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Izolace DNA tresné (Prunus avium L.)

Souhrn

Zakladnim a zasadnim krokem pro vSechny molekuldrné-biologické studie a analyzy je
izolace kvalitni DNA v dostateéném mnozstvi a Cistoté. Proces jeji extrakce je u rostlinného
materialu komplikovan pritomnosti latek, jako jsou napf. polyfenoly, polysacharidy, proteiny
nebo jiné metabolity, které pfi soucasné extrakci s nukleovymi kyselinami mohou pUsobit

jako inhibitory PCR a vzorky pro dalsi analyzy v podstaté znehodnotit.

Cilem této prace bylo zmapovat pouzivané metody izolace rostlinné DNA, metody izolace
DNA tfesné, a v experimentalni ¢asti porovnat vysledky vybranych metod izolace rostlinné
DNA z hlediska kvantity a kvality ziskané DNA. DNA byla izolovdna z rGznych tkani druhu
Prunus avium L., konkrétné z Cerstvych listl, pupend a zmrazenych embryi nékolika odrud.
PUvodnim zdmérem bylo porovnat vysledky ziskané za pomoci dvou komercnich extrakénich
kitd (DNeasy Plant Mini Kit firmy Qiagen a GeneElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit
firmy Sigma Aldrich). Prvni zkitd byl nahrazen kitem pro rychlé pouziti DEP-25 DNA
Extraction Kit firmy Top-Bio a zafazen byl téZ klasicky protokol extrakce DNA metodou CTAB,

a to ve dvou variantach bez zarfazeni RNazy a se zarazenim RNazy do protokolu.

Ziskané vysledky ukdzaly statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi pouzitymi
metodami, a to jak z hlediska kvality tak i kvantity DNA. Predpoklad, jehoZ podkladem byly i
literarni studie, Ze komercni kity pro izolaci rostlinné DNA nevykazuji vidy relevantni
vysledky, nebyl presvédéivé potvrzen. Klasicky protokol metody CTAB pak potvrdil
predpoklad ziskani DNA v pfijatelné kvalité i kvantité pouze u nékterych tkani. Vysledky
méreni spektrofotometrii byly podpofeny analyzami PCR (polymerdzova retézova reakce)
provedenymi se ziskanymi vzorky DNA a jsou po statistickém vyhodnoceni predmétem

diskuse.

Klicova slova: tfesen, Prunus avium L., extrakce DNA, CTAB, extrakéni kity



DNA extraction of sweet cherry (Prunus avium L.)

Summary

Isolation of high quality DNA in satisfactory yield and purity is a fundamental and
essential step for all molecular-biological studies and analyses. The process of its extraction
can be complicated by many of materials like are polyphenols, polysaccharides, proteins and
other metabolites that can be co-isolated with nucleic acids and can act as inhibitors of PCR

and cause deterioration of samples for further analyses.

In this thesis, mostly used methods of plant DNA isolation were mapped, and, in
experimental part, results, regarded to the yield and purity, of selected plant DNA isolation
methods were compared. DNA was obtained from various tissues of Prunus avium L. species,
namely from fresh leaves, buds and from frozen embryos of several varieties. Comparison of
the two commercial isolation kits (DNeasy Plant Mini Kit by Qiagen and GeneElute™ Plant
Genomic DNA Miniprep Kit, Sigma Aldrich) was the original intention. The first of the kits
was replaced by simple and quick DEP-25 DNA Extraction Kit, Top-Bio and the experiment
was extended with CTAB DNA isolation protocol, both with and without application of RNase

into the protocol.

The results obtained proved quite significant differences between the methods used,
both in yield and purity. The original assumption, supported by several studies, that
commercial kits not always gain relevant results, regarded to ability to provide pure DNA,
was not accurately proven, the assumption that the CTAB protocol can gain satisfactory
results according to the DNA yield and purity was proved only with some tissues. The results
of the spectrophotometry were supported with polymerase chain reaction (PCR) analyses

conducted with the isolated DNA samples and after statistical evaluation were discussed.

Keywords: sweet cherry, Prunus avium L., DNA extraction, CTAB, extraction kits
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1 Uvod

TreSen obecna (Prunus avium L.) je v mirném pasmu rozsifena bud’ jako divoce rostouci
strom, jehoZ hospodarské vyuziti tkvi zejména v poufZiti jako podnoZe pro dalsi péstované
kulturni druhy rodu Prunus, nebo ve svych nescetnych odrlidach jako strom péstovany
predevsim pro sklizert ovoce — tfesni, které ma rlznorodé pouziti bud' jako ovoce pro pfimy
konzum nebo pro dalsi zpracovani v potravinarském priimyslu. Svétova produkce tresni byla
v letech 2013-2014 2 294 455 tun. Nejvétsim producentem bylo Turecko (494 325 t), na 2.
misté USA (301 205 t) na 3. misté irdn (200 000 t), na 4. Italie (131 175 t), na 5. misté
Uzbekistan (100 000 t). V Ceské republice bylo v tomto obdobi vyprodukovdno 16 343 tun
(FAO, 2014).

Tresné jsou ovoce velmi oblibené pro své chutové vlastnosti i vyZivové hodnoty, jsou
vynikajicim zdrojem zZivin a fytochemickych latek, obsahuji polyfenoly, jako napft.
hydroxycinamaty, flavonoidy, prokyanidiny nebo anthokyany. Mnohé z téchto latek jsou

predmétem vyzkumu pro své predpokladané antioxidacni ucinky.

Hlubsi a stale dokonalejsi poznani jakéhokoliv rostlinného ¢i ZivocisSného druhu je v dnesni
dobé nemyslitelné, nebude-li provadéno na molekuldrné-biologické Urovni. K tomuto ucelu a
k analyzam na této Urovni je nezbytné nutné mit moznost a prostredky ziskat z pfisluSného
druhu geneticky material — nukleové kyseliny, konkrétné DNA, kyselinu deoxyribonukleovou,
a to vdostate¢né kvantité a kvalité, tedy v dostate¢né koncentraci a cistotd. Uroven
dostatecnosti je samozfejmé posuzovana podle toho, k jakym dalSim analyzam je nutno
vzorky ziskat. Do soucasné doby bylo vyvinuto mnoho postupli a metod izolace, cilem kazdé
z nich je ziskat stdle kvalitnéjsi vysledky — tedy co nejcistsi DNA v co nejvysSim mnoistvi.
Pouzivané metody lze rozdélit jednak na tradiéni protokoly a jednak na komer¢éni kity. Ty byly
vyvinuty predevsim pro urychleni a zjednoduseni celého procesu. Jejich nevyhodou je
predevsim vyssi cena a Casto i nepfiliS velka spolehlivost a kvalita (Akkurt, 2012). Prehled
pouzivanych metod je predmétem literdrni Casti této prace, v ¢asti experimentalni byly
vybrany tfi metody izolace (tradi¢ni protokol CTAB a dva komercni kity) a vysledky statisticky

vyhodnoceny.



2 Cil prace

Prvnim cilem této bakaldfské prace bylo zaprvé v literdrni &asti zmapovat dosud
pouzivané metody izolace rostlinné DNA, pokusit se zmapovat pfimo izolaci DNA u druhu

Prunus avium L., a dokumentovat jejich vysledky z hlediska dosahované kvality a kvantity.

Druhym cilem plvodné bylo v experimentalni ¢asti provést srovnani vysledk(l izolace DNA
u druhu Prunus avium L. za pomoci dvou komeréné dostupnych extrakcénich kitd (DNeasy
Plant Mini Kit firmy Qiagen a GeneElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit firmy Sigma
Aldrich). Vzhledem k momentdlni nedostupnosti prvniho z kiti byl tento nahrazen kitem pro
rychlé pouZziti DEP-25 DNA Extraction Kit firmy Top-Bio. Experimenty byly prlbéhu rozsifeny
o izolaci DNA za pomoci klasického protokolu CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid).
Namérené vysledky statisticky vyhodnotit s pouzitim t-testd a analyzy rozptylu. Konecné

vysledky pak diskutovat z hlediska kvality, kvantity a pouzitelnosti ziskanych vzorku.



3 Teoreticka cast - literarni prehled

3.1 PrunuslL.

3.1.1 Taxonomické zarazeni

fiSe Plantae — rostliny

oddéleni Magnoliophyta - rostliny krytosemenné
tfida Rosopsida - vyssi dvoudélozné rostliny

fad Rosales — rliZzotvaré

Celed Rosaceae — rlizovité

podceled Amygdaloideae

(BioLib, 2016)

3.1.2 Charakteristika rodu

Jak uvadi Kirschner (2002), rod Prunus L. (slivon, stfemcha, mandlon, mahalebka,
bobkovisen, tfesen, merurika, broskvon) pravdépodobné pochazi ze zapadni Asie. Nachdzime
jej predevsim v mirném pasu severni polokoule, v tropickych oblastech je rozsiten jen ztidka.
Aredl rodu Prunus dnes zahrnuje témér celou Evropu, ale i severni Afriku, Blizky i Dalny
Vychod, jizni Australii a Novy Zéland, a mirné pasmo amerického kontinentu (Basanta et al.,
2014). Do tohoto rodu ¢itajiciho asi 230 druhu, patfi velké mnozstvi zemédélsky vyznamnych
druhl ovocnych strom(. Ve stfedni Evropé se vyskytuje 13 vyuzivanych kulturnich druhd, ale

pouha polovina z nich je plvodni.

Do rodu Prunus L. fadime opadavé, vzacné vidyzelené, stromy, kefe nebo polokere
s korenovymi vymladky (Kirschner, 2002). Rapikaté listy jsou stiidavé, celistvé, pilovité,
vroubkované, zfidka celokrajné nebo lalo¢naté. Péticetné oboupohlavné kvéty vyristajici na
brachyblastech jsou bud samostatné nebo usporadané v okolicich, chocholicich ¢i hroznech.
Kalisni listky za kvétu vétSinou opadavaji (pouze u P. serotina jsou vytrvalé). Ovalné az témér
okrouhlé korunni listky maji bilou nebo rdzovou barvu. Na dné miskovité aZ lahvicovité

¢eSule se nachazi jeden svrchni semenik se dvéma vajicky a jedinou prodlouzenou ¢nélkou.
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Charakteristickymi plody jsou peckovice s drevnatym endokarpem (Kirschner, 2002).
Tento duZnaty plod, peckovice, ma oplodi rozlisené na blanity exokarp, duznaty a Stavnaty
mezokarp a tvrdy, signifikovany endokarp bézné nazyvany pecka. Jedlou casti plodu je
mezokarp. Komercné se nejvice vyuziva plodd broskvi a nektarinek nalezZicich ke druhu
Prunus persica L., Svestek druhu Prunus domestica L. a Prunus salicina Lindl., visni druhu

Prunus cerasus L., merunék druhu Prunus armeniaca L. a tfesni druhu Prunus avium L.

