genetickych vztahti mezi 91 rostlinami rakytniku fesetlakového
vyvinuli Li et al. (2017a) RNA-Seq SSR markery. Pro analyzu genetickych vztahu bylo
vybrano 91 jedinci z 31 kultivarti ze dvou poddruhti, H. r. mongolica a H. r. sinensis,
péstovanych vseverni Cing. Jako potenciondlni molekularni markery bylo
identifikovano celkem 7 540 RNA-Seq SSR. Pro validaci amplifikace bylo nahodné
vybrano celkem 110 part primerti. Celkem 17 lokusii SSR bylo identifikovano jako
polymorfni u riznych kultivart rakytniku. Pocet detekovanych alel se pohyboval od 2
do 5.

Transkriptomy H. r. mongolica kultivaru 'Xiangyang' byly analyzovany
zaGelem navrzeni primerd a vyvinuti EST-SSR markerd. Li et al. (2017b)
identifikovali 17 383 EST-SRR z nichz bylo navrzeno 9 291 part EST-SSR primera.
Nahodn¢ vybrali 179 parti primerti, Z nich se uspésné¢ amplifikovalo 142 part primert
a celkem 40 part primerd bylo polymorfnich. Ale jen 17 part primera dale pouzili pro
analyzu na 16 jedincich H. r. mongolica rostoucich v Cing. Pocet alel se pohyboval od 2
do 6, pozorovana heterozygotnost se pohybovala od 0,10 do 0,88 a ocekavana
heterozygotnost se pohybovala od 0,18 do 0,75.

Genetickou rozmanitost rakytniku fesetlakového hodnotili Li et al. (2020)
na 78 jedincich rostoucich v severni Cing, kdy 52 jedinct bylo H. r. mongolica,
6 jedinci bylo H. r. sinensis a 20 jedincd byli hybridi zminénych dvou poddruht.
K posouzeni genotypové diverzity pouzili 23 polymorfnich SSR markert, kdy
identifikovali 2-5 alel na lokus. Pozorovana heterozygotnost se pohybovala od 0,04
do 0,79 a ocekavana heterozygotnost se pohybovala od 0,04 do 0,68. Pomoci téchto
markerd se jim povedlo rozli§it vSech 78 jedinci a dale zjistili, ze jedinci H. r.
mongolica a H. r. sinensis byli geneticky vzdaleni a hybridni pfiristky byli geneticky
bliz ke H. r. mongolica.

Wang et al. (2021b) vyvinuli 36 novych mikrosateliti pro rakytnik fesetlakovy
a jednad se o posledni publikovanou praci s novou sadou SSR markert pro rakytnik
fesetlakovy. Analyzovali transkriptom a genom H. r. mongolica, konkrétn¢ kultivaru

‘Slunic¢ko’. Identifkovali 36 SSR markerd ze znacek exprimovanych sekvenci (EST-
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SSR) a sekvenci celého genomu (gSSR). Pii pouziti stejného poctu lokusti vykazovaly
EST-SSR vyssi pienositelnost na dalsi druhy rakytniku nez gSSR. Naproti tomu
analyzy rodiCovstvi ukazaly, Ze gSSR byly u¢innéjsi pii ur€ovani rodicovstvi neZ EST-
SSR v dtsledku vyssi trovné polymorfismu u gSSR. V této studii byly k hodnoceni
EST-SSR a gSSR pouzZity 2 sady vzorkil. Prvni sada, kterd byla pouZita pro identifikaci
polymorfismu, ptfenositelnost markerti a fylogenetickou rekonstrukci, zahrnovala 125
jedinci odebranych z ptirodnich populaci, véetné 6 druht rakytnika (H. gyantsensis, H.
salicifola, H. tibetana, H. neurocarpa, H. litangensis a H. goniocarpa) a 7 poddruht
rakytniku feSetlakového (H. r. rhamnoides, H. r. turkestanica, H. r. caucasica, H. r.
fluviatilis, H. r. mongolica, H. r. yunnanensis a H. r. sinensis). Druha sada, ktera byla
pouzita pro analyzu rodi¢ovstvi, zahrnovala 129 ru¢né opylovanych potomki kultivaru
‘Slunicko' (matka) a 2 jedince kultivaru 'Fengning' (otec, patii do H. r. sinensis) a 25
alternativnich rodi¢a (7 samic H. r. mongolica a 18 samca H. r. sinensis). Analyza
identifikovala 18 polymorfnich EST-SSR a 18 polymorfnich gSSR, které vykazovaly
stabilni vysledky pro pienositelnost a fylogenetické analyzy. Pocet alel u EST-SSR se
pohyboval od 2 do 8, ocekdvand heterozygotnost se pohybovala od 0,08 do 0,86
a pozorovana heterozygotnost se pohybovala od 0,08 do 0,73. Pocet alel u gSSR se
pohyboval od 2 do 10, ocekdvana heterozygotnost se pohybovala od 0,08 do 0,86
a pozorovana heterozygotnost se pohybovala od 0,08 do 0,75.

Bez ohledu na pouzity markerovy systém odrdzi seskupeni vzorkli obecné
taxonomické zafazeni do riznych poddruht a také zemépisny pivod samotnych vzorki
nebo Slechtitelsky program, v némz byly vySlechtény. VSechny zndmé a publikované

mikrosatelity u rakytniku fesetlakového jsou shrnuty v Tabulce €. 1.

Tabulka ¢&. 1: Znamé polymorfni mikrosatelity u rakytniku fesetlakového.

Pocet _ .y Literarni
Druh (poddruh) Mikrosatelitni lokus )
mikrosateliti zdroj
_ _ Hr01, Hr02, Hr03, Hr04, Hr05,  Wang et al.,
H. r. sinensis 9
Hr06, Hr07, Hr08, Hr09 2008

HrMS003, HrMS004, HrMS010,

HrMS012, HrMS014, HrMS018,  Jain et al.,

HrMS021, HrMS023, HrMS025, 2010
HrMS026, HrMS028

H. rhamnoides 11

15



Tabulka €. 1: Pokra¢ovani 1.

Pocet
Druh (poddruh)
mikrosatelita

Mikrosatelitni lokus

Literarni

zdroj

H. r. sinensis 6

CCMP2, CCMP3, CCMP4,
CCMPG6, ARCP4, NTCP9

Wang et al.,
2011

H. rhamnoides,
11
H. salicifolia

USSM 1, USSM 3, USSM 5,
USSM 7, USSM 8,
USSM 12, USSM 13,
USSM 16, USSM 24,
USSM 25, USSM 26

Jain et al.,
2014

H. rhamnoides 22

GLC 12, GLC 2-5, GLC 2-
14, GLC 2-6, ESTSSR 3,
ESTSSR 4, ESTSSR 10,
ESTSSR 12, ESTSSR 14,
ESTSSR 18, ESTSSR 23,
ESTSSR 25, ESTSSR 26,

USSM 30, USSM 31, USSM
34, USSM 50, USSM 66,
BT 2, BT7,BT9 B12

Jain, 2015

H. rhamnoides 14

LBSSR2107, LBSSR2108,
LBSSR2110, LBSSR2117,
LBSSR2121, LBSSR2153,
LBSSR2161, LBSSR2172,
LBSSR2183, LBSSR2201,
LBSSR2211, LBSSR2213,
LBSSR2214, LBSSR2215

Islam et al.,
2015

H. tibetana 8

HS1, HS2, HS3, HS4, HSS,
HTP-18, HTP-21, HTP-26

Qiong et al.,
2017
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Tabulka €. 1: Pokra¢ovani 2.

Mikrosatelitni lokus

Literarni

zdroj

CL1076.Contig2_HR_301,
Unigene28552 HR_2397,
Unigenel4574 HR_2027,
CL2151.Contigd_HR_595,
CL2197.Contig3_HR_618,
CL2339.Contig9_HR_634,
CL2394.Contigl_HR_655,
CL2969.Contig3_HR_789,
CL309.Contigl HR_137,
CL3347.Contigl_HR_902,
CL338.Contigl HR_138,
CL3541.Contigl_HR_929,
CL3558.Contigl_HR_936,
CL3904.Contig3_HR_1006,
CL4371.Contigl_HR_1073,
CL4750.Contig2_ HR_1131,
CL4888.Contigl_HR_1143

Li et al.,
2017a

Hs008, Hs032, Hs047,
Hs097, Hs100, Hs111,
Hs146, Hs149, Hs177,
Hs192, Hs195, Hs227,
Hs278, Hs282, Hs284,
Hs296, Hs297

Li et al.,
2017b

Pocet
Druh (poddruh)
mikrosateliti
H. r. mongolica,
_ ) 17
H. r. sinensis
H. r. mongolica 17
H. r. mongolica,
H. r. sinensis,
hybridi (H. r. 23

mongolica x H. r.

sinensis)

SB1,SB 2, SB 3, SB 4,
SB5,SB6,SB7,SB8,
SB 9, SB 10, SB 11, SB 12,
SB 13, SB 14, SB 15, SB 16,
SB 17, SB 18, SB 19, SB 20,
SB 21, SB 22, SB 23

Li et al.,
2020
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Tabulka €. 1: Pokra¢ovani 3.

Pocet _ o Literarni
Druh (poddruh) Mikrosatelitni lokus ]
mikrosateliti zdroj

eHs008, eHs032, eHs047,

eHs097, eHs100, eHs111,

eHs146, eHs149, eHs150,

eHs177, eHs183, eHs192,

eHs195, eHs203, eHs219,

eHs227, eHs296, eHs297, Wang et al.,
gHs125, gHs126, gHs155, 2021b
gHs161, gHs163, gHs238,

gHs242, gHs247, gHs258,

gHs259, gHs299, gHs300,

gHs302, gHs304, gHs309,

gHs310, gHs317, gHs321

H. r. mongolica 36

3.3 Ur¢eni pohlavi u rakytniku resetlakového

Rakytnik feSetldkovy se fadi mezi dvoudomé rostliny. Urceni pohlavi
u rakytniku feSetlakového je dano geneticky systémem X/Y, pficemz sam¢i pohlavi
je heterogametické (XY) a samici pohlavi je homogametické (XX) (Westergaard, 1958;
Shchapov, 1979; Ainsworth, 2000; Matsunaga et Kawano, 2001; Charlesworth, 2002;
Liu et al., 2004). V ramci ploch, kde je rakytnik feSetlakovy komer¢né péstovan, je
vétsina rostlin samiciho pohlavi, sam¢i rostliny se zde nachazeji jen v takovém poctu,
aby bylo zajisténo dostate¢né opyleni. Slechténi rostlin je proto zaméfeno piedev§im na
vyvoj vysoce kvalitnich samicich rostlin. Sam¢i sazenice se Casto vyfazuji, jakmile 1ze
zjistit jejich pohlavi, avSak urCeni pohlavi na zdkladé¢ morfologie nelze provést, dokud
rostliny nevykvetou, coz obvykle trva 3—5 let. Metoda vcasného rozliSeni samcich
a samicich sazenic by uSetfila mnoho Casu a mista ve Slechtitelskych programech
i V sazenicovych plantazich (Nybom et al., 2023).

Byly u€inény pokusy vyvinout DNA markery specifické pro pohlavi rakytniku
fesetlakového, avSak ty obvykle nebyly dostatecné konzistentni, kdyz byly testovany
na rozmanitgjsich rostlinnych materialech. Prvni studie byla zalozena na RAPD analyze

potomstva pochazejiciho z experimentalniho kiizeni u H. r. rhamnoides (Persson
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et Nybom, 1998). V této studii byl nalezen DNA marker specificky pro saméi pohlavi
u potomku ktizeni ‘Leikora’ x 'Pollmix'. Tento marker byl schopen urcit pohlavi pouze
u potomku kiiZeni 'Leikora' x 'Pollmix', u rostlin jiného rodi¢ovského ptvodu selhal. Zda
se, ze tento DNA marker je spojen s oblasti urCujici pohlavi u kultivaru 'Pollmix,
a proto by mohl byt uzite¢ny jako geneticky marker pro pohlavi u potomkt odvozenych
z kultivaru 'Pollmix’ nebo ptipadné zjinych piibuznych otcovskych genotypt.
Molekularni marker pro sam¢i pohlavi by v§ak mél byt v idedlnim ptipad¢ uzitecny pfi
vSech vnitrodruhovych kiizenich. Bohuzel, nalezeny DNA marker pfi aplikaci
na potomstvo ziskané z jiného ktizeni jiz nefungoval.

Dalsi studie zalozena na RAPD analyze byla povedena u H. rhamnoides
rostoucich v Indii. Sharma et al. (2010) ve své studii nalezli jeden marker specificky
pro samci pohlavi. Pokus byl dvakrat opakovan se sam¢imi i sami¢imi vzorky DNA,
aby se ovéfila spolehlivost a stabilita markeru. Sharma et al. (2010) zjistili, ze nalezeny
DNA marker je zcela vazan na samc¢i pohlavi a miZe byt pouZit pro screening
semenackd za ucelem urceni pohlavi u H. rhamnoides.

Markery zalozené na RAPD jsou citlivé na jemné rozdily v podminkach PCR
reakce, proto jim chybi 100% reprodukovatelnost, a tedy maji proménlivou tspé$nost
pii urCovani identity ¢i odliSnosti vzorku. Proto se uptednostiiuje pouziti markeri
sekvenéné charakterizované amplifikované oblasti (SCAR) pfed RAPD markery (Jang
et al., 2004). SCAR marker je fragment DNA amplifikovany pomoci PCR s pouzitim
specifickych primert o délce 18-26 bp, kdy tyto specifické primery jsou navrzeny
z nukleotidovych sekvenci klonovanych z fragmentd RAPD (Yang et al., 2014) nebo
jinych fragmentti odvozenych od markeri DNA, jako jsou ISSR (Yao et al., 2019) nebo
SSR (Baite et al., 2020). V této souvislosti Korekar et al. (2012) poprvé vyvinuli 2
SCAR markery vazané na samici pohlavi u rakytniku feSetldkového, které byly dale
validovany v populaci sloZzené ze 100 sam¢ich a 120 samicich rostlin. Korekar et al.
(2012) se domnivaji, ze jimi vyvinuté robustni SCAR markery by mohly umoznit
v€asné urceni pohlavi u rakytniku feSetlakového. I pfestoze tyto markery byly ovéfeny
na velkém poctu jedinct, ti vSak pochazeli pouze z jedné populace, a proto by mély byt
tyto markery validovany na rostlinach zastupujicich vyrazné vétsi vnitrodruhovou
variabilitu.