Obrazek 1: Prunus avium L., habitus v kvétu
zdroj:
http://www.hsrs.cz/mapserv/czu_dhtml/fo

to_pz/orig/pruavi_habitus_v_kvetu.jpg

3.1.3 Prunus avium L.

TreSen ptaci (Prunus avium L., syn. Cerasus avium (L.) Moench., Prunus cerasus L. (var.)
avium L., Prunus avium (L.) L. a Cerasus nigra Mill.) je na nasem Uzemi plvodni. Jedna se o
velmi variabilni strom, m(ze byt vysoky 3 — 35 m. V ramci P. avium jsou rozliSovany tfi
vyrazné skupiny, které jsou hodnoceny jako odridy ¢i poddruhy. Jednd se o planou

maloplodou (plody do 10 mm) varietu avium (ptacnici, tfeSen ptaci pravou, treSen ptaci
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planou), ddle o péstované ¢i zplanélé velkoplodé (plody nad 10 mm): varietu juliana (L.)
Pojark. (srdcovku) a varietu duracina (L.) Pojark. (chrupku), (Chrtek, 1992). Vyskytuje se
roztrou$ené po celém tzemi Ceské republiky (Chrtek, 1992; Kirschner, 2002), pfedeviim v
termofytiku a nizsich polohdch mezofytika). V Ceské republice je v éetnych kultivarech

péstovana po celém Uzemi, nachazeji se zde ucelené tresriové produkéni oblasti, hlavni jsou

ve stfednich Cechdch, v Ceském stfedohofi a na jizni Moravé (Chrtek, 1992; Kirschner, 2002).

Obrazek 2: Prunus avium L., kvéty Obrazek 3: Prunus avium L., plody
zdroj: zdroj:
http://www.hsrs.cz/mapserv/czu_dhtml http://botany.cz/foto/prunusavher
/foto_pz/orig/pruavi_kvet.jpg b3.jpg

3.1.4 Hospodarsky vyznam tresni

Tre$né jsou hospodarsky vyznamné predevsim jako ovocné stromy, poskytujici velmi
oblibené chutné plody, bohaté na mnoho pro lidsky organismus prospésnych latek. Pecky
plané rostoucich druh( jsou vyuzivany jako semena, semendace pak ve Slechtitelstvi jako
podnozZe pro mnohé uslechtilé odrdy tfesni, visni a sladkovisni. Plody tfesné jsou vhodné
nejen pro primy konzum, ale i pro dalsi potravinarské a konzervdrenské zpracovani, oblibené
jsou zejména ve formé kompotd, dzemQ, ale pouZivaji se i k vyrobé destilatl a likérd.
TresSnové difevo ma rovnéz rliznorodé vyuZiti, pouzivd se napf. pfi uzeni masa (stejné jako
drevo ostatnich stromd rodu Prunus), nebot dodava kone¢nému produktu velmi pfijemnou
chut. Pro svoji velmi péknou cervenavou barvu a strukturu je vyuZivano i k vyrobé

drobnéjsiho nabytku.
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3.1.5 Biologicky aktivni latky obsazené v pletivech Prunus avium L.

Jak jiz bylo rfeceno, plody tfesné jsou bohatym zdrojem rlGznorodych bioaktivnich Iatek.
Obsahuji malé mnozstvi karbohydratd, predevsim jednoduchych cukr(, jako je glukdza,
fruktdza, sachardza a sorbitol (D-glucitol), dale organické kyseliny, jako je kyselina jablecna,
kyselina citronova, kyselina jantarova, kyselina mlé¢na a kyselina stavelova (Ballistreri et al.,
2013). Jsou téZ vyznamnym zdrojem vitamin(, pfedevsim vitaminu C (Schmitz-Eiberger et
Blanke, 2012), a dulezitych minerall, predevsim drasliku, fosforu, vapniku a hor¢iku (Yigit et

al., 2009).

Plody treSni také obsahuji nékteré fenolické slouceniny jako fenolové kyseliny
(hydroxycinamaty) a flavonoidy (anthokyany, flavan-3-oly a flavonoly), u kterych jsou

predpokladany vyznamné antioxidacni ucinky (Ballistreri et al., 2013).

Diky vysokému obsahu téchto sloucenin je u tfesni predpokladdn ptiznivy efekt zejména
v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni, prevenci rakoviny ¢i jinych chorob zplUsobenych
oxidativnim stresem. V poslednich letech byl také v extraktech plodli pozorovan

protirakovinny efekt zejména ve spojeni s fenolickymi slouceninami (Serra et al., 2011).

Bastos et al. (2014) naméfili signifikantni mnozstvi zdravi prospésnych latek v plodech a
stopkach tresni (které jsou tradi¢né vyuzivany i v lidovém lécitelstvi), latek, které vykazovaly

protinddorovy potencial (u bunécnych linii karcinomu tlustého streva).

Z vyse uvedeného je mozno odvodit, Ze dalsi studium druhu Prunus avium L. mize prinést
mnohé zajimavé vysledky. Aby bylo moino uvedeny (nejen) rostlinny druh podrobit
zkoumani z nejrdznéjsich Ghld pohledu, at uz se jednd o vyzkum z hlediska Slechtitelstvi,
uréeni genovych zdroja, identifikace druhd, jednotlivych kultivarG ¢i uslechtilych odrid,
urceni rodi¢ovskych jedincu, analyzy rodokment, genomového mapovani ¢i genové selekce,
dalSich studii vramci druhu je tedy extrakce genomové DNA v poZzadovaném mnoizstvi a

Cistote.
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3.2 Rostlinna DNA a principy jeji extrakce

3.2.1 DNA ajeji struktura

KdyZ v roce 1953 James Watson a Francis Crick navrhli model dvousroubovice DNA, zacala
zcela nova éra vyvoje biologie, biochemie a na né navazujicich obor(i od molekuldrni biologie
az po genové inZenyrstvi. DuleZitymi vychozimi body pro jejich objev byly jednak poznatky
Erwina Chargaffa o poméru purinovych a pyrimidinovych fazi v DNA, jednak prace Rosalindy
Franklinové a Maurice Wilkinse a jejich fotografie z difrakce rentgenovych paprski
prochazejicich krystalem ¢isté DNA (Stipek, 1998). Watson s Crickem za svij objev obdrZeli

v roce 1962 Nobelovu cenu.

Strukturu DNA mlzZeme rozdélit na primarni a sekundarni. Primdrni strukturu DNA tvofi
mononukleotidy sloZzené z pentézy (v pripadé DNA se jednda o 2’-deoxy-B-D-ribofurandzu
neboli deoxyribézu), fosfatového zbytku (fosfatu) a dusikaté baze, odvozené bud od

pyrimidinu (cytosin, thymin) nebo od purinu (adenin, guanin) (Stipek, 1998).

Sekunddrni  strukturou rozumime dvousroubovicovou strukturu Fetézci DNA.
Pentdzofosfatové patefe obou fetézcl se otaceji po zevnim povrchu dvousroubovice
(helixu), zatimco baze sméruiji k jeji ose. Ve shodé s Chargaffovymi pravidly se adenin paruje
dvéma vodikovymi mustky s thyminem (A=T) a guanin tfemi vodikovymi mustky s cytosinem

(G=T).

Plochy bazi jsou ve Watsonové—Crickové modelu DNA kolmé na osu dvousroubovice. Jsou
od sebe vzdaleny 0,34 nm. Sousedni pary bazi se vazou hydrofobnimi interakcemi, coz
zesiluje vazbu retézcl DNA. Jedna otacka dvousroubovice obsahuje deset parG bazi, méri
tedy 3,4 nm (periodicita hustoty atom( podle difrakce rtg paprski, jak ji ukazala prace

Franklinové s Wilkinsem). Primér dvous$roubovice je 2 nm (Stipek, 1998).
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(a) Key features of (b) Partial chemical structure
DNA structure

Obrazek 4: Struktura DNA
zdroj: https://www.tes.com/lessons/GQEcsjrflYcF1w/dna-structure-and-function

DNA jako nositelka genetické informace je u eukaryotnich organism( umisténa predevsim
vjadfe, vmensi mife pak vorganelach, predevsim v mitochondriich a u rostlin také
v chloroplastech. Zatimco jaderna (gDNA) md linedrni strukturu a geny v ni kdédované
vykazuji mendelistickou dédi¢nost, DNA mitochondrialni (mtDNA) a chloroplastova (cpDNA)
maji strukturu cirkuldrni a vlastnosti v nich kdédované vykazuji poméry odlisSné od
mendelistickych zakon(. Obé tyto organely jsou specializované na kdédovani enzymu
dychaciho fetézce a fotosyntézy, molekul RNA a rady dalSich vlastnosti, napf. u mitochondrii
geny pro cytoplazmatickou pylovou sterilitu nebo u chloroplastl geny pro fotosyntézu, geny
odolnosti vici herbicidim atd. Mitochondridlni DNA u rostlin tvofi 1 — 2 % celkové DNA

buriky, chloroplastova DNA asi 1 — 20 %.

3.2.2 Princip a proces extrakce DNA

Princip izolace deoxyribonukleové kyseliny vychazi zjejich chemickych vlastnosti.
Fosfatové estery jsou silné kyseliny a chovaji se jako anionty pfi neutralnim pH; DNA je
snadno precipitovana alkoholem; bdaze jsou jen slabé bazické a bez naboje; vodikové vazby
mezi skupinami —NH, a -OH jsou stabilni od pH 4 do pH 9; nukleové kyseliny maji maximum
absorpce UV svétla pfi 260 nm, pficemz jednovlaknova DNA dava o 20 - 30% vétsi absorbanci

nez dvouvlaknova; DNA je mimoradné stabilni molekula (Prasa, 1997).

Z tohoto principu vychdzi i obecny postup pti ziskani DNA ztkani. V pripadé tkani

rostlinnych je tento proces komplikovan nékolika faktory — na rozdil od bunky Zivocisné ma
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rostlinnd burika pevnou bunéénou sténu, kterou je nutné peclivé rozrusit, a obsahuje mnohé
vnitrobunécné latky, které mohou s izolovanou DNA interferovat (Zhang et al., 2013). Mnoho
aromatickych, Iécivych rostlin a dievin obsahuje vysokou hladinu sekunddrnich metabolit(,
jako jsou alkaloidy, flavonoidy, polyfenoly, polysacharidy, gumy (Shepherd et al., 2002; Vural,
2009). Tyto komplexni latky vidy komplikuji izolaci DNA, mohou byt s DNA spoluizolovany,

vzorky DNA obarvit, znesnadnovat praci s pipetami apod. (Zhang et al., 2013).

Obecné je tedy nutné ucinné eliminovat latky, které by mohly proces izolace DNA
negativné ovliviiovat. Mezi tfi hlavni latky, které plsobi problémy, patfi polysacharidy,
polyfenoly a proteiny a jejich schopnost vytvaret komplexy s nukleovymi kyselinami (Zhang
et al., 2013). Proces izolace DNA z rostlinné burky spociva v odstranéni polysacharid( a

polyfenolickych sloucenin, nasledné deproteinizaci, srazeni a purifikaci DNA.

Proces izolace zacind mechanickym rozrusenim bunék rostlinné tkané (z cerstvého,
zaCerstva zmrazeného ¢i suSeného biologického materidlu) v prostfedi tekutého dusiku,
rostlinna tkan je dehydrovana. Zmrazenou tkan je nutno dikladné rozmélnit, idedlné v treci
misce (alternativné mozno pfimo ve zkumavce), a dbat na to, aby byla po celou dobu této
procedury zmrazend, aby nedoslo k degradaci DNA. Dalsim krokem je naruseni bunéénych
membran za pomoci detergentl(, které se lisi v zavislosti na pouZité metodé. V Uvahu pfipada
pouziti bud SDS (sodiumdodecylsulfat) nebo CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid). Do
extrakéniho pufru se prfidavd EDTA (disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové) jako
ochrana pred plsobenim endonukleaz a zaroven jako chelatacni Cinidlo. K deproteinizaci je
mozno pouZit organické slouéeniny jako fenol, chloroform, izopropanol, opét dle pouzitého
protokolu extrakce. Nasleduje promyti ziskané DNA ethanolem a v pfipadé potieby jesté
odstranéni RNA za pomoci RNdazy. Jak experimentalné ovéfili Zhang et al. (2013), proces
extrakce je mozno opakovat nékolikrat (konkrétné v této studii 4x recyklovand CTAB

extrakce), ¢imz ziskali DNA v dobré kvalité a vysoké koncentraci.

16



3.3 Metody analyzy DNA

3.3.1 Meéreni kvantity a kvality DNA UV spektrofotometrii

Ziskané vzorky mlzeme uchovat pfi teplotach pod -18 °C k dalSimu zpracovani, nebo
rovnou pristoupit k ovéreni kvality a kvantity za pomoci UV spektrofotometrie. Touto

metodou ziskdme Udaje jednak o koncentraci ziskané DNA, jednak o jeji Cistoté.

UV spektrofotometr vyuziva schopnosti latek absorbovat svétlo pfi rGznych vinovych
délkach. Cistotu DNA zjistujeme zméienim poméru absorbance pfi vinovych délkach 260 a
280 nm, resp. poméru 260 a 230 nm. Hodnoty poméru 260/280 by se pro DNA mély
pohybovat v rozmezi 1,7 — 1,9 (hodnota 1,8 znaci Cistou DNA). Hodnoty nizsi nez 1,7 znadi
zpravidla kontaminaci vzork( zejména proteiny, hodnoty vy$si nez 1,9 mohou znadit
pritomnost RNA ve vzorku (Varma et al.,, 2007). Hodnoty poméru 260/230 by se mély
rezidui organickych latek, mohou to byt napf. karbohydraty — casto pravé v pfipadé
rostlinného materialu, fenoly pouzité v pribéhu extrakce, guanidin, glykogen a podobné.
Hodnoty vyssi mohou znamenat pouziti nevhodného roztoku pro ,slepy” vzorek — ten by mél

odpovidat roztoku v TE pufru (Wilfinger et al., 1997).

3.3.2 Elektroforéza

Jako jedna z nejpraktictéjSich a nejvykonnéjSich metod déleni makromolekul se jevi
gelovd elektroforéza. Je zaloZena na principu pohybu makromolekul (v tomto pripadé
fragmentl DNA) v poréznim gelu. Diky svému zapornému naboji se molekuly DNA v gelu
pohybuji smérem ke kladné elektrodé a podle své velikosti prochazeji ,,sitem” gelu. Hustota
tohoto ,sita” se voli prostrednictvim koncentrace gelu zavislé na predpokladané velikosti

fragment( DNA.
Nejcastéji se uzivaji dva typy gelu a elektroforézy:
e agardzova gelova elektroforéza, a to bud horizontalni, nebo vertikalni. Tento typ je

vhodny pro fragmenty o velikosti v rozmezi 10 bp — 20 kbp. Dle predpokladané velikosti
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fragment( se voli koncentrace gelu (od 0,4% aZ po 5% roztok). Pro srovnani a kalibraci se
ke zkoumanym vzork(m pridava smés fragmentld DNA o znamé velikosti. Vzorky se na
start nanaseji po obarveni barvou viditeIného spektra (napf. bromfenolova modfr).
Rozdélené frakce je moZné bud prenést na specialni membrdany (félie) tzv. blotovanim a
podrobit hybridizaci nebo pomoci fluorescencnich barviv napf. ethidiumbromidem
interkalaci mezi nukleotidy vizualizovat na transiluminatoru v UV svétle s naslednou
fotodokumentaci (Prusa, 1997).

e polyakrylamidova gelova elektroforéza je druhym nejcastéji pouzivanym zplsobem.
Elektroforetickym médiem je zde polyakrylamidovy gel (denaturacni, obvykle s ureou,
nebo nedenaturacni). Jedna se o vertikdlni elektroforézu. Smés akrylamidu a
bisakrylamidu polymerizuje pfi pokojové teploté v pufru (TAE — Tris-baze, acetat, EDTA)
pomoci volnych radikal(d. PouZitd koncentrace akrylamidu se liSi podle velikosti
separovanych fragmentt DNA od 3,5% (fragmenty 1 - 2 kbp) aZz po 20% gely pro separaci
malych fragment( 10 - 100 bp (Prdsa, 1997).

3.3.3 PCR - polymerase chain reaction

Vzhledem kvelké délce vldkna DNA dochazi pfi izolaci kjeho rozdéleni na mensi
fragmenty ndhodné délky. Pfi pouziti restrikénich endonukledz, coz byla metoda 70. let
minulého stoleti, bylo mozZno ziskat fragmenty délky predem definované, ale stale to nefesilo

problém, kterak ziskat velké mnozZstvi Cisté DNA pro dalsi analyzy.

S velmi jednoduchym a elegantnim resenim pftisel v roce 1983 Kary Mullis, ktery za sv(j
objev PCR o 10 let pozdéji obdrzel Nobelovu cenu (1993). Metoda byla uvedena do praxe
v 80. letech 20. stol. a vnesla do vyzkumU v oblasti molekularni biologie takika revoluci

(Lisby, 1999).

Princip PCR je jednoduchy — spociva v amplifikaci (namnoZeni) libovolné malého Useku
vldkna DNA. Plvodni dvouvldknova DNA (dsDNA) je za pomoci vysoké teploty (rozmezi 92 -
98 °C) denaturovana na dvé jednovlaknové DNA (ssDNA), doba denaturace se rlizni podle
velikosti fragment(, byva v desitkach sekund. V druhém kroku nasleduje za sniZzené teploty
(50 - 60 °C) pripojeni nebo nasednuti primerd (tzv. annealing) na tyto jednovldknové

templatové DNA. Doba se opét rlzni dle délky primerd, od desitek sekund po minuty. Ve
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tfetim, poslednim kroku se syntetizuji nové fetézce (faze elongace). Jedna se o extenzi
pfipojenych primeri DNA polymerazou, kterda musi byt termostabilni. V této fazi jsou
pfipojovany jednotlivé deoxynukleotidy ve sméru 5-3‘. Teplota je v této fazi dana
teplotnim optimem pouZité DNA polymerazy. Cely cyklus se opakuje v priméru 30x, pocet
opakovani zavisi na koncentraci vychozi templatové DNA, teoreticky se mlze opakovat ad

infinitum (Mullis, 1990).

Cely proces probihd v pfistroji zvaném thermocycler, ktery zajistuje presné nastavené

podminky pro celou reakci.

Uspéch metody zavisi na vhodném vybéru DNA polymerdzy a primer(. Pokud je
pfedmétem studia nezndmy genom, u kterého primery nelze odhadnout, je moZno pouzit

specifické metody PCR:

e RAPD-PCR (randomly amplified polymorphic DNAs) je metoda zaloZena na PCR, pfi které
se pouzZivaji velmi kratké primery (dlouhé okolo deseti nukleotid() a nizké teploty
zchlazeni. Tyto primery se daji univerzalné pouzit pro prakticky jakykoliv organismus.

e AFLP-PCR (amplified fragment length polymorphisms) je metoda vyuzivajici PCR a stépeni
restrikénimi enzymy. Vyhodou této metody je, Ze dokadze rychle vygenerovat velké
mnozZstvi polymorfnich markerd i u druhl, u kterych nemdme Zadnou predchozi
genetickou informaci. Na rozdil od RAPD tato metoda vynikd vysokou mirou
opakovatelnosti. Nevyhodou proti RAPD vsak je vyssi cena i technicka naroc¢nost (Powell

et al., 1996).
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Schéema PCR
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Obrazek 5: Schéma principu PCR
zdroj: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/59/9281.png

3.4 Metody extrakce DNA

Béhem rychlého vyvoje molekuldrni biologie v poslednich desetiletich vyvstala také
potfeba vyvoje metod extrakce DNA, zejména v pfipadé extrakce DNA zrostlinného
materidlu, kde je izolace ztizena pfitomnosti mnoha latek, jako jsou proteiny, polyfenoly,
polysacharidy, gumy apod. (Shepherd et al., 2002; Vural, 2009). Navic se ukazuje, Ze pro
razné, a to dokonce i pro velmi pfibuzné druhy, nemusi byt dostacujici jedna metoda izolace

(Xin et Chen, 2012; Zhang et al., 2013).