V poslednich dvou desetiletich odhalily transkriptomické analyzy dulezité
informace o pusobeni genti u mnoha rostlinnych druhti. Tento pfistup byl pouzit také

u rakytniku teSetlakového pti hledani genti specifickych pro pohlavi. Chawla et al.
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(2015) provedli studii s cilem identifikovat homologni geny rakytniku zapojené
do vyvoje kvétl, které mohou hrat roli pti uréovani pohlavi. Ukazalo se, ze 21 kvétnich
regulacnich geni bylo rozdiln€ exprimovano napfi¢ vyvojovymi stadii samcich
a samicich kvéta ve vzorcich H. rhamnoides. Byly identifikovany 2 pravdépodobné
slibné geny: HrCRY2, gen pro kryptochromovy receptor, byl vyznamné nadmérné
exprimovan u samicich kvétd, zatimco HrCO, gen pro cirkadianni drahu, byl vyznamné
nadmérné exprimovan u samcich kvéti. AvSak k urceni role téchto genii ve vyvoji
samcich a samic¢ich kvétl je jeSté zapotiebi dalsi vyzkum.

Dalsi studie zalozena na SCAR markerech byla provedena u H. rhamnoides
rostoucich ve vychodni provincii Cching-chaj v Ciné (Zhou et al., 2018). Celkem
se testovalo na 140 samiCich a 140 sam¢ich rostlinach. Zhou et al. (2018) vytvofili
SCAR marker specificky pro sami¢i pohlavi, ktery byl vyvinut z fragmentd RAPD
markeru. Amplifikace markeru zcela jist¢ ukazuje na samici pohlavi vzorku, zatimco
zadna amplifikace neukazuje pfimo na samci pohlavi, protoze miize dojit napiiklad
k selhani PCR, degradaci DNA apod. K vyfeseni problému s ur¢enim sam¢iho pohlavi
by mél byt podle autori vyvinut SCAR marker specificky pro samci pohlavi
a Vv budoucnu pouzit v multiplexni PCR se SCAR markerem specifickym pro samici
pohlavi.

Mangla et al. (2019) provedli AFLP analyzu na 5 populacich H. r. turkestanica,
ktera byla Gispé$na a poskytla 4 specifické samici a 2 specifické sam¢i fragmenty, které
byly klonovany a sekvenovany a nasledné pouzity pro vyvo; SCAR markert. Nové
vyvinut¢ SCAR markery byly nésledné testovany na 50 samcich a 50 samicich
rostlinach. VétSina testovanych markert nebyla pfi pouziti na rozmanitéjsi rostlinny
material informativni, az na jednu vyjimku: par primerta pro lokus HRML (sam¢i lokus
H. rhamnoides), ktery vytvofil fragment u vSech samcich rostlin v testovanych
25 populacich. Tento fragment byl dale sekvenovan a charakterizovan a nyni
je k dispozici jako oblast o velikosti 7 kb s ndzvem HRMSSR v databédzi NCBI
Genbank, Acc. No. KX444194.

3.4 Struktura genomu rakytniku iesetlakového

Rakytnik feSetlakovy je povazovan za vSestrannou rostlinu, a proto je nesmirne
dulezit¢é mit informace o genomu této rostliny. V poslednich nékolika desetiletich
pritahuje ¢im dal vic pozornosti riznych védci, avSak stale je malo studii a informaci

0jeho genomu. Cytogenetické analyzy byly doneddvna zastoupeny pouze star§imi
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pracemi Shchapov (1979) a Rousi et Arohonka (1980), kdy v obou pracich byl uréen
diploidni pocet chromozoml 2n = 24. Shchapov (1979) déle ve své studii odhalil, ze
rakytnik feSetldkovy méa mensi pohlavni chromozom Y a vétsi pohlavni chromozom X.
Ghangal et al. (2013) ve sveé praci analyzovali transkriptom rakytniku, ktery poskytuje
zdroj pro objevovani gentll a vyvoj molekularnich markert.

Puterova et al. (2017) se ve své studii zamé&fili na analyzu transponovatelnych
elementi a satelith genomu rakytniku feSetlakového a urcili chromozomalni lokalizaci
téchto repetic. Pro analyzu dat vyvinuli novy bioinformaticky ptistup pro pokrocilou
analyzu satelitni DNA a zjistili, Ze pfiblizné 25 % genomu tvofi satelitni DNA
a priblizné 24 % je tvofeno transpozony, kterym dominovali Ty3/Gypsy a Tyl/Copia
LTR retrotranspozony. Dale provedli mapovani pomoci FISH, které odhalilo satelity
akumulované na pohlavnich chromozomech X i satelity specifické pro pohlavni
chromozom Y nebo akumulované na obou pohlavnich chromozomech, ale vétSina
satelith se nachazela na autozomech. Transpozony se nachédzely prevazné
v subtelomerickych oblastech vSech chromozomu. Také potvrdili, Ze rakytnik
feSetladkovy ma velky chromozom X a maly chromozom Y. PfestoZe prokéazali malou
velikost chromozomu Y a nahromadénou satelitni DNA v ném, nebyli schopni
odhadnout stafi a rozsah degenerace chromozomu Y.

Wu et al. (2022) ve své praci jako prvni uvadéji velikost genomu rakytniku
feSetlakového. Kombinaci technologii sekvenovani s kratkym ¢tenim, dlouhym ¢tenim
a Hi-C vytvorili referenéni genom H. rhamnoides na urovni chromozomu o velikosti
730 Mb. Na zaklad¢ genomickych a transkriptomickych dat ptfedpovédéli 30 812 geni
kodujicich proteiny v genomu H. rhamnoides. Analyzou genomu dale piedpovédéli
1508 309 repetic o celkové délce 346,8 Mb, coz piedstavuje 47,48 % genomu
rakytniku feSetldkového. VétSina repetici byla zastoupena transpoziblinimi elementy,
mezi nimiz nejvysSi podil predstavovaly LTR retrotranspozony, a to konkrétné
nadrodiny Gypsy aCopia. Tyto LTR retrotranspozony podrobili dal$i sekvenaéni
analyze a zjistili, Ze naprostd vétSina LTR retrotranspozont rakytniku feSetldkového
vznikla nedavnou explozivni expanzi.

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) usnadnuje pfesnou identifikaci
chromozoml a umoziuje srovnavaci cytogenetickou analyzu. Detekce autozomalnich
chromozomu rakytniku fesetlakového nebyla dosud provedena. Luo et al. (2022) ve své
praci pomoci metody FISH detekovali chromozomy 5 taxontt H. rhamnoides: 3 ¢inské

kultivary H. rhamnoides ('Shengiuhong’, '‘Zhuangyuanhuang' a ‘Wucifeng"), 1 kulturni
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H.r. sinensis a 1 plané rostouci H. r. sinensis. Celkem v mitotické metafazi jasné
pozorovali 24 chromozomi. Tyto chromozomy byly malé o velikosti 0,89-3,03 um
avétsina z nich vykazovala podobnou morfologii. Vzhledem k malé velikosti
chromozomi a nejednoznaénému uréeni polohy centromery v této studii métili pouze
celkovou velikost chromozomi. Délku dlouhého/kratkého raménka, karyotyp a cytotyp,
které se bézné hodnoti pii analyze karyotypu, nebylo mozné v této studii stanovit.
V této praci se nepodatilo rozlisit pohlavni chromozomy a autozomy, nicméné podle
ptedchozich analyz rozlozZeni chromozomu je chromozom X jednim ze 3 nejdelSich
chromozomu a chromozom Y je jednim z 5 nejkratSich chromozomu (Shchapov, 1979;
Puterova et al., 2017). Luo et al. (2022) provedli studii za 0Gcelem identifikace
chromozomu H. rhamnoides a porovnani slechténych a pfirodnich H. r. sinensis se
3 ¢inskymi odridami H. rhamnoides. Informace o identifikaci chromozomd, stejn¢ jako
identifikace taxond, by podle nich méla pomoct Slechtitelim pti vyuzivani ptirodnich

zdrojti H. rhamnoides.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V ramci praktické €asti této diplomové prace byl pouzit biologicky material
pochéazejici ze 46 rostlin rakytniku fesetlakového (Hippophae rhamnoides). Konkrétné
se mélo jednat o 43 ruznych kultivari rakytniku fesetlakového a 3 rostliny bez
kultivarového urceni, jejich pohlavi mélo byt: 6 samcu (‘Pollmix’, 'Tarmo’, SAD
(samec), 'Romeo’, 'Otto’ a 'K+'), 2 oboupohlavni rostliny (‘Friesdorfer Orange'
a'Sandora’) a 39 samic. Z téchto rostlin byly odebrany listy a dale byly skladovany
v mrazni¢ce pii —20 °C, dokud neprobé¢hla izolace DNA. Z odebranych vzorku
rostlinného materidlu byla vyizolovana genomickd DNA a nasledné byla rozpusténa
v TE pufru. Poté byla zméfena jeji koncentrace pomoci spektrofotometru NanoDrop
adale byla nafedéna tak, aby se koncentrace pohybovala v rozmezi 5-10 pg-ml=.
Seznam 46 rostlinnych vzorkl je uveden v Tabulce €. 2 pod nazvy kultivart, jenz
uvadéli prodejci. V piipadé 3 nezndmych vzorkl je pouZito oznaceni SAD se slovnim
dovétkem pro odliSeni. Zaroven v Tabulce ¢. 2 je uvedena naméiend koncentrace

vyizolované DNA pomoci spektrofotometru NanoDrop.

Tabulka &. 2: Seznam 46 pouzitych kultivard rakytniku feSetldkového véetné naméfené

koncentrace vyizolované DNA.

Kultivar Koncentrace Kultivar Koncentrace
DNA [ng-pl?] DNA [ng-pl?]

'Pollmix’ 159,1 'K+' 188,3
'Frugana’ 197,2 'Krasavice' 53,7

"Tarmo’ 60,0 'Kapriz' 46,6
'Altajskd’ 86,9 'Rosinka’ 170,3
'Podruga’ 89,9 'Zem&uzina' 158,8
‘Botanika' 23,1 '"Percik’ 105,0
'Habego’ 399,6 'Parad’ 49,3
‘Ananasna’ 73,9 'Sudaruska' 175,4
'Slunicko' 71,0 'Friesdorfer Orange' 165,3

'Nela' 114,7 '"Vorobévska' 80,5

SAD (samec) 107,1 ‘Bohatyr" 206,5




Tabulka €. 2: Pokra¢ovani.

Kultivar Koncentrace Kultivar Koncentrace
DNA [ng-ul] DNA [ng-ul?]

‘Lotta’ 198,2 ‘Elizaveta’ 205,5

'Sirola’ 206,1 "Tenga’ 151,0

'Aromat’ 102,1 'Cervena Pochodeii' 237,0

‘Leikora’ 179,8 'Dorana’ 322,1

SAD sever (samice) 275,4 'Cujska’ 325,0

"Tytti' 75,6 ‘Askola’ 378,1

'Hergo’ 209,6 ‘Sandora’ 394,0

‘Julia’ 48,3 'Inja’ 162,5

‘Baltik’ 23,8 ‘Eva’ 169,0

'‘Romeo’ 161,6 '"Pantélejevska’ 167,0

'Moskevska Krasavice® 57,8 ‘Ljubimaja’ 113,0

'Otto’ 141,4 SAD jih (samice) 400,0

4.2 Polymorfni mikrosatelitni lokusy u rakytniku ieSetlakového

Pro odliSeni odrid rakytniku feSetlakového byly pouZzity pary primerd, jenz byly

urCeny jako polymorfni v mé bakalaiské praci (Grygarova, 2022) pomoci PCR

amplifikace na DNA 6 riiznych kultivarii rakytniku feSetlakového. V mé bakalarské

praci bylo celkem uréeno 36 mikrosatelitt, které poskytly polymorfni a hodnotitelny

PCR produkt. Z téchto 36 mikrosatelitnich lokusi bylo pro dalsi testovani v této

diplomové praci vybrano 22 mikrosatelitnich lokust, které jsou uvedeny v Tabulce €. 3.

Tabulka €. 3: Seznam pouzitych 22 mikrosatelitnich lokust, které byly urceny jako

polymorfni u rakytniku feSetlakového v mé bakalatrské praci (Grygarova, 2022).

Mikrosatelit

Literarni zdroj

USSM 1, USSM 3, USSM 5, USSM 7,
USSM 13, USSM 16, USSM 25

Jainetal., 2014

USSM 30, USSM 50 Jain, 2015
SB2,SB3,SB4,SB 7, SB 8,
SB 9, SB 10, SB 11, SB 13, Lietal., 2020

SB 14, SB 18, SB 20, SB 22
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4.3 Seznam pouzitych chemikalii

3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Akrylamid (Sigma)

aTaq DNA polymeraza (5 U-ult), M1241 (Promega)
Bromfenolovéa modi (Serva)
Cetyltrimethylammonium bromid (CTAB) (Roth)
Deionizovan voda

dNTPs (100 mmol-I%, 1000 ul kazdého), U1240 (Promega)
Dusi¢nan stiibrny (Sigma)

Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na2zEDTA) (Lachner)
Formaldehyd (Lachner)

Formamid (Lachner)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid draselny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachner)

Chloroform (Lachner)

Isoamylalkohol (IAA) (Lachner)

Isopropylalkohol (Lachner)

Kyselina borita (Lachner)

Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)

Kyselina octova (Lachner)

Mocovina (Lachner)
N,N,N“,N*“-tetramethylethylendiamin (TEMED) (AppliChem)
N,N*‘-methylenbisakrylamid (AppliChem)

Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Lachner)
Polyvinylpyrrolidon 40 (PVP 40) (Fluka)

Rain off - tekuté stérace (Sheron)

Tekuty dusik (Linde)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Triton X-100 (AppliChem)
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Uhlic¢itan sodny (Lachner)
Xylenova modt (Xylencyanol FF) (AppliChem)

B-merkaptoethanol (Serva)

4.4 Seznam pouzitych roztoki a jejich priprava

Akrylamid, 6% zasobni roztok:

420 g moCoviny

484 ml deionizované vody

50 ml 10x TBE

150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamidu:N,N‘-methylbisakrylamidu 19:1

vSechny slozKky rozpustit, zfiltrovat a ulozit do chladnicky v tmavé lahvi

Akrylamid:N,N¢-methylenbisakrylamid 19:1, 40% zasobni roztok:

380 g akrylamidu

20 g N,N*-methylenbisakrylamidu
rozpustit v 500 ml deionizované vody
objem doplnit do 1000 ml

roztok ulozit v temné ladhvi ve 4 °C

CTAB extrakéni pufr:

59 CTAB

25 ml Tris o koncentraci 1 mol-I, pH 8,0

10 ml Na2EDTA o koncentraci 0,5 mol-I-, pH 8,0
20,45 g NaCl

2,59 PVP 40

objem doplnit do 250 ml deionizovanou vodou

Dusi¢nan stiibrny, 0.1% roztok:

0,8 g AgNOs
800 ml deionizované vody

pied pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok:

80 ml ledové kyseliny octové

800 ml deionizované vody

Hydroxid sodny o koncentraci 1 mol-1-:

40 g hydroxidu sodného

doplnit deionizovanou vodou na 1 |
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Chloroform:1AA, 24:1:
- 192 ml chloroformu

- 8 ml isoamylalkoholu

Kyselina dusi¢na, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né
- 800 ml deionizované vody