V soucasné dobé existuje nékolik zakladnich metod extrakce DNA a velké mnozZstvi jejich
modifikaci, které jsou bud  upraveny pro konkrétni druh, nebo za Ucelem snizeni nakladl jak
casovych, tak financ¢nich. Populdrni je pouZziti komercnich kitd, jejichz hlavni vyhoda tkvi v jiz
pfipravenych reagenciich a kolonach, tedy v ¢asové Uspore, nevyhodou vsak byva vysoka
cena a cCasto i nepresnost nebo neopakovatelnost vysledk( (Akkurt, 2012). Pfi vybéru
metody je tedy vidy nutné zvaizit, v jakém mnoZstvi a kvalité a pro jaké dalsi analyzy

extrahovanou DNA potfebujeme.
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3.4.1 Extrakce fenol-chloroformova a jeji modifikace

Klasicka fenol-chloroformovd metoda extrakce (Sambrook et al., 1989) ponechava
nukleové kyseliny rozpusSténé v pufru (zpravidla obsahuje EDTA, NaCl, Tris-HCI, 2-
merkaptoethanol) a odstranuje ostatni slozky lyzatu, predevsim proteiny. K lyzatu je pridana
smés fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu (v poméru 25:24:1). Chloroform jako organické
rozpoustédlo se nemisi s vodnym roztokem bunécného lyzatu, takze se smés rozdéli na dvé
faze — horni vodnou a dolni chloroformovou. Protfepavanim dochazi k miseni fazi, pfi kterém
fenol srazi proteiny pfitomné ve vodném lyzatu. lzoamylalkohol zvySuje rozpustnost fenolu v
chloroformu, takZe po skonceni protfepdvani prejde fenol do chloroformové faze. Po
protfepani je roztok odstfedén pro dokonalé oddéleni fazi. Horni vodnd fdze obsahuje
nukleové kyseliny a je prenesena do nové Cisté zkumavky. U izolace z rostlin je nutné
odstranit i polysacharidy extrakci s CTAB (cetyltrimethylamoniumbromidem) nebo SDS
(sodiumdodecylsulfat) — byvaji soucasti pufru. Nakonec je nutné extrahovat jesté jednou
smési jen chloroformu s izoamylalkoholem (24:1), aby byly odstranény i stopy fenolu

v roztoku.

Z precisténého vodného roztoku je moiné nukleové kyseliny vysrazet pridanim
koncentrovaného ethanolu nebo izopropanolu, po odstfedéni se na dné zkumavky objevi
mlécné zkaleny sediment (pelet). S nukleovymi kyselinami se srazeji i soli, které zvysuji
ucinnost srazeni nukleovych kyselin a davaji peletu bilé zbarveni. Soli je pak potfeba vymyt
70% ethanolem. Cisté nukleové kyseliny je mozné po odséti supernatantu rozpustit ve vodé
nebo ve vhodném pufru. Protoze vice nez 95 % objemu nukleovych kyselin v burice tvofi
RNA, prevazuje RNA i v tomto roztoku. Pokud potrfebujeme pracovat s Cistou DNA, musi byt

RNA odstranéna pusobenim RNazy.

Existuje mnoho protokolli, kterého ztohoto klasického principu vychazeji, ale byly
modifikovany pro rGzné ucely. Nékteré modifikace vynechavaji v protokolu poufZiti fenolu
(fenol kvuli své toxicité vyZzaduje zvySenou pozornost pfi manipulaci, zejména ve smési s
chloroformem). Thomas et al. (1993) prezentuji upraveny protokol bez pouziti fenolu, jako
detergent uvadi 3% sarkosyl a pridani PVP (polyvinypyrrolidon). Lodhi et al. (1994) uvadéji

protokol opét bez pouziti fenolu, jako detergent je pouzit CTAB. Konecné Lefort et al. (1998)
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uvadéji v protokolu wuziti jak CTAB tak SDS vroli detergentl, spolu s PVPP

(polyvinylpolypyrrolidon).

Zajimavé srovnani téchto tfi vySe citovanych protokolll a zdroven tfi komercnich kitQ
k extrakci DNA 1z Vitis vinifera L. pfinasi Akkurtova (2012) prace. Zjejich wvysledk(
jednoznacéné vyplyva vyrazné vyssi kvalita i kvantita DNA izolované klasickym protokolem dle

Leforta et al. (1998).

Healey (2014) uvadi zjednoduSenou metodu extrakce DNA modifikaci puvodniho
protokolu CTAB (Doyle et Doyle, 1987), svynechanim PVP, zaloZenou pfedevsim na
pozménéné manipulaci, kterou dosahl vybornych vysledkd pfi extrakci DNA z rostlin rodu
Corymbia a Coffea brassii, které se vyznacuji velkym mnoZstvim potencidlné kontaminujicich

latek v pletivech.

3.4.2 Adsorpce na silikat

Dalsi pouZzivand izola¢ni metoda (Todorova et al., 2002) je zaloZzena na faktu, Ze DNA v
pfitomnosti tzv. chaotropnich soli (iontové slouceniny, které snizuji strukturovanost vody;
nejcastéji se pouzivad jodid sodny nebo ionty guanidinu) adheruje na silikatovy povrch. K
roztoku, obsahujicimu zlyzovany bunécny obsah, se ptidava chaotropni sl a suspenze
silikatovych ¢&astic. Protfepavanim smési se usnadnuje ulpivani DNA na ¢astice. Ostatni
slouceniny zlstavaji v roztoku a Ize je pak jednoduse odstranit — ¢astice nechame usadit
nebo usazeni urychlime centrifugaci, odsajeme roztok nad ¢asticemi a proplachneme novou
davkou pufru s chaotropnimi solemi. Po opétovném odstredéni a odsati roztoku zlstava na
Casticich adherovana cista DNA. Tu lze pak z povrchu ¢astic snadno uvolnit pfidanim vody
nebo vhodného pufru, ktery neobsahuje chaotropni soli. Po odstfedéni zistanou na dné jen

samotné ¢astice, nad nimi je Cisty roztok DNA.

Tato metoda pro svou jednoduchost a nenarocnost slouZi jako zdklad pro protokoly

komercnich kitl pro rutinni extrakci DNA.
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3.4.3 Extrakce DNA s vyuzitim magnetickych Castic

Moderni metoda vyuZivajici vlastnosti magnetickych ¢dastic pro biotechnologie.
Superparamagnetické castice vykazuji magnetické vlastnosti pouze v pritomnosti vnéjsiho
magnetického pole. Po jeho odstranéni ¢astice magnetické vlastnosti ztraceji. Magnetické
Castice pro biologické aplikace jsou tvoreny magnetickym jadrem a ochrannym obalem,
tvorenym polymerni vrstvou chranici jadro pted kontaktem se vzorkem a umoznujici Upravu
povrchu nosiCe za ucelem cilené separace. Jak uvadi Pecovad et al. (2011), spojenim
magnetickych nosic¢u s biologicky aktivnimi latkami Ize dosdhnout vlastnosti, diky kterym je

mozné tyto latky separovat i ze slozZitych biologickych systému.

Na specificky upraveny povrch magnetického nosice je takto mozno vazat molekuly DNA.
Po vazbé téchto molekul dojde k separaci c¢astic s navazanou latkou prilozenim

magnetického pole, nasleduje promyti kontaminantl a eluce DNA.

Vuosku et al. (2004) potvrzuji moZznost vyuZiti této metody pfi izolaci rostlinné DNA za
predpokladu pridani PVP do solného extrakéniho pufru i do pufru dodaného vyrobcem kitu, a
dosdhnout tak dobré vytéinosti a Cistoty DNA i z malych objemU vstupniho rostlinného

materialu.

Zajimavou metodu kombinujici protokol CTAB a modifikovanou metodu purifikace DNA
pomoci magnetickych ¢dastic potazenych silikdtem predstavili Xin et Chen (2012). Z osmi
druhl (Cynodondactylon L., Populus deltoides L., Pinus eldarica L., Triticum aestivum L., Zea
mays L., Gossypium hirsutum L., Nicotiana tabacum L. a Sorghum) extrahovali DNA ve vysoké
koncentraci i Cistoté. Metoda se osvédCila jako vysoce spolehliva, c¢asové i finanéné

nenarocna.
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Obrazek 6: Schéma extrakce DNA s vyuZitim magnetickych castic.

Zdroj:
https://lifescience.roche.com/wcsstore/RASCatalogAssetStore/Products/3.8.2.1.1.6/Images/MagNAPu
rePrinciple.jpg

3.4.4 Komercni kity

Jak jiz bylo fe¢eno, komeréni kity vyuZivaji k extrakci DNA vétSinou metodu adsorpce na
silikat, ale existuji i kity s magnetickymi casticemi. Jejich vyuziti je populdrni pro svou
jednoduchost a rychlost, jejich nevyhodou je vysokd cena a nespolehlivost, je-li vyZzadovana

vysoka vynosnost a Cistota DNA (Akkurt, 2012).

Pouze pro ilustraci (nebot producentl téchto kitd je nepfeberné mnoistvi a jejich
produktl jesté vice) je zde uvedeno nékolik vyrobcl a priklady nabizenych kitd a jejich

soucasné ceny:

e Thermo Fisher Scientific, Inc., USA (www.thermofisher.com)
v" ChargeSwitch® gDNA Plant Kit (vhodny pro testovani GMO), cena 9410 K¢&/96 vzork(
v PureLink® Genomic Plant DNA Purification Kit (kit na bazi adsorpce na silikat) cena
5720 K¢&/50 vzorku
v' MagMAX™-96 DNA Multi-Sample Kit (kit na bazi magnetickych nosi¢a), cena 7800
K¢/96 vzorkt
e Sigma-Aldrich, USA (www.sigmaaldrich.com)
v GenElute” Plant Genomic DNA Miniprep Kit (kit na bazi adsorpce na silikat), cena
7965 K&/70 vzorku
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v Norgen Biotek’s Plant/Fungi DNA Isolation Kit (kit pro izolaci gDNA, mtDNA, cpDNA),
cena 5508 K¢/50 vzorkd
v' Extract-N-Amp~ Plant PCR Kit (kit pro extrakci a amplifikaci DNA), cena 7182 K&/100
vzorkd
e Qiagen, Némecko (www.qiagen.com)
v DNeasy Plant Mini Kit, (kit na bazi adsorpce na silikat), cena nedostupna
e Top-Bio, Ceska Republika (www.top-bio.cz)
v DEP-25 DNA Extraction Kit (dvouslozkovy , rychlokit®), cena 390 K¢&/100 vzorkd
v Column DNA Lego Kit (kit na bazi adsorpce na silikat), cena 2200 K&/200 vzorkd

3.5 Metody extrakce DNA tiesné (Prunus avium L.)

PfestoZe je tfeSen a plody jejich uslechtilych odrid velice oblibenym ovocem, cenénym
pro své chutové vlastnosti a vyZivové hodnoty (Picariello et al., 2016), existuje jen malo studii
zamérenych na jeji studium z hlediska molekuldrné-biologického, resp. pfimo na stanoveni

optimalni metody izolace kvalitativné i kvantitativné dostacujici DNA.