MqCl2 pro aTag polymeréazu, 25 mmol-I-*:

- 90 ml deionizované vody

- 0,508 g hexahydratu chloridu hofe¢natého MgCl2-6H20

- po rozpusténi doplnit na 100 ml

Na,EDTA, 0,5 mol-I! z&sobni roztok:

- 186,12 g dihydréatu ethylendiaminotetraoctanu sodného Na2EDTA-2H20

- rozpustit v 800 ml deionizované vody
- upravit pH na hodnotu 8,0 pomoci pevného NaOH
- objem doplnit deionizovanou vodou na 1000 ml

Nanaseci pufr pro elektroforézu v PAA gelu:

- 25 ml deionizované vody

- 100 ml formamidu

- 0,125 g bromfenolové modie
- 0,125 g xylenové modie

Octan sodny, 3 mol-I:

- 81,65 g octanu sodného
- rozpustit ve 200 ml deionizované vody
- pH upravit pomoci ledové kyseliny octové na hodnotu 5,2

Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

- 1 g peroxodisiranu amonného
- 10 ml deionizované vody
- uchovévat v chladnicce

Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:

- 60 ml 6% zésobniho roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH4)2S20s
- 40 ul N, N, N*, N*“-tetramethylethylendiaminu
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Reakéni pufr pro aTag DNA polymerazu, 10x:

- 80 ml deionizované vody

- 1,211 g trishydroxymethylaminomethanu
- pH upravit pomoci HCI na hodnotu 9,0

- 3,73 gKClI

- 1 ml Triton X-100

- po rozpusténi doplnit na 100 ml

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:

- 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
- 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
TBE pufr, 10x zasobni roztok:

- 55 g kyseliny borité

- 108 g trishydroxymethylaminomethanu

- 40 ml roztoku Na2EDTA 0,5 mol-I%, pH 8,0

- deionizovanou vodou doplnit do 1000 ml

TE pufr:

- 1 ml Tris o koncentraci 1 mol-I, pH 8,0

- 0,2 ml Na2EDTA o koncentraci 0,5 mol-I*

- doplnit do 100 ml deionizovanou vodou

Vyvojka:

- 24 g uhlicitanu sodného

- 800 ml deionizované vody

- ulozit do chladnicky

- pied pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného NazS203

4.5 Seznam pouzitych laboratornich pristroji

- Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

- Chladnic¢ka kombinovanéa (Whirlpool)

- Chlazena centrifuga 5810 R (Eppendorf)

- Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

- Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

- Mikropipety Finnpipette - 0,5 az 10 pl (osmikanélova) a 0,3 ul az 1 ml
(Thermo Labsystems)
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- Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)

- Minicentrifuga Prism mini (Labnet Inernational)

- Minicentrifuha CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

- Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

- pH metr pH 210 (Hanna Instruments)

- Sekvenacni elektroforetickd komutrka S2 (Whatman Biometra)
- Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

- SuSarna CAT 8050 (Contherm)

- Termocykler GenePro (BIOER Technology)

- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Ttepacka Orbit 1900 (Labnet International)

- Ultracentrifuga Biofuge pico (Heraeus)

- Vodni lazen SUB6 (Grant)

- Vortex mixer (Labnet Inernational)

- Vyhftivany blok (Labnet Inernational)

- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
- Vyrobnik ledu Ice Flaker (Brema IceMakers)

4.6 1zolace DNA

Navazit 0,5 g listi rakytniku feSetlakového.

Do ptedchlazené (4 °C) porcelanové tieci misky vlozit navazené listy.

Listy zalit tekutym dusikem a rozdrtit tlou¢kem na jemny prasek.

Ke 2 ml CTAB pufru ptidat 30 pl B-merkaptoethanolu a tento roztok pridat
k prasku a homogenizovat na jemnou kasi.

Homogenat ptelit do 2ml mikrozkumavky.

Mikrozkumavku s homogenni smési peclivé zvortexovat a poté inkubovat
hodinu a pul ve vodni lazni pti 70 °C. Po kazdych 10 minutach mikrozkumavku
vytahnout, zvortexovat a vratit do vodni lazn¢.

Po inkubaci homogenat centrifugovat po dobu 10 minut pti 13 000 g.

Poté piepipetovat supernatant do nové mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky ptidat 1 ml roztoku smesi chloroform:IAA v poméru 24:1,

intenzivné zvortexovat a centrifugovat 5 minut pti 13 000 g.
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10. Vrchni vodnou fazi odpipetovat do nové mikrozkumavky, do které opét ptidat
1ml roztoku smési chloroform:IAA v poméru 24:1, peclivé zvortexovat
a centrifugovat 5 minut pii 13 000 g.

11. Do nové mikrozkumavky piepipetovat supernatant, piidat 100 pl roztoku octanu
sodného a zbytek objemu mikrozkumavky doplnit isopropylalkoholem.

12. Pievracenim promichat. D&t do mrazaku (20 °C) na 30 minut.

13. Centrifugovat 20 minut pii 15 000 g ve vychlazene centrifuze na 4 °C.

14. Supernatant odlit, mikrozkumavku osusit o ubrousek.

15. Poté do mikrozkumavky ptidat 1 ml 70% ethanolu, pfevracenim promichat.

16. Centrifugovat 10 minut pti 15 000 g ve vychlazené centrifuze na 4 °C.

17. Slit supernatant, Spickou opatrné odsat zbytek roztoku kolem sedimentu.

18. Nechat volné vyschnout nebo vysusit v termobloku 2 hod pti 55 °C.

19. K peletu ptidat 1 ml TE pufru a nechat 1 hod v termobloku pii 55 °C.
Po kazdych 15 minutdch mikrozkumavku vytdhnout, zvortexovat a vrétit
do termobloku.

20. Zmérit koncentraci vyizolované DNA pomoci spektrofotometru NanoDrop.

21. Podle naméfené koncentrace naiedit vyizolovanou DNA v rozmezi 5-10 ug-mi?

a vzorky uchovat pii —20 °C.

4.7 PCR amplifikace DNA rakytniku reSetlakového
PCR amplifikace byla provedena na genomické DNA 46 potencionalné
geneticky odlisSnych kultivarii rakytniku feSetlakového. PCR reakéni smés byla
ptipravena a do kazdého PCR mixu byl ptidan jeden par testovanych primerda.
1. Rozmrazit veskeré slozky PCR mixu, poté zvortexovat a kratce zcentrifugovat.
2. Do 1,5ml mikrozkumavek napipetovat slozky PCR mixu dle Tabulky ¢. 4 a poté

PCR mix zvortexovat a kratce zcentrifugovat.
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Tabulka ¢. 4: SloZeni PCR reakéni smési pro 46 vzorkli (v€etné pocitanych ztrat

pti pipetovani).

Slozky PCR mixu Koncentrace zasobniho roztoku Objem slozek [pl]

Deionizovana voda - 300,0
Reakéni pufr 10x 46,0
Roztok MgCl: 25 mmol-I* 27,0
Roztok dNTPs 20 mmol-I* 50

Primer F 10 umol- I 22,5
Primer R 10 pmol-I* 22,5
aTaq DNA polymeraza 5U-ul?t 10,0

3. Do 46 ptedem piipravenych a popsanych PCR mikrozkumavek o objemu 0,2 ml
napipetovat 1 pl genomické DNA rakytniku feSetlakového a dale napipetovat
9 ul ptipraveného PCR mixu.

4. Uzaviené mikrozkumavky vlozit do termocykleru, kdy zakladni ¢asovy

a teplotni profil PCR reakce je uveden v Tabulce ¢. 5.

Tabulka €. 5: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce.

Krok PCR Teplota [°C] Doba trvani Pocet opakovani
Uvodni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 94 30s
Annealing * 30s 35
Elongace 72 30s
Finalni elongace 72 7 min 1

Pozn.: * teploty annealingu pro jednotlivé pary primera byly pouzity podle
optimalizace v mé bakalaiské praci (Grygarova, 2022), v ptipad¢ potieby byly dale
upravovany (viz kapitola Vysledky).

4.8 Zpracovani PCR produkti pomoci elektroforetické separace

Separace  PCR produkti byla provedena za denaturujicich podminek
v 6% polyakrylamidovém gelu, kdy gel byl nalit mezi 2 skla o rozmérech 330 x 390
mm a 330 x 420 mm a tlouStka gelu byla 0,4 mm. Nasledn¢ separace PCR produktt
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probihala ve vyhtivané sekvenacni elektroforetické komurce S2 (Whatman Biometra).

Cely postup je rozdélen do nékolika kroki a je popsan nize.

OSetreni skel:

1. Plochy obou skel (velkého a malého), jenz se budou dotykat gelu, dtkladné
2x oplachnout deionizovanou vodou, osusSit, 2x oplachnout 96% ethanolem
a opét osusit papirovym ubrouskem.

2. Vétsi sklo osetfit na plose, kterda se bude dotykat gelu, ptipravkem pro
odpuzovani vody ze skel automobili (Rain-off - tekuté stérace, Sheron).
Piipravek rozetiit papirovym ubrouskem a nechat 5 minut zaschnout, poté
oplachnout 2x deionizovanou vodou a osusit papirovym ubrouskem.

3. V digestofi osetfit plochu mensiho skla, kter se bude dotykat gelu, 1 ml roztoku
3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu. Roztok rozettit po celé plose papirovym
ubrouskem anechat 5 minut zaschnout, poté oSetfenou plochu skla 4x
oplachnout 96% ethanolem a pokazdé osusit papirovym ubrouskem.

4. Na rovnou polystyrenovou podlozku v digestofi umistit vétsi sklo oSetfenou
plochou nahoru, na né&j po jeho delSich okrajich polozit dva 0,4 mm silné
spacery a na n¢ poloZzit mensi sklo oSetfenou plochou dold. Spacery umistit az
do kraje skel, gumu spaceru pfilozit k menSimu sklu tak, aby se jej té€sné
dotykala. Na jedné kratsi strané jsou hrany skel ptesné v zakrytu, na protilehlé
kratSi strané jsou konce skel vzijemné posunuty piiblizné o 2,5 cm. V misté

spacert skla na kazdé strané sepnout dvéma klipsy.

Priprava 6% roztoku polyakrylamidového gelu:

1. Gel ptipravit v kadince smisenim 60 ml 6% roztoku akrylamid:N,N‘-
methylenbisakrylamid 19:1, 400 ul 10% rozotku peroxodisiranu amonného
a 40 ul N,N,N* N*-tetramethylethylendiaminu.

2. Roztok dobie promichat a pomalu ho nalévat mezi skla. Aby se piedeslo
vzniku vzduchovych bublin v gelu, je tieba pti liti gelu lehce poklepavat
na sklo.

3. Kdyz je vyplnén cely prostor mezi skly gelem, vsunout mezi skla v mist¢,
kde se plnil tento prostor gelem, hiebinek jeho rovnou stranou asi
0,7 az1 cm hluboko. V misté¢ hiebinku skla sepnout 4 Kklipsy. Gel nechat

nejméné hodinu polymerizovat.
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Elektroforeticka separace:

1.

Po ztuhnuti gelu odstranit vSechny klipsy a skla dikladné omyt vodou
apomoci kartac¢ku zbavit od vSech zbytkl polyakrylamidu, se zvlastnim
dirazem a opatrnosti v oblasti hiebinku. Mensi sklo poté osusit a pevné
upevnit pomoci Sroubovacich tchyti do elektroforetické komurky hranou
S hiebinkem nahoru a mens$im sklem k hlinikové desce elektroforetické
komurky. Uzaviit bo¢nim ventilem vypoustéci kanalek pro pufr.

Katodovy i1 anodovy prostor zalit 0,5x TBE pufrem, opatrné vytdhnout
hiebinek a vzniklou mezeru mezi skly dobfe vycistit proudem pufru
z injekéni stiikacky. Katodovy i anodovy prostor uzaviit, nasadit elektrody
ana zdroji stejnosmérného elektrického proudu jako limitni faktor nastavit
hodnotu vykonu 90 W (hodnoty elektrického napéti i proudu jsou nastaveny
na maximum: 3000 V/150 mA). Zatéchto podminek nechat gel predehiat
30 minut.

Béhem nahfivani gelu si pfipravit vzorky, ke kazdému produktu PCR ptidat
5ul nanaseciho pufru. Poté vzorky vlozit do termocykleru a nechat
denaturovat po dobu 3 minut. Po denaturaci vzorky okamzit¢ umistit
do ledové tiisté, aby se zabranilo renaturaci denaturovanych vlaken DNA
produkti.

Béhem denaturace vypnout zdroj stejnosmérného elektrického proudu,
odpojit katodu, otevfit katodovy prostor a znovu dobie vycistit proudem
pufru z injek¢ni stiikacky mezeru pro hiebinek od zbytkid polyakrylamidu
a rozpusténé mocoviny. Do této mezery mezi skly vsunout hiebinek zoubky
asi 1 mm hluboko do gelu tak, aby nedoslo k ulomeni nékterého zoubku.
Pomoci osmikanalové pipety nanést po 2 ul ptipravenych vzorkt do mezer
mezi zoubky hiebinku. Na vSechny vzorky pouzit tytéz Spicky, ty mezi
nanasenim rozdilnych vzorkii procistit n€kolikerym nasatim a vypuSténim
pufru z katodového prostoru pipetou. Po napipetovani vsech vzorku
katodovy prostor uzaviit, nasadit elektrodu a na zdroji stejnosmérného
elektrického proudu jako limitni faktor nastavit hodnotu vykonu 70 W
(hodnoty elektrického napéti iproudu jsou nastaveny na maximum:
3000 V/150 mA).

Cas separace vzorkll zavisi na relativnich molekulovych hmotnostech

rozdélovanych PCR produktl. Orientacné je mozné se fidit pomoci barviv
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V nandSecim pufru, jimiz jsou bromfenolovd modf a xylenova modf, které
ukazuji prubéh elektroforézy. PfiCemz plati, ze v 6% polyakrylamidovém
gelu se bromfenolova modf pohybuje stejné rychle jako fetézce DNA dlouhé
pfiblizné 25 parti bazi a xylenova modi jako fet¢zce DNA dlouhé piiblizné
100 part bazi. Obvykla doba separace vzorku je 1-3 hodiny.

Béhem elektroforetického de€leni vzorkd pripravit nésledujici roztoky:
800 ml roztoku 10% kyseliny octové (fix/stop roztok), 800 ml roztoku 1%
HNOs a 800 ml 3% roztoku Na.COs (vyvojka). Vyvojku jako jedinou
umistit do chladni¢ky, aby se vychladila na teplotu nizsi nez 10 °C.

Po uplynuti casu elektroforetického déleni vzorktt vypnout zdroj
stejnosmerného elektrického proudu, odpojit obé elektrody a koleckem
na pravé strané elektroforetick¢é komurky oteviit kanalek, kterym pufr
z katodové casti preteCe do sbérného prostoru, povolit Srouby uchyta skel
askla s gelem vyjmout a polozit do vodorovné polohy menSim sklem
nahoru. Z prostoru mezi skly opatrné vytdhnout oba spacery a hiebinek

a skla od sebe odpacit pomoci ¢epele noze.

Vizualizace gelu:

1.

2.

4.

Mensi sklo s pfilepenym gelem otocit gelem nahoru a ulozit do fotomisky
(téz gelem nahoru), umistit na tfepacku a zalit fix/stop roztokem. Doba
pusobenti fix/stop roztoku na gel je pfiblizné¢ 20 minut a orientacné je mozné
charakterizovat dostate¢ny €as plisobeni vymytim modrého pruhu xylenové
modie z gelu do roztoku. Fix/stop roztok slit zpét do banky a sklo s gelem
promyt 3x piiblizné 1 az 1,5 1 deionizované vody.

Nasledné promyt gel na tiepaéce v 1% roztoku HNOsz po dobu 4 minut, vylit
tento roztok do odpadu a promyt gel 4x ptiblizn¢ 1 az 1,5 1 deionizované
vody.

Do roztoku 0,1% AgNOs piidat 1,2 ml formaldehydu. Sklo s gelem premistit
do dalsi fotomisky a umistit na tfepacku. Zalit pfipravenym roztokem
0,1% AgNOs a nechat ptsobit po dobu 30 minut.

Na konci této doby pfipravit jednu fotomisku s 1-2 | deionizované vody
a do 800 ml vychlazené vyvojky piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl
1% roztoku Na2S20s.
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5. Po uplynuti 30 minut fotomisku s gelem v roztoku AgNOs sejmout
Z ttepacky aroztok slit zpét do zasobni lahve. Sklo s gelem vyjmout
anab vtefin ponofit do misky s deionizovanou vodou, nechat okapat
a premistit do fotomisky pro vyvojkou, umistit na tfepacku a zalit gel
vyvojkou, kde se sleduje vyvijeni hné€docernych stiibrem obarvenych
prouzki PCR produktt.

6. Kdyz jsou prouzky jiz dostateCné zietelné a jesté, nez zaCne vystupovat
tmavé pozadi, vyvijeni zbarveni zastavit pfilitim fix/stop roztoku
uchovaného z kroku 1. Roztok nechat pusobit na gel 2 minuty. Dobu
plsobeni je mozné orientacn¢ odhadnout podle toho, jestli z roztoku jeste
masivné unika v podob¢ bublinek vylouceny COo.

7. Sklo s gelem poté ponofit asi na 2 minuty do deionizované vody, a pak
prenést na 30 minut do susarny, kde se gel pti 90 °C vysusi.

8. Ususeny gel vyhodnotit na negatoskopu a poté naskenovat.

9. Sklo s jiz nepotifebnym gelem ponofit na nékolik desitek minut az nékolik
hodin do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol:It. Gel by se m&l kompletn&
odlepit a pokud ne, tak jej ze skla strhnout pomoci Skrabky. Sklo se umyje

a je znovu K pouziti.

4.9 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Ziskané genotypy kultivarti rakytniku feSetldkového byly zpracovany pomoci
popula¢né-genetického programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007). Pomoci tohoto
programu byly u kultivard rakytniku feSetldkového stanoveny hodnoty ocekavané
heterozygotnosti (He), hodnoty pozorované heterozygotnosti (Ho), polymorfni
informacni obsah (PIC) a frekvence vyskytu nulovych alel. Dale bylo zjisténo, jestli
jsou lokusy v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Také byl pouzit program Genepop 4.7.5

(Rousset, 2008) pro zjisténi, zda jsou testované lokusy ve vazbg.
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5 Vysledky

V praktické ¢asti své diplomové prace jsem se zaméfila na analyzu
a charakterizaci vybranych polymorfnich mikrosateliti, které jsem v radmci své
bakalarské prace (Grygarova, 2022) oznacila jako polymorfni a dobife hodnotitelné
a které by bylo mozné pouzit pro kultivarové odliseni odrid rakytniku fesetlakového
(Hippophae rhamnoides) péstovanych v Ceské republice. V bakalafské praci jsem
studiich popsany jako polymorfni u asijskych poddruhi rakytniku feSetlakového.
Tyto primery jsem testovala na DNA 6 raznych kultivart rakytniku feSetlakového, které
jsou bézné péstovany v Ceské republice. V mé bakalaiské praci bylo celkem 36 part
primeru, které poskytly polymorfni a dobfe hodnotitelné produkty a z nich jsem vybrala
22 part primerd, které jsem pouzila v praktické ¢asti této diplomové prace. Téchto 22
parii primerd jsem testovala na DNA 46 rostlinnych vzorkl, kdy se mélo jednat o 43
raznych kultivard rakytniku fesetlakového prodavanych v Ceské republice a 3 rostliny
bez kultivarového urceni.

Po izolaci DNA a nasledném natedéni vyizolované DNA 46 rostlinnych vzorkt
jsem provedla PCR amplifikaci pomoci 22 par primerd. Pro kazdy par primera jsem
pouzila nejprve teplotu annealingu (Ta), ktera byla oznafena jako finalni v mé
bakalatské praci (Grygarova, 2022). V kontextu genotypizace velkého mnoZzstvi jedincli
jsem zjistila, Ze vétSina mikrosateliti vykazujici polymorfismus neposkytuje dobie
hodnotitelné produkty, a proto jsem musela upravit teploty annealingu, které jsou
uvedené v mé bakalaiské praci (Grygarova, 2022). Pokud byl PCR produkt velmi slaby,
upravila jsem teplotu annealingu snizenim o 1-2 °C a pokud byl naopak PCR produkt
az moc silny a $patné hodnotitelny, tak jsem teplotu annealingu zvysila. Finalni teploty
annealingu vsech part primert se pohybovaly v rozmezi od 52 do 67 °C. Nasledné
jsem provedla elektroforetickou separaci PCR produkti. Deélka elektroforetické
separace byla také v né&kterych piipadech upravovana. Cas elektroforetické separace
PCR produktt jednotlivych mikrosateliti se pohyboval od 90 do 200 minut. V ptipadé
jednoho mikrosatelitniho lokusu, konkrétné SB 7, jsem musela k PCR produktu pfidat
vétsi mnozstvi nanaseciho pufru, a to 15 ul namisto 5 pl, protoze pro lepsi hodnoceni
tohoto mikrosatelitu bylo tieba PCR produkt vice natedit.

Celkove jsem otestovala 22 pard primerti pro amplifikaci mikrosateliti na 46

potencionalné geneticky odlisnych kultivarech rakytniku tesetldkového. Z téchto 22
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part primerti poskytlo dobfe hodnotitelny polymorfni produkt celkem 18 pard primera
(viz Tabulka ¢. 6). Celkové 4 mikrosatelitni lokusy jsem z dal$iho testovani vyfadila,
jelikoz se jednotlivé alely nedaly jednozna¢né od sebe odlisit, a tudiZz jsem nemohla
uréit genotypy jednotlivych kultivarti. Konkrétné se jednalo o mikrosatelity USSM 1,
USSM 13, USSM 16 a SB 9. U mikrosatelitu USSM 13 jsem se nejprve domnivala,
Ze je monomorfni, ale dal§i analyzou jsem zjistila, ze vykazuje nizky polymorfismus,
avSak je hodné Spatné hodnotitelny, a proto jsem ho vytadila. Dalsi 3 mikrosatelity
(USSM 1, USSM 16 a SB 9) vykazovaly vysoky polymorfismus, ale ani jeden nebyl
spolehlivé hodnotitelny, a proto jsem i je z dal$iho experimentu vyfadila. Celkové jsem
pro amplifikaci 46 potencionalné geneticky odlisSnych kultivart rakytniku fesetlakového
vybrala 18 part primeru, které poskytly polymorfni a dobie hodnotitelny produkt.

Téchto 18 polymorfnich mikrosatelitli jsem analyzovala a charakterizovala
pomoci populac¢né-genetickych programt Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007)
a Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008). Diky programu Cervus 3.0.7 jsem ziskala informace
0 pravdépodobnosti  vyskytu nulovych alel a Hardy-Weinbergové rovnovaze
jednotlivych lokust (viz Tabulka ¢. 6). Déale jsem ziskala informace o hodnotach
o¢ekavané heterozygotnosti (Heg), hodnotach pozorované heterozygotnosti (Ho)
a polymorfnim informa¢nim obsahu (PIC) (viz Tabulka ¢&. 7). Pomoci programu
Genepop 4.7.5 jsem zjistila, zda jsou testované lokusy ve vazbé.

Do analyz programt Cervus 3.0.7 a Genepop 4.7.5. jsem nezatadila vSech 46
rostlin, protoze jsem v mnoha ptipadech zjistila zcela genetickou totoznost rostlin nebo
odlisnost pouze v jednom mikrosatelitu, o ¢emz podrobnéji pojednavam na strané 46.
Tyto rostliny jsem vyfadila a povazuji je za totozné, protoze u odliSnosti pouze
u jednoho mikrosatelitu si nemohu byt jista, vzhledem k tomu, Ze uz jsem analyzy
znovu neopakovala, zdali se nejedna o $patné vyhodnoceny PCR artefakt. Na druhou
stranu tyto rostliny uz funguji v péstitelské praxi povétSinou mnoho desitek let a je
mozné, ze v ramci vysoké frekvence mutaci v mikrosatelitech se tentyz geneticky
material rozeSel. Charakteristika pomoci téchto programi probihala pouze na 32
jedincich vykazujicich unikatni genotypy, tj. Ze se lisi alesponn v genotypech na 4 z 18
mikrosateliti. Programem Cervus 3.0.7 bylo nalezeno v priméru 5,8 alel na lokus.
Primérnd ocekavand heterozygotnost (He) byla 0,6375 a primérny polymorfni
informacni obsah (PIC) byl 0,5792. Také byla vypoctena pravdépodobnost, ze budou
mit 2 ndhodn¢ vybrani jedinci stejnou alelovou konstituci vSech polymorfnich lokust,

ktera ¢inila 6,506-107° (viz Piiloha 1).

37



Tabulka ¢. 6: Charakteristika 18 polymorfnich a hodnotitelnych lokusi, které byly testovany na 32 geneticky odlisnych kultivarech rakytniku
feSetlakového. V tabulce je uveden nazev lokusu, sekvence primert, jednotka repetice, pocet alel (N), délka elektroforetické separace (ELFO),

teplota annealingu (Ta), odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HW) a pravdépodobnost vyskytu nulovych alel (F).

ELFO

Nazev lokusu Sekvence primeri (5' — 3°) Jednotka repetice® N [min] Ta[°C] HW F [%0]
ooy TS @ m w w
USSM5 L e ACIAT 7 200 66 NS 868
sy ST o s m W e
omas £ COACEIEE AT o w0 m w w e
USSM30 L S e e TTCTC 3 120 52 NS 910
USSM50 o O e Ay cTCCTT 4 90 57 NS 613
m  LOCCUCTMITUT s w w  w
oo DACCREITOCIONS e s 0w o us
SB7 RS diaasealibessac neuvedeno 2 90 64 NS 10,30
o R e N SR
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Tabulka ¢. 6: Pokrac¢ovani.

Nazev lokusu Sekvence primeri (5' — 3°) Jednotka repetice® N ELFO Ta[°C] HW F [%0]

[min]
F- ATAAACAAATGGGCAAATCAGTG i
SB 10 R: TTCTTCTTCATCACCACAATCCT neuvedeno 5 120 64 36,99

F: TGTATACTCCCCACCAACAACAT
SB 11 R: GTGATGACATCGTATCCAGATCA neuvedeno 3 90 54 NS -

F: AAGCTGGAGGAACTAGAGTAGCC
SB 13 R: TGATATTTTTGATTCAGGGATCG neuvedeno 4 90 64 NS 30,96

F: GATTTGCTTTTCCTTAAAGCTGG
SB 14 R: ATCAAAAGAAGGAAACCCAGAAG neuvedeno 4 140 63 NS 271

F: GAGTTAATCGATGGATAATGATTG
SB 18 R: TTCCTTCATTTGAAACCTCATTC neuvedeno 6 170 60 NS 1431

F: TGTTCTGCTAAGAACTTCAACCA
SB 20 R: TTCAGAAATTACTGCAGACATGA neuvedeno 12 150 55 NS -

F: TCAGTCATATTACAATTCACACGG
5B 22 R: TCACAACCTTAACATTTCAACCA neuvedeno 4 120 63 NS -

Legenda:

A - jednotka repetice je v tabulce uvedena pouze v piripadg, pokud ji samotni autofi uvadi ve své publikaci
ND - lokus nelze hodnotit, zda je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou

NS - lokus je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou

* - signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladiné vyznamnosti 5 %

*** - signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladiné vyznamnosti 0,1 %
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Amplifikaci 18 parG primerd u 32 jedinci rakytniku feSetldkového se mi
podafilo detekovat 2-12 alel na lokus. Nejvice alel (12) jsem detekovala u dvou lokusti,
a to u USSM 3 a SB 20. Naopak nejmén¢ alel (2) jsem detekovala u jednoho lokusu,
ato uSB 7. Celkove jsem detekovala 2 alely u jednoho lokusu, 3 alely u tfi lokust,
4 alely u péti lokust, 5 alel u jednoho lokusu, 6 alel u dvou lokust, 7 alel u jednoho
lokusu, 8 alel u jednoho lokusu, 9 alel u dvou lokusi a 12 alel u dvou lokust. Dale jsem
zjistila u jednotlivych mikrosateliti 3-20 ruznych genotypti, kdy nejvétsi pocet
genotypt (20) byl u mikrosatelitt USSM 3 a SB 20. U vSech 18 mikrosatelitd jsem
uréila pocet alel, pocet genotypu, ofekavanou heterozygotnost (Hg), pozorovanou
heterozygotnost (Ho) a polymorfni informacni obsah (PIC) (viz Tabulka ¢. 7).

Tabulka ¢ 7: 18 polymorfnich a dobfe hodnotitelnych mikrosatelitnich lokust
testovanych na 32 jedincich rakytniku feSetlakového. V tabulce je uveden nazev
mikrosatelitu, pocet alel, pocet genotypu, ocekavana heterozygotnost (He), pozorovana

heterozygotnost (Ho) a polymorfni informacni obsah (PIC).