Mohanty et al. (2001) se vénovali studiu diverzity chloroplastové DNA u divokych populaci
a nékterych kultivar(i Prunus avium L. DNA byla extrahovana ze zmrazenych listl protokolem
dle Torrese et al. (1993), ktefi takto izolovali DNA u Vicia faba L. K v tekutém dusiku
rozdrcenym listdm byl pfidan pufr obsahujici CTAB, 0,4% 2-merkaptoethanol a 0,5 mM SDS.
Priblizné 0,5 ml roztoku bylo pfiddno do zkumavky obsahujici 100 pl smési
chloroform:oktanol (24:1). Po protfepani probéhla inkubaci pfi 65 °C po dobu 30 minut. Po
zchlazeni pfi pokojové teploté a zkumavka doplnéna smési chloroform:oktanol. Protfepanim
vznikla emulze byla centrifugovana pfi 5 °C, 7000 x g po dobu 4 min. pro oddéleni fazi. Vodna
faze byla prenesena do dalsi zkumavky, doplnéna stejnym mnoZstvim 95% ethanolu (-20 °C)
k precipitaci DNA. Ziskana DNA byla vymyta 76% ethanolem a rozpusténa ve 100 - 200 ul TE
pufru (pH 8,0), spoluvysrazend RNA byla odstranéna pfidanim 0,7 jednotek RNazy A (Torres
et al., 1993).
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Z takto extrahované DNA trfesné (divoké populace i kultivarQ) byl k amplifikaci cpDNA
pomoci 16 pdarQ univerzalnich primerd a dalSim analyzdm pfipraven roztok v koncentraci 4

ng/ul (Mohanty et al., 2001).

Guarino et al. (2009) v obdobné studii diverzity jaderné DNA poutzili k extrakci DNA CTAB
protokol dle Doyla et Doyla (1987): 1. Pfedehfejeme ve vodni lazni 5-7,5 ml CTAB pufru (2%
hexadecyl trimethylamonium bromid, 1,4 M NaCl, 0,2% 2-merkaptoethanol, 20 mM EDTA,
100 mM Tris-HCI, pH 8,0) v 30ml centrifugacnich zkumavkach na 60 °C. 2. Rozdrtime 0,5-1,0
g Cerstvych listl v 60 °C teplém CTAB pufru v nahtaté treci misce. 3. Inkubujeme vzorek po
dobu 15 - 60 min. pfi 60 °C za obcCasného promichani. 4. Pfiddme smés
chloroform:izoamylalkohol (24:1), michdme jemné, ale dlkladné. Vzniknou dvé faze — vrchni
vodna obsahuje DNA, spodni chloroformova degradované proteiny a sekundarni slouceniny.
5. Centrifugujeme po dobu 10 minut, 6000 x g. 6. Vodnou fazi pfesuneme pipetou do
sklenéné zkumavky, pridame 2/3 objemu studeného izopropanolu a jemné promichame,
abychom vysrazeli nukleové kyseliny. PouZijeme Sirokou pipetu, abychom neporusili dlouhou
a tenkou molekulu DNA v roztoku. Pokud neni vidét ani dlouhé vldkno, ani vlockova
struktura molekul, miZeme nechat vzorek nékolik hodin (pfes noc) v pokojové teploté. 7.
Pokud je to mozné, nukleové kyseliny navineme sklenénym hackem a preneseme do
promyvaciho pufru (76% EtOH, 10 mM octanu amonného). Centrifugujeme 1 — 2 min.
Slijeme opatrné co nejvic supernatantu. Opét pfidame pufr. 8. Po minimalné 20 min.
promyvani opét centrifugujeme po dobu 20 min. na vyssSi otacky. 9. Supernatant opatrné
slijeme a pelet kratce susime pfi pokojové teploté. 10. Pelet rozpustime v TE pufru (10 mM
Tris-HCIl, 1 mM EDTA, pH 7,4). 11. Pfidame RN&zu A v koncentraci 10 pg/ml a inkubujeme 30
min. pfi 37 °C. 12. Vzorek doplnime dvéma objemy destilované vody nebo TE pufru, pfidame
octan amonny (7,5 M, pH 7,7), zamichdme, pfiddme 2,5 objemu studeného EtOH a jemné
vysrazime DNA. 13. Centrifugujeme 10 min. (10000 x g) v chlazené centrifuze. 14. Vzorek

vysusime na vzduchu a opét naredime vhodnym mnozstvim TE (Doyle et Doyle, 1987).

Touto metodou Guarino et al. (2009) ziskali k dalsim analyzam a amplifikaci jaderné DNA
specifickymi primery dostatec¢né kvalitni vzorky DNA tfesni, extrahované z 0,1 g tkané

mladych listd. Metoda je spolehlivd, ovsem velmi naro¢na ¢asové.

26



Konecné Sharma et al. (2014) k extrakci DNA pro studium primer( pro alelo-specifickou
PCR detekci pouzili minimalizovanou verzi CTAB protokolu Saghai-Maroofa et al. (1984)
s malou modifikaci - zména inkubacni doby pfi 65 °C z jedné hodiny na dvé, centrifugace pfi
5000 rpm, precipitace DNA stejnym objemem smési chloroform:izoamylalkohol (24:1) misto

smési chloroform:oktanol a findIni precipitace DNA peletu opét pfi 5000 rpm.

Vysledna DNA byla dobre pouzitelna pro dalsi analyzy, konkrétné PCR amplifikaci s alelo-

specifickymi primery.

3.5.1 Vybér metod vhodnych pro extrakci DNA tfesné

Pti rozhodovani, jakou metodu extrakce DNA v experimentech zvolit, hraji samoziejmé
roli zkusSenosti vlastni i poznatky ostatnich badatel(i uverejnéné na odbornych férech. Bylo
by jisté mozné, nebo dokonce Zadouci, experimentdlné ovéfit vice metod, nebo nékteré
vhodné metody modifikovat, abychom gzjistili, kterd pfinese optimalni vysledek, ktery by

slouzil pfi dal$im studiu druhu Prunus avium L.

Neni v moZnostech této bakalarské prace provést srovnani vétsiho mnozstvi metod, proto

byly vybrany pro srovnani postupy s pouzitim dvou komerénich kitd a klasické metody CTAB.
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4 Experimentalni cast

4.1 Material a metody

4.1.1 Material

4.1.1.1 Rostlinny material

V experimentu byla DNA extrahovana zlistd a pupend 10 odrid a z kolekce embryi 2

plané rostoucich exemplarQ druhu Prunus avium L.

Z Cerstvych listl bylo odebrano vidy cca 100 mg materidlu, pupeny byly pro kazdy vzorek
odebrany 2-3, v pfipadé vzorku €. 4d pouze 1 (vice jich nebylo k dispozici). Z nezralych

zmrazenych plod{ bylo vidy do kazdého vzorku odebrano 1 embryo.

Vzorky z listd byly oznaceny 1a — 10a a 1b — 10b, vzorky z pupent 1c — 10c a 1d — 10d.
Vzorky z embryi byly ozna¢eny H1 — H15 a B1 — B15.

4.1.1.2 Chemikalie

4.1.1.2.1 Chemikalie pro CTAB extrakci:

e extrakéni pufr:

v’ Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze)

v’ ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA)
v sodiumdodecylsulfét (SDS)
v" polyvinylpyrrolidon (PVP)
v’ cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB)
v" chlorid sodny (NaCl)
v" RB-merkaptoethanol
v’ proteindza K
v’ polyethylenglykol 4000 (PEG 4000)
e TE pufr:

v’ Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid (Tris-HCI)

v’ ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA)
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e RNaza A

e fenol:chloroform:izoamylalkohol (25:24:1)
e izopropanol

e ethanol (70%)

e tekuty dusik

4.1.1.2.2 Kity

e GenElute" Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) a vném obsazené a
pfipravené chemikalie

e DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio) a v ném obsaZzené a pfipravené chemikalie

4.1.1.2.3 Chemikalie pro elektroforézu:

e agardza
e pufr (Tris, EDTA, kyselina boritd), TBE pufr
e DNA standard (GeneRuler 100bp Plus)

e ethidiumbromid (zasobni roztok 1mg/ml, vyslednd koncentrace 0,5 pug/ml)
4.1.1.3 Pristroje a pomtcky

e analytické vahy (Boeco, Némecko)

e ohfivac T- gradient (Biometra, Némecko)

e vortex TechnoKartell TK 3S (Hertz, Némecko)

e termoblok TDB-120 (Biosan, Litva)

e centrifuga Eppendorf 5415 D (Eppendorf, Némecko)

e centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf, Némecko)

e spektrofotometr NanoPhotometer (Implen, Némecko)
e thermocycler C1000™ (Bio-Rad, USA)

e dokumentacni systém Gel-Doc (Bio-Rad, USA)

e pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e centrifugaéni mikrozkumavky
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4.1.2 Metody

4.1.2.1 Priprava rostlinného materialu

e Zlistl bylo navazeno vidy po 100 mg materiadlu (20 vzork( z 10 odr(id, 1a — 10a, 1b — 10b,
preneseno do centrifugacnich mikrozkumavek, v prostredi tekutého dusiku nadrceno na
velmi jemny prasek.

e Ze stejnych odrld byly odebrany vidy 2 — 3 pupeny pro kazdy vzorek (20 vzorka z 10
odrld, 1c — 10c, 1d — 10d, vzorek 4d obsahoval pouze 1 pupen). Pupeny byly vloZzeny do
centrifuga¢nich mikrozkumavek, v prostredi tekutého dusiku nadrceny na co nejjemné;jsi
prasek.

e 730 nezralych plod(i 2 volné rostoucich ,ptacnic” byla vypreparovana embrya (vzorky H1

—H15, B1 — B15), pfenesena do centrifugacnich mikrozkumavek a homogenizovana.

Takto pfipravené vzorky byly dale pouzity k extrakci v nasledujicich protokolech:
4.1.2.2 Extrakce kitem GenElute" Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)

e Ke vzorkiim do zkumavek bylo ptridano 350 pl lyzaéniho pufru A a 50 pl lyzaéniho pufru B,
protfepdano na vortexu a prevracenim promichano. Dano k inkubaci do termobloku na 10
minut pfi 65 °C.

e Priddno 130 pl precipitacniho roztoku. Promichano a dano k inkubaci do mrazaku (-20 °C)
na 5 minut. Po inkubaci 5 minut centrifugovano pfi 13000 rpm. Supernatant pfenesen do
GenElute filtraéni zkumavky. Opét centrifugovano po dobu 1 min.

e Pro pfipravu navazani nukleovych kyselin bylo pfidano 500 pl aktivaéniho roztoku do
vazacich kolonek. Centrifugovdno 1 min., filtrat odstranén.

o Kfiltratu do filtrani zkumavky bylo pfidano 700 pl vazaciho roztoku. Prevracenim
promichdno. 700 pl smési bylo pfeneseno do vazacich kolonek, 1 minutu centrifugovano,
filtrat odstranén. Opakovano se zbytkem smési.

e Do vazaci kolonky bylo pfiddno 500 ul promyvaciho roztoku (s predem pridanym
ethanolem). 1 minutu centrifugovano, vazaci kolonky pfemistény do novych zkumavek.