Mikrosatelit Pocet alel Pocet genotypu He Ho PIC
USSM 3 12 20 0,897 0,938 0,872
USSM 5 7 10 0,632 0,531 0,568
USSM 7 9 16 0,825 0,875 0,790
USSM 25 9 11 0,610 0,438 0,578
USSM 30 3 6 0,621 0,500 0,539
USSM 50 4 8 0,629 0,563 0,560
SB 2 3 4 0,201 0,156 0,183
SB 3 8 12 0,828 0,813 0,790
SB 4 6 10 0,669 0,531 0,615
SB7 2 3 0,507 0,406 0,375
SB 8 4 9 0,705 0,625 0,632
SB 10 5 10 0,522 0,250 0,482
SB 11 3 3 0,466 0,594 0,411
SB 13 4 8 0,593 0,313 0,496
SB 14 4 10 0,740 0,688 0,677
SB 18 6 9 0,629 0,469 0,550
SB 20 12 20 0,847 0,906 0,816
SB 22 4 7 0,552 0,563 0,491
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Analyza programem Cervus 3.0.7 ukazala, ze celkem 15 z 18 mikrosatelitnich
lokust je v Hardy-Weinbergové rovnovaze a v Tabulce €. 6 jsou oznaceny NS. Pouze
u jednoho tfialelového lokusu SB 2 nebyl program Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al.,
2007) schopen urcit, zda je v Hardy-Weinbergové rovnovaze a v Tabulce ¢. 6 je
oznaten ND. U mikrosatelitniho lokusu SB 10 program Cervus 3.0.7 urcil, ze
signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy je na hladiné vyznamnosti
59%. U mikrosatelitniho lokusu SB 3 program Cervus 3.0.7 urcil, ze signifikantni
odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy je na hladiné¢ vyznamnosti 0,1 %. Dale
byla programem Cervus 3.0.7 uréena pravdépodobnost vyskytu nulovych alel. Celkem
u 6 lokusti neni predpokladan vyskyt nulovych alel. Nejvyssi pravdépodobnost vyskytu
nulovych alel (36,99 %) byla zaznamenana u pétialelového lokusu SB 10. U 6 lokusi
byla pravdépodobnost vyskytu nulovych alel v rozmezi 10-31 % a u dalsich 5 lokust
byla v rozmezi 5-10 % (viz Pfiloha 1).

Déle analyza programem Cervus 3.0.7 stanovila hodnoty ocekavané
heterozygotnosti (He) a pozorované heterozygotnosti (Ho). Vzhledem k inbredni
populaci byla u vétSiny lokusti pozorovana heterozygotnost (Ho) nizsi nez o¢ekavana
heterozygotnost (He), nékdy az polovi¢ni (napf. u SB 10). Ale v n¢kterych piipadech
byla pozorovana heterozygotnost (Ho) vyssi, nez by odpovidalo Hardy-Weinbergovu
zékonu, a to u 5 lokust (USSM 3, USSM 7, SB 11, SB 20 a SB 22).

Programem Genepop 4.7.5 jsem zjiStovala, zda jsou testované lokusy ve vazbé.
Analyza programem Genepop 4.7.5 ukazala, Ze 30 dvojic ze 153 dvojic mikrosatelitnich
lokusti je v silné vazbé. To muize byt zplsobeno tim, ze vzdy aZz nékolik odrad
rakytniku fesSetldkového jsou velmi pravdépodobné potomci jednoho kiizeni, a tedy se
nejednd o nepiibuzné rostliny a urcité alely jsou ptredavany spolu. Proto tyto vysledky
nejsou prevoditelné na prirodni populaci. Také data udavana programem Cervus 3.0.7
by se pravdépodobné u opravdu nepiibuznych rostlin lisila a je potieba je brat zatim
pouze jako orienta¢ni hodnoty, protoze prosté jiné zatim nejsou.

Pro identifikaci kultivarii rakytniku fesetladkového jsem pouzila jiz zminénych
18 mikrosatelitnich lokust. Celkem jsem méla 46 vzorkiit DNA rostlinného materialu,
u kterych jsem zjistovala genotypy. M¢lo se jednat o 43 rtiznych kultivara rakytniku
teSetldkového a 3 rostliny bez kultivarového urceni. V Tabulce €. 8 a v Tabulce €. 9

uvadim zjisténé genotypy u vSech 46 jedinct.
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Tabulka ¢. 8: Genotypy u 46 kultivaru rakytniku feSetlakového pomoci 6 mikrosatelita, které publikovali Jain et al. (2014) a Jain (2015).

Nazev kultivaru USSM 3 USSM 5 USSM 7 USSM 25 USSM 30 USSM 50
'Pollmix’ 6/12 5/5 2/4 717 2/3 3/3
‘Leikora’ 6/12 5/5 2/4 717 2/3 3/3
"Tarmo’ 9/11 717 3/3 717 3/3 3/3

"Tytti' 9/11 717 3/3 717 3/3 3/3
'Slunic¢ko' 2/11 5/7 3/6 1/7 1/3 1/2
'Altajska’ 2/11 5/7 3/6 1/7 1/3 1/2
‘Dorana’ 4/8 2/6 1/2 77 212 3/4
'Askola’ 4/8 2/6 1/2 717 2/2 3/4

SAD (samec) 5/9 717 3/6 717 1/3 1/4
'K+ 5/9 717 3/6 717 1/3 1/4
SAD sever (samice) 6/6 3/3 2/4 77 3/3 3/4

SAD jih (samice) 6/6 3/3 2/4 717 3/3 3/4
'Podruga’ 5/10 717 5/7 4/4 1/1 1/1
'Kapriz' 5/10 77 5/5 417 1/1 1/1
'Cujska’ 5/10 717 5/5 4/4 1/1 1/1

'Botanika’ 10/11 5/7 3/9 1/7 1/3 1/2
'‘Baltik’ 10/11 5/7 3/9 1/7 1/3 1/2
‘Ljubimaja’ 10/11 5/7 3/9 1/7 1/3 1/2
'Ananasna’ 9/11 5/7 3/5 717 1/3 1/3
'Aromat’ 9/11 5/7 3/5 717 1/3 1/3
'Rosinka’ 9/11 5/7 3/5 717 1/3 1/3
'Cervena Pochoderi' 9/11 5/7 3/5 717 1/3 1/3
"Perdik’ 9/11 5/7 3/5 717 1/3 1/3
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Tabulka ¢. 8: Pokrac¢ovani.

Nazev kultivaru USSM 3 USSM 5 USSM 7 USSM 25 USSM 30 USSM 50
'Nela' 9/10 5/7 5/6 3/7 1/1 1/1
‘Lotta’ 10/12 5/7 3/3 1/7 1/3 1/3
'Sirola’ 9/11 5/7 3/5 717 1/3 1/1
'Hergo' 4/12 5/7 1/5 2/6 2/2 3/4
‘Julia’ 9/11 2/5 2/8 17 1/3 1/3

'Romeo’ 9/11 2/4 2/5 1/7 1/3 1/3
'Moskevska Krasavice' 10/11 417 4/5 717 1/3 1/3
'Otto’ 3/10 5/5 3/5 717 1/3 1/3
'Krasavice' 10/11 517 3/5 1/7 1/3 1/3
'ZeméuZina' 5/9 717 5/7 717 1/1 1/1
'Parad’ 2/5 1/5 5/7 417 1/1 1/1
'Sudaruska'’ 9/10 717 8/9 717 1/1 1/1
'Friesdorfer Orange' 11/11 5/5 2/2 217 2/2 2/3
'Vorobévska' 10/11 717 3/9 717 1/3 1/2
‘Bohatyr’ 1/7 77 3/5 77 1/1 1/1
'Elizaveta’ 2/8 77 5/7 4/4 1/1 1/1
"Tenga' 5/8 5/7 3/7 4/4 1/1 1/1
‘Sandora’ 4/6 717 2/5 217 2/3 3/4
'Inja’ 4/5 5/7 3/5 9/9 1/1 1/1

‘Eva’ 3/5 5/7 4/5 717 1/2 1/3
'"Pantélejevska’ 5/8 717 5/5 5/9 1/1 1/1
'Frugana’ 4/12 1/2 1/5 2/5 212 4/4
‘Habego' 4/6 717 4/5 7/8 2/3 3/4
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Tabulka €. 9: Genotypy u 46 kultivaru rakytniku feSetlakového pomoci 12 mikrosatelitd, které publikovali Li et al. (2020).

Nazev kultivaru SB2 SB3 SB4 SB7 SB8 SB10 SB11 SB13 SB14 SB18 SB20 SB22
'Pollmix’ 2/2 5/5 3/3 2/2 4/4 3/3 2/3 4/4 1/1 1/6 6/6 2/3
"Leikora’ 2/2 5/5 3/3 2/2 4/4 3/3 2/3 3/4 1/1 1/6 6/6 2/3
"Tarmo’ 2/2 5/7 3/6 2/2 3/4 3/3 2/2 4/4 1/3 5/5 11/11 3/3

"Tytti' 2/2 5/7 3/6 2/2 3/4 3/3 2/2 2/4 1/3 5/5 11/11 3/3
'Sluni¢ko' 2/3 1/2 3/3 1/2 2/4 2/2 2/2 3/3 1/3 5/5 3/11 3/4
'Altajska’ 2/3 1/2 3/3 1/2 2/4 2/2 2/2 3/3 1/3 5/5 3/11 3/4
‘Dorana’ 2/2 6/8 2/3 2/2 2/3 3/3 2/3 3/3 212 4/5 11/12 2/4

'Askola’ 2/2 6/8 2/3 2/2 2/3 3/3 2/3 3/3 2/2 4/5 11/12 2/4

SAD (samec) 2/3 1/2 1/3 1/2 3/3 3/3 2/2 2/3 2/3 3/3 8/12 2/4
'K+ 2/3 1/2 1/3 1/2 3/3 3/3 2/2 2/3 2/3 3/3 8/12 2/4

SAD sever (samice) 212 6/6 3/5 212 4/4 33 2/3 1/1 1/2 5/5 11/12 2/4

SAD jih (samice) 2/2 6/6 3/5 2/2 4/4 3/3 2/3 1/1 1/2 5/5 11/12 2/4
'Podruga’ 2/2 1/5 1/4 1/1 1/3 3/5 1/2 3/4 4/4 6/6 8/12 4/4
'Kapriz' 2/2 1/5 1/4 1/1 1/3 3/5 1/2 3/4 4/4 6/6 8/12 4/4
'Cujska’ 2/2 1/5 1/4 1/1 1/3 3/5 1/2 3/4 4/4 6/6 8/12 4/4

'‘Botanika' 2/2 1/2 3/3 1/2 3/4 3/4 2/3 4/4 2/4 5/6 11/12 3/4
'‘Baltik’ 2/2 1/2 3/3 1/2 3/4 3/4 2/3 4/4 2/4 5/6 11/12 3/4
‘Ljubimaja’ 2/2 1/2 3/3 1/2 3/4 3/4 2/3 4/4 2/4 5/6 11/12 3/4
‘Ananasna’ 2/2 1/2 3/3 1/2 3/4 33 212 4/4 2/4 5/6 11/12 3/4
‘Aromat’ 2/2 1/2 3/3 1/2 3/4 3/3 2/2 4/4 2/4 5/6 11/12 3/4
'Rosinka’ 2/2 1/2 3/3 1/2 3/4 3/3 2/2 4/4 2/4 5/6 11/12 3/4
'Cervena Pochodeii' 2/2 1/2 3/3 1/2 3/4 33 2/2 4/4 2/4 5/6 11/12 3/4
"Perdik’ 2/2 1/2 3/3 1/2 3/4 3/3 2/2 4/4 2/4 5/6 11/12 3/4
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Tabulka €. 9: Pokrac¢ovani.

Nazev kultivaru SB2 SB3 SB4 SB7 SB8 SB10 SB11 SB13 SB14 SB18 SB20 SB22
‘Nela' 3/3 1/3 1/1 1/1 1/2 4/4 2/2 3/3 3/3 6/6 2/5 4/4
‘Lotta’ 2/3 1/2 3/4 1/2 1/4 1/3 2/3 3/3 2/3 5/6 2/11 3/4
'Sirola’ 2/3 1/2 3/3 1/2 3/4 3/3 2/2 3/3 1/4 5/5 3/11 3/4

'Hergo' 2/2 2/8 3/3 2/2 2/4 3/3 2/3 3/3 212 2/6 6/8 1/1
‘Julia’ 2/2 1/2 3/3 1/2 2/3 3/3 2/2 4/4 2/4 5/6 7/11 3/4
'Romeo’ 2/2 1/2 3/3 1/2 2/3 3/3 2/3 3/3 2/4 5/6 7/11 3/4
"Moskevska Krasavice' 212 1/2 1/3 1/2 4/4 33 2/2 4/4 2/4 5/5 5/11 3/4
'Otto’ 2/2 3/3 3/3 1/2 3/3 3/3 2/2 4/4 2/3 5/6 7/12 3/4
'Krasavice' 2/2 1/2 3/3 1/2 2/4 3/3 2/2 4/4 1/4 5/6 5/11 3/4
'Zem&uZina' 2/2 3/4 1/4 1/1 3/3 3/5 1/2 3/3 3/4 6/6 5/12 4/4
'Parad’ 2/2 1/5 1/1 1/1 2/3 3/5 1/2 3/4 3/3 6/6 7/8 4/4
'Sudaruska' 2/2 1/5 3/4 1/1 212 4/5 2/2 3/3 3/4 6/6 12/12 4/4
'Friesdorfer Orange’ 2/2 5/8 3/5 2/2 4/4 33 2/3 4/4 2/3 5/6 6/11 3/4
'Vorobévska' 2/2 3/4 3/3 1/2 3/4 3/3 2/3 4/4 2/4 5/5 4/11 3/4
‘Bohatyr' 2/2 1/5 1/4 1/1 2/3 4/4 1/2 3/4 4/4 6/6 5/12 4/4
‘Elizaveta’ 2/2 1/5 4/4 1/1 212 2/5 1/2 3/4 3/3 6/6 7/8 4/4
'Tenga' 2/2 5/5 4/4 1/1 212 1/5 1/2 3/4 3/4 6/6 8/12 4/4
'Sandora’ 2/2 5/5 3/5 2/2 3/4 3/3 2/3 1/4 1/2 2/5 6/11 2/4
‘Inja’ 2/2 1/3 1/4 1/1 2/2 4/4 2/2 3/4 3/4 6/6 11/12 4/4

‘Eva’ 2/2 3/3 1/6 1/2 3/4 3/3 2/2 3/3 2/3 5/6 2/12 4/4
'Pantélejevska’ 2/2 3/5 1/4 1/1 212 5/5 1/2 4/4 4/4 6/6 10/11 4/4
'Frugana’ 1/2 2/8 3/4 2/2 2/4 3/3 2/3 2/4 212 1/4 1/9 1/2
'Habego' 2/2 6/8 3/5 2/2 2/4 3/3 2/3 1/3 2/3 2/5 10/12 4/4
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Pivodné jsem ptedpokladala, ze kazdy z 46 testovanych jedincti bude mit
unikatni genotyp, tzn. Ze analyzou 18 mikrosateliti zjistim 46 unikatnich genotypt. Ale
v 9 piipadech byly stejné nebo skoro stejné genotypy, konkrétné se jednalo o 2 klastry
0 3 jedincich, 1 Klastr 0 5 jedincich a 6 dvojic kultivari, které byly geneticky totozné
nebo se lisily pouze jednim mikrosatelitem a jednd se tedy velmi pravdépodobné
0 stejny geneticky material. Z 46 jedinct bylo opravdu unikéatnich 23 jedinct (odrud).
Daéle jsem vzala vzdy po jednom genotypu z geneticky totoznych dvojic az pétic, ktery
téZ beru jako unikatni, protoZe neni totozny s zadnym z 23 unikatnich genotypu.
Celkové jsem tedy zjistila 32 unikatnich genotypu rakytniku fesetlakového.

U dvojic 'Slunicko'/'Altajska’ a 'Dorana’/'Askola’ jsem zjistila 100% shodu
genotypu u vSech 18 testovanych mikrosatelitt, a tedy jeden z dvojice nebude témér
jist¢ danym kultivarem a pro zjisténi, o ktery kultivar se jednd, bude zapotiebi dalsi
analyza. Dalsi 100% shodu genotypt u vSech 18 testovanych mikrosatelitd jsem zjistila
u jedinct SAD (samec) a 'K+'. Neurcena odriida SAD (samec) je tedy geneticky totozna
s odrudou 'K+', coz znamend, ze jedinec SAD (samec) je odriada 'K+'. U dvojice
‘Tarmo'/'Tytti" je rozdil pouze u jedné alely v ramci genotypu u jednoho mikrosatelitu,
ato uSB 13, kdy jedinec Tarmo' m¢l genotyp 4/4 a jedinec 'Tytti' mél genotyp 2/4.
Oba tyto kultivary jsou pivodem z Finska, kdy ‘Tarmo' je uvadén jako samec a Tytti'
jako samice. Rostliny, z kterych byl odebran biologicky material, jsou mladé, malého
vzristu a zatim nelze rozli$it, zda se opravdu jedna o samce nebo samici. Navic
rozdilny genotyp pouze u jednoho mikrosatelitu neni dostatecnym diikazem, Ze se jedna
0 2 rozdilné genetické materidly. Proto se u dvojice "Tarmo'/Tytti' domnivam, Ze se
jednd o totozny geneticky materidl a velmi pravdépodobné se bude jednat o néjakou
zaménu V péstitelském nebo dodavatelském fetézci. Dalsi dvojici je 'Pollmix'/'Leikora’.
Tato dvojice ma také rozdil pouze u jedné alely v ramci genotypu u jednoho
mikrosatelitu, a to u SB 13, kdy jedinec 'Pollmix' mél genotyp 4/4 a jedinec 'Leikora’
mél genotyp 3/4. Kultivar 'Pollmix’ je uvadén jako samec a kultivar 'Leikora’ jako
samice a oba kultivary jsou puvodem z Némecka. Rostlina, ktera byla prodejci
oznacena jako kultivar 'Leikora’ a z které byl odebran biologicky material, letos poprvé
kvetla a bylo zjisténo, Ze se nejedna o samici, ale 0 samce, tudiz se nemuze jednat
o kultivar 'Leikora'. Prestoze ma dvojice 'Pollmix'/'Leikora’ rozdilny jeden genotyp,
domnivam se, Ze jedinec prodavan pod kultivarovym oznacenim 'Leikora’ je velmi
pravdépodobné kultivar 'Pollmix’. Posledni dvojici je SAD sever (samice)/SAD jih

(samice). U této dvojice jsem zjistila 100% genetickou shodu u vSech 18 testovanych
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mikrosatelitl. Dvojice SAD sever (samice)/SAD jih (samice) geneticky neodpovidaji
zadné testované odrudg, ale sdili 7 genotypu spole¢né s odrudou 'Pollmix’. Tato dvojice
bez kultivarového ur€eni je velmi pravdépodobné bud’ sourozenec vznikly z kiiZeni
odkud pochazi i 'Pollmix' nebo je to néjaky potomek ¢i rodi¢ kultivaru 'Pollmix'. Déle
jsem zjistila 100% genetickou shodu u trojice 'Botanika'/'Baltik’/'Ljubimaja’. Dalsi
trojici je 'Podruga’/'Kapriz'/'Cujska', kdy jedinec 'Podruga’ méa na rozdil od dalsich dvou
rostlin jiny genotyp u mikrosatelitu USSM 7 a jedinec 'Kapriz' ma na rozdil od dalSich
dvou rostlin jiny genotyp u mikrosatelitu USSM 25. Jak jiz bylo zminéno, rozdilny
genotyp pouze u jednoho mikrosatelitu neni dostatecnym dikazem, Zze se jedna
o rozdilné genetické materidly. Dva kultivary z kazdé trojice byly tedy pravdépodobné
prodavany pod Spatnym pojmenovanim a pro zjisténi, o ktery kultivar se ve skutecnosti
jedna, bude zapotiebi dal$i analyza. Posledni 100% genetickou shodu jsem zjistila
U pétice 'Ananasnd'/'Aromat'/'Rosinka'/'Cervena Pochodefi/'Per¢ik'. V tomto piipads
jsou velmi pravdépodobné 4 kultivary $patn€¢ pojmenované a rovné€z i zde pro zjisténi,
0 ktery kultivar se ve skutecnosti jedna, bude zapotiebi dalsi analyza.

Nékteré kultivary lze identifikovat naprosto jednoznacné, protoze u jednoho
az sedmi mikrosateliti maji unikatni genotyp, ktery se u zadného z dalSich testovanych
jedincti nevyskytoval. Kultivar 'Frugana' mé unikatnich 7 genotypu. Kultivar '‘Nela' ma
5 unikatnich genotypu. Kultivary 'Habego', 'Lotta’, 'Friesdorfer Orange', 'Eva'
a 'Pantélejevska’ maji kazdy 4 unikatni genotypy. Kultivary 'Sudaruska' a 'Hergo' maji
kazdy 3 unikatni genotypy. Kultivary 'Otto’, 'Elizaveta’, 'Inja’, 'Julia’, 'Tenga' a 'Parad'
maji kazdy 2 unikatni genotypy. Kultivary ‘Bohatyr’, 'Romeo’, ‘Moskevska Krasavice',
'Sandora’ a 'Vorobévska' maji kazdy 1 unikatni genotyp. Nékteré mikrosatelity poskytly
unikatni genotypy i u geneticky shodnych dvojic ¢i trojic. Dvojice 'Dorana’/'Askola’ ma
5 unikatnich genotypt. Dvojice SAD sever (samice)/SAD jih (samice) ma 4 unikatni
genotypy. Dvojici ‘Tarmo'/Tytti" ma také 4 unikatni genotypy. Dvojice 'K+/SAD
(samec) mé& 3 unikatni genotypy. Dvojice 'Altajsk&'/'Sluni¢ko’ ma 2 unikatni genotypy.
Trojice 'Podruga/Kapriz/'Cujska’ ma také 2 unikatni genotypy. Dvojice
'Pollmix'/'Leikora’ m& 1 unikétni genotyp. Trojice '‘Botanika'/'Baltik'/'Ljubimaja’ ma také
1 unikéatni genotyp. V Tabulce ¢. 10 jsou uvedeny vSechny mikrosatelity, které poskytly
unikatni genotyp, v€etné kultivaru, pro ktery unikétni genotyp poskytly, a konkrétniho
genotypu.

Pétice 'Ananasnd/'Aromat’/Rosinka'/'Cervena Pochodeti/Peréik' a kultivary

'Sirola’, 'Krasavice' a 'Zeméuzina' nevykazuji Zadny unikatni genotyp na Zzadném
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mikrosatelitu. A celkem 3 mikrosatelity neposkytly zadné unikatni genotypy pro zadnou
odridu, a to mikrosatelity SB 7, SB 11 a SB 14.

Toto je samoziejm¢ zatim jen CasteCné vyuzitelnd informace, nebot’ nebyly
otestovany viechny kultivary rakytniku feetlakového, které se v ramci Ceské republiky
péstuji. Na druhou stranu nebyly zatim genotypovany vSechny potenciondlné vyuzitelné

mikrosatelity, které mohou dal$i nové unikatni genotypy poskytnout.
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Tabulka €. 10: Seznam mikrosatelitd a unikatnich genotypt, které poskytly. V tabulce jsou uvedené nazvy mikrosateliti, konkrétni unikatni genotypy

a nazvy kultivarg.

Kultivar USSM3 USSM5 USSM7 USSM25 USSM30 USSM50 SB2 SB3 SB4 SB8 SB10 SB13 SB18 SB20 SB22

‘Frugana’ - 12 - 2/5 - 4/4 12 - - - - - 1/4 1/9 12
‘Nela’ - - 5/6 3/7 - - 3/3 - - 1/2 - - - 12/5 -

'Habego' - - - 718 - - - - - - - 1/3 - 10/12 11
‘Lotta’ 10/12 - - - - - - - - 1/4 1/3 - - 2/11 -
'Frie. Oran.' 11/11 - 212 - - 213 - 5/8 - - - - - - -
‘Eva’ 3/5 - - - 1/2 - - - 1/6 - - - - 2/12 -
'Pantélej.’ - - - 5/9 - - - 3/5 - - 5/5 - - 10/11 -
‘Sudaruska' - - 8/9 - - - - - - - 4/5 - - 12/12 -
'Hergo’ - - - 2/6 - - - - - - - - 2/6 6/8 -
'Otto’ 3/10 - - - - - - - - - - - - 7112 -
‘Elizaveta’ 2/8 - - - - - - - - - 2/5 - - - -
'Inja’ 4/5 - - 9/9 - - - - - - - - - - -
‘Julia’ - 2/5 2/8 - - - - - - - - - - - -
'Tenga’ - - 37 - - - - - - - 1/5 - - - -
'‘Parad’ 317 1/5 - - - - - - - - - - - - -
‘Bohatyr’ 177 - - - - - - - - - - - - - -
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Tabulka ¢. 10: Pokrac¢ovani.

Kultivar USSM3 USSM5 USSM7 USSM25 USSM30 USSM50 SB2 SB3 SB4 SB8 SB10 SB13 SB18 SB20 SB22
'Romeo’ - 214 - - - - - - - - - - - - -
'Mosk. Kras." - 4/7 - - - - - - - - - - - - -
‘Sandora’ - - - - - - - - - - - 1/4 - - -
'Vorobév.' - - - - - - - - - - - - - 4/11 -
‘Dor.'/'Ask.’ 4/8 216 1/2 - - - - - 213 - - - 4/5 - -
SADs. aj. 6/6 3/3 - - - - - 6/6 - - - 1/1 - - -
‘Tar.'/'Tyt.' - - - - - - - 5/7  3/6 - - - - 11/11  3/3
'K+'/SAD - - - - - 1/3 - - - - - 2/3 313 - -
‘Alta.'/'Slu.’ 2/11 - - - - - - - - - 212 - - - -
'P./'K.'/'C.! 5/10 - - - - - - - - 1/3 - ] - - -
'Poll."/'Lei." 6/12 - - - - - - - - - - - - - -
‘B.'/'B.'/'L." - - - - - - - - - - 3/4 - - - -
Suma 13 7 6 6 1 3 2 4 3 3 7 4 4 11 3
Legenda:
Suma = pocet unikatnich genotypt, které¢ dany mikrosatelit poskytl testovanim na 32 geneticky odlisnych rostlinach
'Frie. Oran.' = 'Friesdorfer Orange'; 'Pantélej.' = "Pantélejevska’; 'Mosk. Kras.! = 'Moskevskd Krasavice'; 'Vorobév.' = 'Vorobévska'; 'Dor.'/'Ask." =

'‘Dorana’/'/Askola’; SAD s. a j. = SAD sever (samice)/SAD jih (samice); 'Tar./ Tyt = Tarmo'/Tytti'; 'K+/SAD = 'K+/SAD (samec); 'Alta.'/'Slu.'

'Altajskd'/'Sluni¢ko’; 'P./K./'C. = 'Podruga'/Kapriz'/'Cujska’; 'Poll./'Lei’ = 'Pollmix/Leikora’; 'B./B./L. =
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Pro hodnoceni mikrosateliti je dilezité, jestli jsou jednotlivé alely dostatecné
zietelné a jestli se nevyskytuji zadné pridavné produkty, které by zhorSovaly hodnoceni.
Proto je nutné urcit optimalni podminky PCR amplifikace, jako je napiiklad vhodna
teplota annealingu nebo koncentrace hofe¢natych iontd, dale je dualezita délka
elektroforetické separace a rovnéz vysledny elektroforetogram. Na obrézcich 2, 3 a 4
jsou vytezy z naskenovanych geli, kde jsou elektroforeticky separované produkty PCR

amplifikace vybranych mikrosatelitnich lokust.

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16

- v I

. — - e 11
-— - g Y
- o —— - o A\Y4
VI

Obrazek 2: Elektroforeticky separované produkty PCR amplifikace Sestialelového
mikrosatelitniho lokusu SB 4. Teplota annealingu byla 64 °C a ¢as elektroforetické separace byl
120 minut. Cisla 1-16 oznaduji kultivary: 1 - 'Sudaruska', 2 - 'Friesdorfer Orange’, 3 -
'Vorobévska', 4 - 'Bohatyr', 5 - 'Elizaveta’, 6 - 'Tenga', 7 - 'Cervena Pochodeii, 8 - 'Dorana’, 9 -
'Cujska’, 10 - 'Askola’, 11 - 'Sandora’, 12 - 'Inja’, 13 - 'Eva, 14 - 'Pantélejevskd’, 15 - 'Ljubimaja’,
16 - SAD jih (samice). Cisla I-VI oznaduji alely.
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Obrazek 3: Elektroforeticky separované produkty PCR amplifikace pétialelového
mikrosatelitniho lokusu SB 10. Teplota annealingu byla 64 °C a cas elektroforetické separace
byl 120 minut. Cisla 1-7 oznacuji kultivary: 1 - 'Friesdorfer Orange', 2 - 'Vorobévska', 3 -
'Bohatyr', 4 - 'Elizaveta’, 5 - 'Tenga', 6 - 'Cervena Pochodeit', 7 - 'Dorana’. Cisla I-V oznacuji

alely.
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Obréazek 4: Elektroforeticky separované produkty PCR amplifikace ¢tyfalelového
mikrosatelitniho lokusu SB 13. Teplota annealingu byla 64 °C a cas elektroforetické separace
byl 90 minut. Cisla 1-10 oznacuji kultivary: 1 - 'Pollmix’, 2 - 'Frugana', 3 - 'Tarmo', 4 -
‘Altajskd’, 5 - 'Podruga’, 6 - 'Botanika’, 7 - 'Habego', 8 - 'Ananasnd’, 9 - 'Slunic¢ko’, 10 - 'Nela'.