Pridano dalSich 500 ul promyvaciho roztoku, centrifugovano 3 minuty.
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Vazaci kolonky byly opét premistény do novych zkumavek, pfidano 100 pl eluéniho

roztoku pfedehtatého na 65 °C. Centrifugovdno 1 min. Eluce opakovana.

Kitem GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit byly zpracovany tyto vzorky:
= 1a-10a (listy)

* 1c-10c (pupeny)

= B1-B10 (embrya)

4.1.2.3 Extrakce kitem DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio)

K pfipravenym vzorkdm bylo pfidano 75 pl DEP-25 START-Blue reagens, promichano.
Vzorky byly zahtaty v termobloku pfi teploté 95 °C po dobu 20 minut.
Poté byly vzorky ochlazeny na pokojovou teplotu a priddno 75 pl STOP reagens, obsah

promichdan. Barva se zménila z modré na bezbarvou.

Kitem DEP-25 DNA Extraction Kit byly zpracovany tyto vzorky:

= 1b-10Db (listy)
= 1d-10d (pupeny)
= H6 - H15 (embrya)

4.1.2.4 Extrakce pomoci protokolu CTAB

K vzorkdm bylo pfiddno 0,5 ml extrakéniho pufru (100 mM Tris, pH 8; 20 mM EDTA; 1 %
SDS; 2 % PVP; 2 % CTAB; 1,4 M NaCl; 1 % R-merkaptoethanol; 0,05 mg/mL proteindza K; 4
% PEG 4000; pred pouzitim pfidano 0,2 % R-merkaptoethanolu) a poté byly inkubovany
v termobloku pFi 65 °C po dobu 1 hodiny.

Po vyjmuti z termobloku bylo pfidano 70 pl 5M roztoku NaCl obsahujiciho 4 % PEG a
nasledovala inkubace pfi teploté 4 °C po dobu 10 minut. Poté byly vzorky centrifugovany
10 minut pti 13000 rpm.

Supernatant byl pfenesen do novych zkumavek a pfidano 15 pl predehratého SDS.

K supernatantu byl pfidan stejny objem (300 pl) smési fenol:chloroform:izoamylalkohol

(25:24:1) a jemnym prevracenim (30-40x) promichano.
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e Vzorky byly poté centrifugovany 10 minut pfi 13000 rpm a supernatant prenesen do
novych zkumavek a vysrazen 2/3 objemu (200 pl) izopropanolu.

e \ysrazené nukleové kyseliny byly promyty 1 ml 70% ethanolu. Centrifugovdano 10 min.,
ethanol slit a pelet ususen pfi 50 °C.

e Ziskany pelet byl rozpustén v50 ul TE pufru (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8§;

sterilizovano v autoklavu).

Timto postupem byla extrahovdna DNA u téchto vzorka:

= 1b-10b (listy), vzorky 5b, 6b a 10b, byly osetfeny 100 ul TE pufru
= 1d-10d (pupeny)
= H1-H5,B11-B15 (embrya)

4.1.2.5 Extrakce pomoci protokolu CTAB s pfidanou RNazou

e Postup totozny s predchozim protokolem.
e Na zavér k peletu rozpusténému v TE pufru pfidana RNaza A, 10 mg/ml, inkubovano 30

min. pfi 37 °C a zamrazeno pti-20 °C k dalSimu pouziti.

Timto postupem byly zpracovany vzorky:

= 1b-10Db (listy)
= 1d-10d (pupeny)

= vzorky z embryi nebyly zpracovany

4.1.2.6 Podminky PCR

12,5 ul reakce obsahovala 20—30 ng DNA, 1x Tris-KCl reakéni pufr, 2,5 mM MgCl,, 0,1 mM
dNTP, 0,1 uM paru primerl pro amplifikaci genu S-RNazy (PaCons-F1 5" MCTTGTTCTTGS
TTTYGCTTTCTT C3" a PaConsl-R2 — 5'GCCATTGTTGCACAAATTGA3’) a 0,625 U Tag DNA
polymerazy. Teplotné ¢asovy profil: 1x 94 °C 3 min, 35x 94 °C 30,56 °C30s, 72 °C120s, 1x
72 °C 600 s (thermocycler C1000, Bio-Rad).
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4.1.2.7 Elektroforéza

Vzorek byl obarven nanaseci barvou sloZzenou z 40% vodného roztoku sacharézy a 0,05%
pridavku bromfenolové a xylencyanolové modfi. Vzorky byly separovany v 1,5% agarézovém
gelu (Serva) v elektroforézovém pufru 1xTBE (Sambrook et al., 1989) pfi 120 V 30 minut a
vizualizovdny pomoci dokumentacniho systému GelDoc (Bio-Rad). Velikost PCR produkt(

byla odhadnuta na zakladé velikostniho standardu GeneRuler 100bp plus (Thermo Fisher).

4.1.2.8 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita analyza rozptylu ANOVA, konkrétné ANOVA
jednofaktorova a ANOVA dvoufaktorovd bez opakovani. Byly hodnoceny koncentrace a
Cistota extrahované DNA kvantifikované spektrofotometrickym mérenim (NanoPhotometer,
Implen). Byla vyslovena nulova hypotéza Hy nezdvislosti namérenych hodnot na metodé
extrakce pro jednofaktorovou analyzu a pro dvoufaktorovou analyzu bez opakovani nulové
hypotézy Ho' nezavislosti namé¥enych hodnot na pouzité metodé extrakce a nulova hypotéza
Ho? nezavislosti naméfenych hodnot na pouzitém rostlinném materialu, ze kterého byla DNA
extrahovdna. Parametry byly vyhodnocovany dopliikem Analyza dat pro Microsoft Excel

2010.

4.2 Vysledky

Na UV-spektrofotometru byly zméreny koncentrace ziskané DNA a zméreny poméry
absorbance A260/280 nm a A 260/230 nm. Ziskana DNA byla amplifikovana metodou PCR a
poté prenesena na 1,5% agarézovy gel a elektroforeticky separovédna. Gel byl poté
vizualizovdn na dokumentacnim zafizeni Gel-Doc (Bio-Rad). Namérené vysledky jsou

predstaveny dle jednotlivych metod.
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4.2.1 Vysledky izolace kitem Sigma-Aldrich

Tabulka 1: Vysledky izolace kitem Sigma-Aldrich, vzorky 1a — 10a

DNA z listii - extrakce kitem GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
vzorek 1a 2a 3a 4a 5a 6a 7a 8a 9a 10a primér
koncentrace DNA (ng/ul) 7,075 2,358 4,717 7,075 7,075 9,434 9,434 9,434 11,800 11,800 8,020
A260/A280 1,500 1,000 1,000 1,500 1,500 2,000 2,000 4,000 1,667 2,500 1,867
A260/A230 0,013 0,021 0,091 0,009 0,176 0,111 0,065 0,444 0,031 0,057 0,102

Tabulka 2: Vysledky izolace kitem Sigma-Aldrich, vzorky 1c — 10c

DNA z pupent - extrakce kitem GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
vzorek 1c 2c 3c 4c 5c 6C 7c 8c 9c 10c primér
koncentrace DNA (ng/ul) | 23,600 18,900 | 11,800 7,075 14,200 9,434 14,200 9,434 4,717 9,434 12,279
A260/A280 1,000 1,600 1,667 1,000 1,500 1,333 1,500 1,333 1,000 2,000 1,393
A260/A230 0,145 | 0,205 | 0,066 | 0,333 0,400 0,400 0,097 0,154 0,250 0,025 0,198

Tabulka 3: Vysledky izolace kitem Sigma-Aldrich, vzorky B1 — B10

DNA z embryi - extrakce kitem GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
vzorek B1 B2 B3 B4 B5 B6 B67 B8 B9 B10 primér
koncentrace DNA (ng/ul) | 7,075 2,358 9,434 9,434 2,358 4,717 4,717 7,075 21,200 11,800 8,017
A260/A280 1,500 4,000 1,500 2,250 2,500 2,350
A260/A230 0,098 0,100 0,031 0,692 0,263 0,237

Z vysledkl vyplyva, Ze namérené koncentrace byly velmi nizké, nejvyssi koncentrace byly
naméreny u vzork(l z pupenll. Hodnoty absorbance jsou nejasné, vysledky méreni se
opakovaly, pravdépodobné zplsobené nizkou koncentraci DNA ve vzorcich.
Elektroforeogramy ukazuji, Ze amplifikace vzhledem k velmi nizké koncentraci neprobéhla

uspésné (obr. 7 a 8).

10c 9¢c 8c 7c 6¢ 5¢ 4c 3¢ 2¢ 1c 10a9a8a7a 6a5a 4a 3a2a la

=

Obrazek 7: Elektroforeogram, extrakce kitem Sigma-Aldrich, vzorky 1a — 10a, 1c — 10c
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B10 B9 B8 B7 B6 B5 B4 B3 B2 B1

Obrazek 8: Elektroforeogram, extrakce kitem Sigma-Aldrich, vzorky B1 — B10

4.2.2 Vysledky izolace kitem Top-Bio

Tabulka 4: Vysledky izolace kitem Top-Bio, vzorky 1b — 10b

DNA z listi - extrakce DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio)
vzorek 1b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8b 9b 10b pramér
koncentrace DNA (ng/pl) | 450,000 | 590,000 | 439,000 | 467,000 | 408,000 | 314,000 | 413,000 | 415,000 | 425,000 | 342,000 | 426,300
A260/A280 1,384 1,479 1,442 1,277 1,418 1,385 1,471 1,467 1,440 1,436 1,420
A260/A230 0,437 0,430 0,470 0,436 0,494 0,530 0,529 0,521 0,514 0,514 0,488

Tabulka 5: Vysledky izolace kitem Top-Bio, vzorky 1d — 10d

DNA z pupent - extrakce DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio)
vzorek 1d 2d 3d ad 5d 6d 7d 8d 9d 10d pramér
koncentrace DNA (ng/pl) | 1 210,000 | 842,000 | 1 196,000 | 623,000 | 858,000 | 988,000 [ 979,000 | 941,000 | 698,000 | 675,000 | 901,000
A260/A280 0,526 0,425 0,428 0,667 0,617 0,511 0,637 0,482 0,569 0,482 0,534
A260/A230 0,279 0,214 --- 0,402 0,317 0,273 0,234 0,216 0,237 0,181 0,261

Tabulka 6: Vysledky izolace kitem Top-Bio, vzorky H6 — H15

DNA z embryi - extrakce DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio)
vzorek H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 prumér
koncentrace DNA (ng/ul) | 170,000 | 104,000 [ 87,300 | 35,400 | 75,500 | 203,000 | 113,000 | 170,000 | 118,000 | 68,400 | 114,460
A260/A280 1,674 1,692 1,762 1,500 1,882 1,830 1,846 1,674 1,282 1,450 1,659
A260/A230 0,600 0,595 0,638 0,556 0,681 0,656 0,593 0,686 0,595 0,604 0,620

Tyto namérené vysledky ukazuji vyrazné vyssi hodnoty koncentrace izolované DNA,
vzorky nejsou ziejmé kontaminovany polysacharidy, proteiny apod. U listd a pupen( je
patrna vyssi mira kontaminace, at uz témito latkami ¢i RNA. Elektroforeogramy téchto
vzorkd ukazuji, Ze u listl a pupent amplifikace neprobéhla v poradku (listy), nebo jen velmi

slabé (pupeny) — pravdépodobné kvuli kontaminaci, u embryi naopak amplifikace probéhla
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7 s

dle ocekdvani, byla detekovana DNA o velikosti v intervalu 300 — 500 bp (obr. 10, vzorky H6,
H7, H8, H10 — H13).

10b9b 8b 7b 6b 5b 4b3b 2b 1b

-

Obrazek 9: Elektroforeogram, extrakce kitem Top-Bio, vzorky 1b — 10b

. [ JE ron-'

' g

H15 H14 H13 H12 H11l H10 H9 H8 H7 H6 10d 9d 8d 7d 6d 5d 4d 3d 2d 1d

Obrazek 10: Elektroforeogram, extrakce kitem Top-Bio, vzorky H6 — H15, 1d — 10d

4.2.3 Vysledky izolace dle protokolu CTAB

Tabulka 7: Vysledky izolace CTAB, vzorky 1b — 10b

DNA z listt - extrakce CTAB
vzorek 1b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8b 9%b 10b priamér
koncentrace DNA (ng/ul) | 279,000 | 124,000 | 131,000 | 243,000 | 367,000 | 326,000 88,000 278,000 | 490,000 | 219,000 | 254,500
A260/A280 1,740 1,890 1,701 1,736 1,603 1,475 1,833 1,847 1,868 1,370 1,706
A260/A230 0,720 1,080 0,992 0,885 0,673 0,625 1,006 1,173 1,334 0,639 0,913
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Tabulka 8: Vysledky izolace CTAB, vzorky 1d — 10d

DNA z pupenti - extrakce CTAB
vzorek 1d 2d 3d 4ad 5d 6d 7d 8d 9d 10d prumér
koncentrace DNA (ng/pl) 5,000 5,000 2,500 1,500 2,000 1,500 3,500 3,500 5,000 5,000 3,450
A260/A280 1,429 1,667 1,667 3,000 2,000 3,000 1,750 2,333 1,429 2,000 2,028
A260/A230 0,556 0,883 0,556 0,300 0,500 0,750 0,875 1,000 0,769 0,667 0,686

Tabulka 9: Vysledky izolace CTAB, vzorky H1 — H5, B11- B15

DNA z embryi - extrakce CTAB
vzorek H1 H2 H3 H4 H5 B11 B12 B13 B14 B15 primér
koncentrace DNA (ng/ul) 9,500 13,000 3,500 11,500 13,500 4,000 20,000 39,500 11,000 --- 13,944
A260/A280 2,375 2,364 2,333 2,300 2,077 2,000 2,105 2,079 2,000 --- 2,181
A260/A230 3,167 2,600 0,875 3,286 1,688 0,800 2,105 1,681 1,222 1,936

Vysledky izolace pomoci protokolu CTAB ukazuji zejména u listll dobrou koncentraci
izolované DNA, a také dobrou cistotu. U vzorkd 5b, 6b, a 10b bylo namisto 50 pl TE pfidano
100 pl TE, zddvodu naméreného pfiliS vysokého mnoistvi DNA. V pripadé pupenl je
koncentrace signifikantné nizsi, Cistota velice kolisa, u izolace z embryi je o néco lepsi

koncentrace, hodnoty absorbance vSak napovidaji kontaminaci RNA.

Elektroforeogramy nasvédcuji velmi slabé probéhlé amplifikaci u listd a pupent (obr. 11),
o malo lepsi vysledky amplifikace je mozno vidét u embryi (obr. 12, vzorky H2, B13 a B14),

kde jsou patrné molekuly DNA o pftiblizné velikost 300 - 400 bp.

10d 9d 8d 7d 6d 5d 4d 3d 2d 1d 10bSbh8b 7b 6b 5b 4b 3b 2b 1b

Obrazek 11: Elektroforeogram, extrakce CTAB, vzorky 1b — 10b, 1d — 10d

37



B15 Bl4 B13 B12 B11 H5 H4 H3 H2 H1

Obrazek 12: Elektroforeogram, extrakce CTAB, vzorky B11 — B15, H1 — H5

4.2.4 Vysledky izolace dle protokolu CTAB se zafazenim RNazy

Tabulka 10: Vysledky izolace CTAB s RNazou, vzorky 1b — 10b

vzorek 1b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8b 9%b 10b prumér
koncentrace DNA (ng/ul) | 284,000 | 184,000 | 287,000 | 282,000 | 284,000 | 337,000 | 318,000 | 201,000 | 375,000 | 310,000 | 286,200
A260/A280 1,711 1,868 1,683 1,689 1,560 1,456 1,879 1,774 1,827 1,335 1,678
A260/A230 0,770 1,168 1,023 0,895 0,638 0,683 1,224 1,249 1,374 0,623 0,965

Tabulka 11: Vysledky izolace CTAB s RNazou, vzorky 1d — 10d

vzorek 1d 2d 3d 4ad 5d 6d 7d 8d 9d 10d prumér
koncentrace DNA (ng/ul) | 23,000 9,000 10,000 9,000 7,000 13,500 8,500 12,500 13,000 12,000 11,750
A260/A280 1,394 1,500 1,538 1,286 1,273 1,500 1,545 1,471 1,444 1,500 1,445
A260/A230 0,719 0,818 0,608 0,439 0,538 0,491 0,654 0,595 0,619 0,727 0,621

| pfi zafazeni RNazy do protokolu je u listd a pupent vidét z hodnot absorbance
kontaminace, pravdépodobné polysacharidy, polyfenoly nebo proteiny, nicméné i tak jsou
vysledky odpovidajici. Koncentrace DNA u listd je velmi dobra, u pupen( horsi. V tomto
protokolu nebyly analyzovany vzorky z embryi, vzhledem k nedostatku materialu. Z ostatnich

vysledk( je patrné, Ze by konkrétné tato analyza mohla pfinést zajimavé vysledky.

Elektroforeogram (obr. 13) ukazuje neuspésné probéhlou amplifikaci, zfejmé zpUlsobenou

kontaminaci DNA sekundarnimi metabolity.
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10d 9d 8d 7d 6d 5d 4d 3d 2d 1d 10b 9b 8b 7b 6b 5b 4b 3b 2b 1b

Obrazek 13: Elektroforeogram, extrakce CTAB s RNazou, vzorky 1b — 10b, 1d — 10d

4.2.5 Statistické vyhodnoceni vysledku

Statistické zhodnoceni by mélo ukdazat, zda existuji signifikantni rozdily mezi Uspésnosti
extrakce nukleovych kyselin jednak mezi jednotlivymi uZitymi metodami extrakce, jednak
mezi uzitymi vychozimi rostlinnymi materialy. Byly tedy vyhodnoceny vysledky 4 metod
extrakce u list(i, pupenl a embryi (u embryi pouze 3 metod) metodou ANOVA: jeden faktor,
a dale byly vyhodnoceny vysledky jednotlivych metod, a to tak, Ze byly vzaty praméry

hodnot a vyhodnoceny metodou ANOVA: dva faktory bez opakovani.

4.2.5.1 Vysledky koncentrace ziskané DNA

Metody jsou v tabulkach oznaceny nasledujicim zplsobem (SA — kit Sigma-Aldrich, TB — kit

Top-Bio, CTAB — protokol CTAB, CTABR — protokol CTAB s RNazou).

Vysledky analyzy rozptylu jsou prezentovany v tabulce jako celek, jednotlivé vypoctové

tabulky jsou v pfiloze.

o listy

Byly porovnany vSechny metody a vysledky ziskané koncentrace z listQ. Jiz z charakteru

vysledkl bylo patrné, Ze analyza rozptylu ukaze zavislost na metodé. Na hladiné vyznamnosti
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a = 0,05 Ize zamitnout hypotézu o nezdvislosti ziskané koncentrace na metodé extrakce (p <

0,05; F > Fyit), viz tabulka 16 v pfiloze.

Pro upfesnéni bylo zvoleno srovnani pouze 3 metod (s vyfazenim metody SA, kde byly
vysledky signifikantné rozdilné). | vtomto pfipadé Ize na hladiné vyznamnosti a = 0,05
zamitnout hypotézu o nezdvislosti metody extrakce na ziskané koncentraci (p < 0,05; F >

Firit), viz tabulka 17 v pfiloze.

Proto byly porovnany dvé metody, které se k sobé vysledky nejvice blizily, protokoly CTAB
a CTAB s pouzitim RNazy (v tabulce zkraceno jako CTABR). Na hladiné vyznamnosti a = 0,05
jiz hypotézu o nezavislosti metody extrakce na ziskané koncentraci nelze zamitnout (p > 0,05,
F < Fuit), viz tabulka 18 v pfiloze. Z hlediska ziskané koncentrace z list(l je tedy nepodstatné,

zda pouzijeme metodu extrakce dle protokolu CTAB ¢i CTAB s pouZzitim RNazy.

® pupeny

Byly porovnany vsechny metody a vysledky ziskané koncentrace z pupen(l. Opét
z charakteru vysledkd bylo patrné, Ze analyza rozptylu ukaze zavislost na metodé. Na hladiné
vyznamnosti a = 0,05 Ize zamitnout hypotézu o nezdvislosti metody extrakce na ziskané

koncentraci (p < 0,05; F > Fy;¢), viz tabulka 19 v pfiloze.