Cisla I-1V oznaguji alely.
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6 Diskuze

V praktické ¢asti této diplomové prace jsem se veénovala analyze
a charakteristice mikrosatelitt, které by byly vhodné pro identifikaci kultivart rakytniku
feSetlakového (Hippophae rhamnoides), které se bézné péstuji a prodavaji v ramci
Ceské republiky. Celkové jsem otestovala 22 mikrosatelitnich lokust, které jsem
vyhodnotila jako polymorfni v mé bakalaiské praci (Grygarova, 2022). Na DNA 46
potencionalné geneticky odlisnych kultivart rakytniku fesetlakového jsem testovala 22
paru primert, kdy 7 part primert pro H. rhamnoides navrhli Jain et al. (2014), dalsi 2
pary primert pro H. rhamnoides navrhl Jain (2015) a 13 para primerd pro H. r.
mongolica a H. r. sinensis navrhli Li et al. (2020). Testovanim téchto 22 part primert
na 46 jedincich rakytniku fesetlakového jsem ziskala 18 part primert, které poskytly
dobfe hodnotitelné a polymorfni produkty. Vyradila jsem celkem 4 mikrosatelitni
lokusy, a to USSM 1, USSM 13, USSM 16 a SB 9, protoze jejich PCR produkty byly
Spatné hodnotitelné. U 18 dobfe hodnotitelnych a polymorfnich mikrosatelit jsem
podle potieby upravovala podminky PCR amplifikace (teplota annealingu) a délku
elektroforetické separace. Téchto 18 mikrosateliti jsem amplifikovala na DNA 32
geneticky odliSnych kultivart rakytniku feSetldkového a nasledné je analyzovala
pomoci dvou popula¢né-genetickych programti Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007)
a Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008).

Ve sve praci Jain et al. (2014) navrhli celkem 11 polymorfnich mikrosateliti pro
rakytnik feSetlakovy, které charakterizovali na 18 jedincich H. rhamnoides pfirozené
rostoucich v Indii. Rovnéz provedli Gspésnou cross-species amplifikaci u 5 jedinct H.
salicifolia. Z téchto 11 polymorfnich mikrosateliti jsem ve své diplomové praci pouzila
7 mikrosatelitli, a to konkrétné USSM 1, USSM 3, USSM 5, USSM 7, USSM 13,
USSM 16 a USSM 25. Kvili problematickému hodnoceni jsem 3 mikrosatelity
(USSM 1, USSM 13 a USSM 16) nepouzila k dalsi analyze a charakterizaci. Z prace
Jain et al. (2014) jsem pro testovani na DNA 32 geneticky odlisnych jedinca rakytniku
feSetlakového pouzila 4 mikrosatelity, a to USSM 3, USSM 5, USSM 7 a USSM 25.
U vSech 4 mikrosateliti jsem detekovala vice alel, nez detekovali Jain et al. (2014).
Vyssi pocet alel v mé praci mlze souviset s vySSim poctem testovanych jedinct,
protoZe ja jsem mikrosatelity testovala na 32 geneticky odlisnych jedincich, zatimco
Jain et al. (2014) je testovali pouze na 18 jedincich. Dale to mize souviset s tim, Ze

testovani jedinci v mé diplomové praci jsou riznymi poddruhy rakytniku fesetlakového
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a jejich kiiZenci a plivodné pochazi z riznych geografickych oblasti, zatimco jedinci
v praci Jain et al. (2014) pochazi z pfirozené populace v severni Indii. Srovnani

vysledku Jain et al. (2014) s mymi vysledky je shrnuto v Tabulce ¢. 11,

Tabulka ¢. 11: Srovnani mych vysledkt testovanych na 32 geneticky odlisnych
jedincich s vysledky Jain et al. (2014) testovanych na 18 jedincich. V tabulce je uveden
nazev mikrosatelitu, mnou pouzita teplota annealingu (Ta) a zjistény pocet alel (N)

a teplota annealingu (Ta) a pocet alel (N) uvedené v publikaci.

_ ) Moje vysledky Jain et al. (2014)
Mikrosatelit

Ta[°C] N Ta[°C] N

USSM 3 67 12 54 7

USSM 5 66 7 56 5

USSM 7 66 9 50 3

USSM 25 64 9 55 3

Ve své diserta¢ni préci Jain (2015) testoval celkem 32 mikrosatelitnich markert
na 93 jedincich rakytniku fesetlakového, z toho 10 mikrosateliti pochéazelo z prace Jain
et al. (2014). Tyto mikrosatelity testoval na jedincich rakytniku feSetlakového
sesbiranych ze 2 riznych geografickych oblasti v Indii, a to Leh a Lahaul. Celkem 52
jedinct rakytniku feSetlakového pochédzelo z oblasti Leh a 41 jedinct rakytniku
fesetlakového pochézelo z oblasti Lahaul. Z diserta¢ni prace Jain (2015) jsem
pro testovani na DNA 32 geneticky odli$nych jedincu rakytniku fesetlakového pouzila 6
mikrosatelitti, a to USSM 3, USSM 5, USSM 7, USSM 25, USSM 30 a USSM 50. U 3
mikrosateliti  jsem detekovala vy$$i pocet alel, nez detekoval Jain (2015)
a u mikrosatelitu USSM 5 jsem detekovala méné alel. U 2 mikrosatelitl jsem
detekovala stejny pocet alel, a to U USSM 30 a USSM 50, ale pouzila jsem jiné teploty
annealingu, nez pouzil Jain (2015). Srovnani po¢ta alel a pouzité teploty annealingu

v préci Jain (2015) s mymi vysledky je shrnuto v Tabulce ¢. 12.
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Tabulka ¢. 12: Srovnani mych vysledkt testovanych na 32 geneticky odlisnych
jedincich s vysledky Jain (2015). V tabulce je uveden nazev mikrosatelitu, mnou
pouzita teplota annealingu (Ta) a zjistény pocet alel (N) a teplota annealingu (Ta)

apocet alel (N) uvedené v publikaci. Cisla v zavorkach u poétu alel udavaji pocet

testovanych jedinc.
Mikrosatelit Moje vysledky Jain (2015)
Ta[°C] N Ta[°C] N
USSM 3 67 12 54 6 (52), 6 (41)
USSM 5 66 7 56 8 (52), 4 (41)
USSM 7 66 9 50 5(52), 5 (41)
USSM 25 64 9 55 4 (52), 4 (41)
USSM 30 52 3 54 3(52), 3 (41)
USSM 50 57 4 55 3(52), 4 (41)

Jain (2015) rovnéz ve své praci u mikrosatelitt uvedl zjisténé hodnoty
ofekavané heterozygotnosti (He), hodnoty pozorované heterozygotnosti (Ho)
a polymorfni informacni obsah (PIC). U sbirky 52 jedincii rakytniku feSetlakového
zLehu jsou vSechny hodnoty pozorované heterozygotnosti (Ho) a polymorfni
informacni obsah (PIC) niz$i, nez mnou zjisténé hodnoty na 32 geneticky odlisnych
jedincich rakytniku feSetlakového prodavanych v Ceské republice. Dokonce
u mikrosatelitu USSM 50 Jain (2015) wuvadi nulovou hodnotu pozorované
heterozygotnosti (Ho), zatimco ja jsem u tohoto mikrosatelitu ve své diplomové praci
zjistila vyrazné vyssi hodnotu Ho. U vSech 6 mikrosatelitd Jain (2015) zjistil, ze
hodnota ocekavané heterozygotnosti (He) byla vzdy vyssi nez hodnota pozorované
heterozygotnosti (Ho). Ja jsem u dvou mikrosatelitii, a to u USSM 3 a USSM 7, zjistila
naopak vyssi hodnotu pozorované heterozygotnosti (Ho) nez hodnotu ocekavané
heterozygotnosti (He). U sbirky 41 jedinct rakytniku fesetlakového z Lahaulu jsou také
vSechny hodnoty polymorfniho informac¢niho obsahu (PIC) nizs8i, neZ mnou zjisténé
hodnoty na 32 geneticky odlisnych jedincich rakytniku feSetlakového prodavanych
v Ceské republice. Co se ty¢e hodnot pozorované heterozygotnosti (Ho), Jain (2015)
zjistil vys$si hodnotu Ho u mikrosatelitu USSM 5, nez kterou jsem u stejného
mikrosatelitu zjistila ja. Hodnoty pozorované heterozygotnosti (Ho) u zbylych 5

mikrosatelitll jsou niz§i, neZ mnou zjisténé hodnoty pozorované heterozygotnosti (Ho)
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na 32 geneticky odlisnych jedincich. Jain (2015) také zjistil u vSech 6 mikrosatelitt
testovanych na jedincich z Lahaulu, Ze hodnota o¢ekavané heterozygotnosti (He) byla
vzdy vyss$i nez hodnota pozorované heterozygotnosti (Ho), coz takova situace mize
vzniknout v disledku nedostatku heterozygott, ktery je prisuzovan faktorim, jako je
vys$8i frekvence inbredingu v populaci, nizky pocet jedinci v populaci, ptitomnost
nulovych alel nebo Wahlunduv efekt (Xuan et al., 2009). Srovnani genetickée diverzity
mikrosatelitd u rakytnikd feSetlakovych prodavanych v CR a piirozend rostoucich

v indickém Himalaji je shrnuto v Tabulce ¢. 13.

Tabulka €. 13: Srovnani mych vysledkl genetické diverzity pro 32 geneticky odlisnych
jedinci rakytniku feSetlakového s vysledky Jain (2015) za pouziti stejnych 6
mikrosateliti. V tabulce je uveden nazev mikrosatelitu, ofekavand heterozygotnost
(He), pozorovand heterozygotnost (Ho) a polymorfni informaéni obsah (PIC).
U vysledkt Jain (2015) jsou pifed lomitkem vysledky pro 52 jedinct rakytniku
fesetlakového z Lehu azalomitkem jsou vysledky pro 41 jedinci rakytniku

feSetlakového z Lahaulu.

Moje vysledky Jain (2015)
Mikrosatelit
He Ho PIC He Ho PIC
USSM 3 0,897 0,938 0,872 | 0,781/0,755 0,231/0,400 0,311/0,326
USSM 5 0,632 0,531 0,568 | 0,816/0,742 0,308/0,617 0,246/0,486
USSM 7 0,825 0,875 0,790 | 0,782/0,768 0,709/0,273 0,453/0,381
USSM 25 0,610 0,438 0,578 |(0,713/0,713 0,250/0,171 0,413/0,396
USSM 30 0,621 0,500 0,539 |0,613/0,642 0,135/0,341 0,430/0,482
USSM 50 0,629 0,563 0,560 | 0,618/0,723 0,000/0,386 0,412/0,422

Nawaz et al. (2018) studovali genetickou diverzitu rakytniku feSetldkového
rostouciho v Pakistanu. Celkem odebrali listy z 300 pfirozené rostoucich rakytnikt
feSetlakovych na uzemi pohoii Kardkdram v severnim Pékistanu. Ke genotypizaci
pouzili 12 mikrosatelitii, z toho 3 mikrosatelity byly rovnéZ pouzity i v této diplomové
praci (USSM 3, USSM 7 a USSM 25). Nawaz et al. (2018) u mikrosatelitu USSM 3
detekovali 7 alel, avSak ja jsem detekovala 12 alel na ptiblizné¢ 10x menSim poctu
jedinct. U mikrosatelitu USSM 7 detekovali stejny pocet alel jako ja (9)

a U mikrosatelitu USSM 25 rovnéz detekovali stejny pocet alel jako ja v této diplomové
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praci (9). Autofi ve své praci neuvadéji teplotu annealingu. U mikrosatelitu USSM 3
zjistili, Ze hodnota o¢ekavané heterozygotnosti (He) byla 0,704 a hodnota pozorované
heterozygotnosti (Ho) byla 0,729. U mikrosatelitu USSM 7 hodnota oc¢ekavané
heterozygotnosti (He) byla 0,786 a hodnota pozorované heterozygotnosti (Ho) byla
0,867. U mikrosatelitu USSM 25 hodnota o¢ekavané heterozygotnosti (He) byla 0,676
a hodnota pozorované heterozygotnosti (Ho) byla 0,653. Mnou zjisténa hodnota
oéekavané heterozygotnosti (He) u mikrosatelitu USSM 3 byla 0,897 a hodnota
pozorované heterozygotnosti (Ho) byla 0,938. U mikrosatelitu USSM 7 jsem zjistila, Ze
oéekavané heterozygotnosti (He) byla 0,825 a hodnota pozorované heterozygotnosti
(Ho) byla 0,875 a u mikrosatelitu USSM 25 byla hodnota o¢ekavané heterozygotnosti
(He) 0,610 a hodnota pozorované heterozygotnosti (Ho) byla 0,438. Nawaz et al. (2018)
stejné jako ja zjistili, ze u mikrosatelith USSM 3 a USSM 7 pievySovala trovei
pozorovane heterozygotnosti (Ho) nad o¢ekavanou heterozygotnosti (He).

Li et al. (2020) navrhli 23 polymorfnich mikrosateliti, které testovali
na 78 jedincich rakytniku fesetlakového rostoucich v severni Cing, kdy 52 jedinct bylo
H. r. mongolica, 6 jedincti bylo H. r. sinensis a 20 jedinct byli hybridi zminénych dvou
poddruhti. Z téchto 23 polymorfnich mikrosateliti jsem ve své diplomové praci pouzila
13 mikrosatelitd, a to konkrétn¢ SB 2, SB 3, SB 4, SB 7, SB 8, SB 9, SB 10, SB 11, SB
13, SB 14, SB 18, SB 20, SB 22. Pro dalsi analyzu a charakterizaci jsem kvuli
problematickému hodnoceni vyfadila mikrosatelit SB 9. U 8 mikrosatelit jsem
detekovala vyssi pocet alel, nez detekovali Li et al. (2020) a u mikrosateliti SB 2
a SB 8 jsem detekovala menSi pocet alel. U 2 mikrosateliti jsem detekovala stejny
pocet alel, a to u SB 7 a SB 13, avSak jsem pouzila jiné teploty annealingu, nez pouzili
Li et al. (2020). Srovnani vysledka Li etal. (2020) s mymi vysledky je shrnuto
v Tabulce ¢. 14.
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Tabulka ¢. 14: Srovnani mych vysledkd testovanych na 32 geneticky odlisnych
jedincich s vysledky Li et al. (2020) testovanych na 78 jedincich. V tabulce je uveden
nazev mikrosatelitu, mnou pouzita teplota annealingu (Ta) a zjistény pocet alel (N)

a teplota annealingu (Ta) a pocet alel (N) uvedené v publikaci.

Mikrosatelit Moje vysledky Li et al. (2020)

Ta[°C] N Ta[°C] N
SB 2 66 3 =5 "
SB3 65 8 60 2
SB 4 64 6 54 5
SB7 64 2 56 5
SB8 66 4 50 c
SB 10 64 5 60 3
SB11 54 3 58 5
SB 13 64 4 50 i
SB 14 63 4 50 5
SB 18 60 6 55 5
SB 20 55 12 58 >
SB 22 63 4 59 3

Li et al. (2020) ve své praci dale uvadéji hodnoty oc¢ekavané heterozygotnosti
(He), hodnoty pozorované heterozygotnosti (Ho) a polymorfni informacni obsah (PIC).
Celkem u 10 z 12 mikrosateliti jsem zjistila vy$si hodnotu pozorované heterozygotnosti
(Ho), nez zjistili Li et al. (2020). U mikrosatelitu SB 10 autofi zjistili nepatrné vyssi
hodnotu pozorovaneé heterozygotnosti (Ho), nez jakou jsem u stejného mikrosatelitu
zjistila ja&. Dale u mikrosatelitu SB 13 zjistili autofi vyS$8i hodnotu pozorované
heterozygotnosti (Ho), nez jakou jsem u stejného mikrosatelitu zjistila ja. Co se tyce
polymorfniho informa¢niho obsahu (PIC), zjistila jsem u vSech 12 mikrosatelitt vyssi
hodnotu, nez kterou zjistili Li et al. (2020). Pozorovana heterozygotnost (Ho)
prevySovala troven o¢ekavané heterozygotnosti (He) v praci Li et al. (2020) celkem u 5
mikrosatelitt, a to u SB 2, SB 7, SB 18, SB 20 a SB 22. V mé praci tomu tak bylo u 3
mikrosateliti, a to u SB 11, SB 20 a SB 22. Srovnani genetické diverzity kultivari
rakytniku fe$etlakového prodavanych v CR a ¢inskych kultivart sesbiranych v severni

Cing je shrnuto v Tabulce &. 15.
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Tabulka €. 15: Srovnani mych vysledkl genetické diverzity pro 32 geneticky odlisnych
jedinct rakytniku fesetlakového s vysledky Li et al. (2020) pro 78 jedinct rakytniku
fesetlakového rostoucich v severni Cing, za pouziti stejnych 12 mikrosatelitil. V tabulce
je uveden nazev mikrosatelitu, o¢ekavana heterozygotnost (Hg), pozorovana

heterozygotnost (Ho) a polymorfni informaéni obsah (PIC).

Mikrosatelit Moje vysledky Li et al. (2020)

He Ho PIC He Ho PIC
SB?2 0,201 0,156 0,183 0,121 0,128 0,117
SB3 0,828 0,813 0,790 0,553 0,462 0,463
SB 4 0,669 0,531 0,615 0,334 0,269 0,278
SB7 0,507 0,406 0,375 0,074 0,077 0,071
SB8 0,705 0,625 0,632 0,649 0,385 0,582
SB 10 0,522 0,250 0,482 0,349 0,295 0,311
SB 11 0,466 0,594 0,411 0,482 0,167 0,366
SB 13 0,593 0,313 0,496 0,538 0,423 0,439
SB 14 0,740 0,688 0,677 0,499 0,307 0,375
SB 18 0,629 0,469 0,550 0,038 0,039 0,037
SB 20 0,847 0,906 0,816 0,153 0,167 0,141
SB 22 0,552 0,563 0,491 0,225 0,256 0,203

Laboratot popula¢ni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky PiF UPOL se
krom& mikrosatelitové identifikace kultivar rakytniku feSetldkového zabyva také
identifikaci kultivarti brusnice chocholi¢naté (Vaccinium corymbosum). Pro kultivary
rakytniku feSetlakového zatim neexistuje zadny systém k identifikaci ¢i mezinarodni
databaze, coz zté¢zuje vyhodnoceni ziskanych dat. Pro brusnici chocholi¢natou existuje
hned nékolik systémt k identifikaci jejich odrad. Boches (2005) navrhl 9
mikrosatelitnich markeri pro ur€eni genotypu kultivard brusnice chocholi¢naté.
Hinrichsen et al. (2008) popsali 12 mikrosatelitnich markert pro identifikaci kultivard
brusnice chocholi¢naté a systém od Akagi et al. (2010) obsahuje 11 mikrosatelitnich
markerd. V rdmci Laboratofe populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky
PiF UPOL pro mikrosatelitovou identifikaci kultivard brusnice chocholi¢naté byly
pouzity 2 mikrosatelitni systémy, a to Boches (2005) a Akagi et al. (2010) (Balazikova,
2023). Balazikova (2023) ve své diplomové praci testovala 7 pari primerd na DNA 53
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rostlin, kdy se mélo jednat o 32 rliznych kultivarti brusnice chocholi¢naté. Pouze 22
rostlin mélo shodny nazev kultivaru s jeho genetickym profilem. Balazikova (2023)
dokézala, Ze rozsahly pocet kultivarti brusnice chocholi¢naté je v ramci Ceské republiky
prodavan pod S$patnym pojmenovanim. Oproti tomu jsem ja ve své diplomové préaci
pouzila 18 part primerd na DNA 46 kultivart rakytniku feSetldkového, kdy se mélo
jednat o 43 raznych kultivari a 3 rostliny bez kultivarového uréeni. Analyzou 18
mikrosatelith  jsem zjistila nékolik Spatnych kultivarovych urceni rakytniku
fesetlakového. Konkrétné se jednalo o 2 trojice, 1 pétici a 6 dvojic kultivard, které byly
geneticky totozné nebo se liSily pouze jednim mikrosatelitem a jednd se tedy ziejmé
o stejny geneticky material. Rovnéz i ja jsem prokazala, ze velké mnozstvi kultivart
rakytniku fe$etlakového je v Ceské republice proddvano pod nespravnymi nazvy.
K t¢émto zdméndm pojmenovani kultivari muize dochdzet napiiklad u prodejct pfi
distribuci nebo skladovani, kdy muze dojit k prohozeni §titki s ndzvem daneho
kultivaru. Déle k zaméné muze nastat pfimo u péstitelt, kdy mize dojit k prohozeni
vzorkl kultivara. Nekteti péstitelé pouzivaji techniku explantatovych kultur a mize se
stat, ze pti zalozeni kultury pouziji chybné uréeny rostlinny material. Otazkou je, jaka je
situace s dalS§imi druhy rostlin, kde se jednotlivé kultivary morfologicky podobaji.
Prodavani kultivar pod Spatnymi nazvy, jako je tomu u rakytniku feSetladkového
a brusnice chocholi¢naté, mize byt napiiklad dale u tfe$ni, angrestd, rybizi, ofecht
apod.

Tato diplomova prace je prvni praci, kterd se zabyvd hledanim vysoce
polymorfnich a dobfe hodnotitelnych mikrosatelitt, které by bylo mozné pouZit pro
identifikaci kultivarii rakytniku fesetlakového, které jsou péstovany na uzemi Ceské
republiky. Celkové jsem otestovala 22 part primert, které jsem vybrala ze své
bakalaiské prace (Grygarova, 2022). V mé bakalarské praci je dalsich 14 polymorfnich
mikrosatelit, které nebyly testovany na vétSim mnozstvi kultivari rakytniku
fesetlakového. Déle je navrzeno pro rakytnik feSetlakovy dalSich 118 mikrosatelitnich
markert, které zatim nebyly testovany na kultivarech prodavanych v CR (Jain et al.,
2010; Wang et al., 2011; Jain, 2015; Islam et al., 2015; Li et al., 2017a; Li et al., 2017b;
Wang et al., 2021b). RovnéZ je navrZzeno 8 mikrosatelitnich markerti pro rakytnik
tibetsky (Qiong et al., 2017), které by mohly byt pouzity pro cross-species amplifikaci.
Také pro cross-species amplifikaci by mohlo byt pouzito 11 mikrosateliti, které byly
navrzeny pro hlosinu uzkolistou (Gaskin et al., 2013) a 20 mikrosateliti, Které byly

navrzeny pro Elaeagnus mollis (Ye et al., 2016). Testovani dalSich mikrosatelitnich
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lokusit mize pfinést nové unikatni genotypy, ¢i pomoct od sebe geneticky rozlisit
kultivary, které mély shodné genetické profily. Déle v této diplomové praci nebyly
testovany viechny kultivary rakytniku feSetlakového, které se prodavaji v Ceské
republice. Pfi testovani na vétSim mnozstvi kultivari se muze stat, ze markerovy
genotyp konkrétniho mikrosatelitu uz nebude unikatnim a bude sdilen s dalSim
kultivarem.

Kultivary rakytniku feSetldkového lze v nékterych piipadech od sebe odlisit
pomoci morfologickych znakidi jako je naptiklad velikost, barva a tvar plodd, ale
vetsinou je obtizné je spravné identifikovat pouze na zaklad¢ morfologie. Také se mtize
stat, ze jednotlivé rostliny stejného kultivaru se budou navzajem lisit, pokud jsou
péstovany v riznych podminkach. Navic se kultivary rakytniku fesetladkového mnozi
vegetativné, a proto se predpoklada, ze budou tvoreny jedinym genotypem, ktery je
mozno identifikovat a rozliSit jej od ostatnich kultivara. Do budoucna je zapotiebi
vytvofit jednotny systém pro identifikaci kultivari rakytniku fesetlakového péstovanych

v CR, ktery by obsahoval genotypy jednotlivych kultivart.
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7 Zavér

V ramci této diplomové préce jsem pomoci PCR amplifikace u 46 potencionalné
geneticky odlisnych kultivari rakytniku feSetlakového (Hippophae rhamnoides)
otestovala 22 pard primert. Mikrosatelity, které jsem zde pouzila pro amplifikaci, jsem
jiz ptedtim ur¢ila jako polymorfni v mé bakalatrské praci (Grygarova, 2022) testovanim
na 6 geneticky odlisnych rostlinach rakytniku feSetlakového. Tyto mikrosatelity byly
navrzeny pro asijské poddruhy rakytniku fesetlakového. Mym cilem bylo najit vysoce
polymorfni a dobie hodnotitelné mikrosatelity, které by bylo mozné pouzit pro
identifikaci kultivar rakytniku feSetlakového, které jsou komeréné dostupné na Uzemi
Ceské republiky.

Z celkové testovanych 22 part primert jich 18 poskytlo polymorfni a dobie
hodnotitelny PCR produkt. Celkem 4 pary primert jsem vytadila (USSM 1, USSM 13,
USSM 16 a SB 9), protoZe neposkytly dobie hodnotitelné produkty, a tedy se nehodi
pro mikrosatelitovou identifikaci kultivart rakytniku fesetldkového.

U vsech 18 polymorfnich a dobte hodnotitelnych mikrosatelita jsem urcila pocet
alel a genotypti a dale jsem pomoci programti Cervus 3.0.7 a Genepop 4.7.5 ur¢ila jejich
charakteristiku a otestovala vazbu mezi lokusy. Pocet alel se pohyboval od 2 do 12
a pocet genotypt se pohyboval od 3 do 20 na lokus. Celkem 30 dvojic ze 153 dvojic
mikrosatelitnich lokust je v silné vazb¢, coz je pochopitelné vzhledem k vzajemnemu
ptibuzenstvi mnoha jedinct.

Genotypizaci 46 jedinct jsem nalezla pouze 32 unikatnich genotypu. Zjistila
jsem, ze 2 trojice, 1 pétice a 6 dvojic kultivard byly geneticky totozné, a tedy muselo
dojit k chybnému uréeni kultivaru bud’ u prodejct nebo pfimo u péstiteli.

Pro rostliny z ¢eledi hlosinovitych (Elaeagnaceae) bylo doted’ popsano jesté
dalSich 171 mikrosateliti, které by do budoucna bylo vhodné otestovat
a charakterizovat a mohly by byt dalSimi cennymi ndstroji pro urovani genetické

unikatnosti ¢i odriidové prislusnosti rostlin rakytniku fesetldkového.
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9 Prilohy
Piiloha 1: Charakteristika 18 polymorfnich lokusi na 32 geneticky odlisnych jedincich rakytniku fesSetlakového. Vystup z programu
Cervus 3.0.7.

Locus k Ho He PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI HW F(Null)

USSM3 12 0.938 0.897 0.872 0.383 0.235 0.086 0.025 0.315 NS -0.0309

USSM5 7 0.531 0.632 0.568 0.781 0.623 0.443 0.197 0.488 NS 0.0868
USSM7 9 0.875 0.825 0.790 0.533 0.359 0.175 0.058 0.358 NS -0.0445
USSM25 9 0.438 0.610 0.578 0.779 0.592 0.380 0.182 0.495 NS 0.1585
USSM30 3 0.500 0.621 0.539 0.813 0.671 0.521 0.223 0.500 NS 0.0910
USSM50 4 0.563 0.629 0.560 0.794 0.638 0.469 0.204 0.491 NS 0.0613
SB2 3 0.156 0.201 0.183 0.980 0.905 0.831 0.658 0.816 ND 0.1129
SB3 8 0.813 0.828 0.790 0.540 0.365 0.186 0.059 0.357 il -0.0077
SB4 6 0.531 0.669 0.615 0.750 0.575 0.387 0.160 0.461 NS 0.1215
SB7 2 0.406 0.507 0.375 0.875 0.813 0.719 0.375 0.594 NS 0.1030
SB8 4 0.625 0.705 0.632 0.741 0.580 0.417 0.156 0.442 NS 0.0542
SB10 5 0.250 0.522 0.482 0.855 0.691 0.512 0.268 0.560 * 0.3699
SB11 3 0.594 0.466 0.411 0.895 0.761 0.621 0.341 0.606 NS -0.1580
SB13 4 0.313 0.593 0.496 0.825 0.704 0.560 0.261 0.523 NS 0.3096
SB14 4 0.688 0.740 0.677 0.698 0.526 0.353 0.125 0.417 NS 0.0271
SB18 6 0.469 0.629 0.550 0.790 0.646 0.479 0.215 0.494 NS 0.1431
SB20 12 0.906 0.847 0.816 0.487 0.319 0.142 0.046 0.344 NS -0.0475
SB22 4 0.563 0.552 0.491 0.845 0.696 0.533 0.261 0.544 NS -0.0257
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Legenda:
k
Ho
He
PIC
NE-1P
NE-2P
NE-PP
NE-I
NE-SI
HW
NS
ND

*

**k*

F (Null)

pocet nalezenych alel na lokus
pozorovana heterozygotnost
o¢ekavana heterozygotnost
vypovidaci hodnota lokusu
pravdépodobnost chybného piifazeni prvniho rodice k mladéti v pfipad€, ze neni zndm ani jeden z rodict
pravdépodobnost chybného ptifazeni druhého rodice k mladéti v ptipade, ze je znam prvni z rodich
pravdépodobnost chybného ptitazeni rodi¢ovského paru k mladéti
pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vSech polymorfnich lokust u dvou ndhodné vybranych neptibuznych jedinct
pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vSech polymorfnich lokust u dvou pfibuznych mlad’at
soulad/odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
lokus je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
lokus nelze vyhodnotit, zda je nebo neni v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladiné vyznamnosti 5 %
signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladin¢ vyznamnosti 0,1 %

pravdépodobnost vyskytu nulovych alel
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Number of individuals:

Number of loci:

Mean number of alleles per locus:

Mean proportion of loci typed:

Mean expected heterozygosity:

Mean polymorphic information content (PIC):

Combined non-exclusion probability (first parent):

Combined non-exclusion probability (second parent):

Combined non-exclusion probability (parent pair):
Combined non-exclusion probability (identity):

Combined non-exclusion probability (sib identity):

32

18

5,833
1,0000
0,6375
0,5792
0,00295396
0,00003333
0,00000003
6,506-10°1°
0,00000162
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