Proto byly porovnany i dvé metody, které se charakterem vysledkd k sobé blizily, metoda

CTABR a kit Sigma-Aldrich.

V tomto prfipadé opét na hladiné vyznamnosti a = 0,05 hypotézu o nezavislosti metody
extrakce na ziskané koncentraci nelze zamitnout (p > 0,05; F < Fyt), viz tabulka 20 v pfiloze.
Z hlediska ziskané koncentrace z pupeni je tedy nepodstatné, zda pouzijeme metodu

extrakce dle protokolu CTABR ¢i kit Sigma-Aldrich.

e embrya

V pripadé embryi byly porovnavany pouze tfi metody. Metodou CTABR nebyla DNA
z embryi extrahovana. Na hladiné vyznamnosti a = 0,05 lze zamitnout hypotézu o
nezavislosti metody extrakce na ziskané koncentraci (p < 0,05; F > Fy,), viz tabulka 21 v

priloze.
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Proto byly jeSté porovnany metody CTAB a SA, kde bylo Ize dle vysledk( predpokladat
nezavislost na metodé. | vtomto pripadé opét na hladiné vyznamnosti a = 0,05 hypotézu o
nezavislosti metody extrakce na ziskané koncentraci nelze zamitnout (p > 0,05; F < Ft), viz
tabulka 22 v pfiloze. Z hlediska ziskané koncentrace z embryi je tedy nepodstatné, zda

pouzijeme metodu extrakce dle protokolu CTAB ¢&i kit Sigma-Aldrich.

Tabulka 12: Pfehled vysledkt analyzy rozptylu — ziskana koncentrace DNA

listy (koncentrace ng/pl) pupeny (koncentrace ng/pl) embrya (koncentrace ng/ul)

SA TB CTAB | CTABR SA B CTAB | CTABR SA TB CTAB
7,075 | 450,000 | 279,000 | 284,000 | 23,600 |1210,000{ 5,000 23,000 | 7,075 [ 170,000 | 9,500
2,358 | 590,000 | 124,000 | 184,000 | 18,900 | 842,000 | 5,000 9,000 2,358 | 104,000 [ 13,000
4,717 | 439,000 | 131,000 | 287,000 | 11,800 |1196,000{ 2,500 10,000 | 9,434 | 87,300 | 3,500
7,075 | 467,000 | 243,000 | 282,000 | 7,075 | 623,000 | 1,500 9,000 9,434 35,400 | 11,500
7,075 | 408,000 | 367,000 | 284,000 | 14,200 | 858,000 | 2,000 7,000 2,358 | 75,500 [ 13,500
9,434 | 314,000 | 326,000 | 337,000 | 9,434 | 988,000 | 1,500 13,500 | 4,717 | 203,000 | 4,000
9,434 | 413,000 | 88,000 | 318,000 | 14,200 | 979,000 | 3,500 8,500 4,717 | 113,000 | 20,000
9,434 | 415,000 | 278,000 | 201,000 | 9,434 | 941,000 [ 3,500 12,500 | 7,075 | 170,000 | 39,500
11,800 | 425,000 | 490,000 | 375,000 | 4,717 | 698,000 [ 5,000 13,000 | 21,200 | 118,000 | 11,000
11,800 | 342,000 | 219,000 | 310,000 | 9,434 | 675,000 | 5,000 12,000 | 11,800 | 68,400

p < 0,05; F > Fy,;; |lze zamitnout Hy| p < 0,05; F > F;;; | Ize zamitnout Hy| p < 0,05; F > F,;; | Ize zamitnout H,

TB CTAB CTABR SA CTABR SA CTAB
450,000 | 279,000 | 284,000 23,600 | 23,000 7,075 9,500
590,000 | 124,000 | 184,000 18,900 [ 9,000 2,358 13,000
439,000 | 131,000 | 287,000 11,800 | 10,000 9,434 3,500
467,000 | 243,000 | 282,000 7,075 9,000 9,434 11,500
408,000 | 367,000 | 284,000 14,200 [ 7,000 2,358 13,500
314,000 | 326,000 | 337,000 9,434 13,500 4,717 4,000
413,000 | 88,000 | 318,000 14,200 [ 8,500 4,717 20,000
415,000 | 278,000 | 201,000 9,434 12,500 7,075 39,500
425,000 | 490,000 | 375,000 4,717 13,000 21,200 | 11,000
342,000 | 219,000 | 310,000 9,434 12,000 11,800

p < 0,05; F > Fy,;; | lze zamitnout Hy| p > 0,05; F < F,;; [nelze zamitnout Hy| p > 0,05; F < F;,;; | nelze zamitnout H,
CTAB CTABR

279,000 | 284,000
124,000 | 184,000
131,000 | 287,000
243,000 | 282,000
367,000 | 284,000
326,000 | 337,000
88,000 | 318,000
278,000 | 201,000
490,000 | 375,000
219,000 | 310,000
p > 0,05; F < Fy,;; |nelze zamitnout H,
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4.2.5.2 Vysledky Cistoty ziskané DNA (absorbance A260/280)

o listy

Pti statistickém zpracovani hodnot absorbance byla hladina vyznamnosti opét nastavena
o = 0,05. Na hladiné vyznamnosti a = 0,05 nelze zamitnout hypotézu o nezavislosti metody
extrakce na ziskané Cistoté DNA (p > 0,05; F < F;t), viz tabulka 23 v pfiloze. Bylo pfistoupeno

k dalSimu porovnani.

Ve vybéru tfi metod (TB, CTAB, CTABR) lze zamitnout hypotézu o nezavislosti metody
extrakce na ziskané Cistoté DNA (p < 0,05; F > F,), viz tabulka 24 v pfiloze. Dale byly

porovnany pouze metody CTAB a CTABR.

Zde opét, jako v pripadé porovnani vsech ¢ty metod, dle vysledkll nelze zamitnout
hypotézu o nezdvislosti metody extrakce na ziskané Cistoté DNA (p > 0,05; F < Fg.it), viz

tabulka 25 v pfiloze.

e pupeny

Jako prvni byly opét srovnany vysledky Cistoty ziskané DNA u vSech ¢tyf metod. Na prvni
pohled markantni rozptyl vysledkd se projevil i v analyze rozptylu. Na hladiné vyznamnosti a
= 0,05 Ize zamitnout hypotézu o nezavislosti metody extrakce na ziskané Cistoté DNA (p <

0,05; F > Fgit), viz tabulka 26 v pfiloze.

Vybér byl v dalSim testu zuzen na dvé metody (CTAB a CTABR), které vykazovaly nejvétsi
podobnost. Nicméné i v tomto testu Ize zamitnout hypotézu o nezavislosti metody extrakce

na ziskané Cistoté DNA (p < 0,05; F > Fy,;), viz tabulka 27 v pfiloze.

Pri hodnoceni zavislosti Cistoty extrahované DNA z pupeni je tedy moZno konstatovat, Ze

tato zavislost jednoznacné existuje.
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e embrya

U embryi byla zavislost Cistoty na metodé porovnavdna opét pouze u tfi metod. Vzhledem

ke znacnému rozptylu ve vysledcich a malému mnozstvi zmérenych hodnot u metody SA byl

proveden pouze jeden test. Na hladiné vyznamnosti a = 0,05 opét Ize zamitnout hypotézu o

nezavislosti metody extrakce na ziskané cistoté DNA (p < 0,05; F > Fg;), viz tabulka 28 v

priloze.

Tabulka 13: Pfehled vysledkl analyzy

rozptylu — Cistota ziskané DNA

listy (absorbance A 260/280)

pupeny (absorbance A 260/280)

embrya (absorbance A 260/280)

SA TB CTAB CTABR SA TB CTAB CTABR SA TB CTAB
1,500 1,384 1,740 1,711 1,000 0,526 1,429 1,394 1,500 1,674 2,375
1,000 1,479 1,890 1,868 1,600 0,425 1,667 1,500 1,692 2,364
1,000 1,442 1,701 1,683 1,667 0,428 1,667 1,538 1,762 2,333
1,500 1,277 1,736 1,689 1,000 0,667 3,000 1,286 4,000 1,500 2,300
1,500 1,418 1,603 1,560 1,500 0,617 2,000 1,273 1,882 2,077
2,000 1,385 1,475 1,456 1,333 0,511 3,000 1,500 1,830 2,000
2,000 1,471 1,833 1,879 1,500 0,637 1,750 1,545 1,846 2,105
4,000 1,467 1,847 1,774 1,333 0,482 2,333 1,471 1,500 1,674 2,079
1,667 1,440 1,868 1,827 1,000 0,569 1,429 1,444 2,250 1,282 2,000
2,500 1,436 1,370 1,335 2,000 0,482 2,000 1,500 2,500 1,450

p >0,05; F < Fy,;;

nelze zamitnout H,

p< 0,05; F > Fkrit

Ize zamitnout H,

P < 0,05; F > Fyit

Ize zamitnout H,

CTAB CTABR

1,429 | 1,394
1,667 | 1,500
1,667 | 1,538
3,000 | 1,286
2,000 | 1,273
3,000 | 1,500
1,750 | 1,545
2,333 | 1,471
1,429 | 1,444
2,000 | 1,500

p< 0,05; F> Fkl‘if

Ize zamitnout H,

4.2.5.3 Porovnani vysledku jednotlivych metod

V tomto kroku byly dvoufaktorovou metodou bez opakovani ANOVA porovnany priiméry

namérenych hodnot, a to jak v ptipadé ziskaného mnozstvi (koncentrace) DNA, tak v pripadé

vysledki absorbance A 260/280. Hladina vyznamnosti byla nastavena a = 0,05.
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e koncentrace

Tabulka 14: P¥ehled vysledku analyzy rozptylu dvoufaktorové — ziskana koncentrace DNA

koncentrace SA TB CTAB

cz listd pramér 8,020| 426,300 254,500]
cz pupend pramer 12,2794| 901,000 3,450'
cz embryi priimér 8,017 114,460 13,944

) 1 1 2 2
P1ip2>0,05 F < Fupy FF<F.

, 1
nelze zamitnout H,

, 2
nelze zamitnout H,

Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze jak metoda extrakce, tak pouzity materidl nemaji vliv na
koncentraci extrahované DNA. Pfi hladiné vyznamnosti a = 0,05 jsou obé hodnoty p; i p, >
0,05, hodnota F! < Flk,;t a hodnota F? < sz,;t. Vypocet analyzy rozptylu viz tabulka 29

v ptiloze.

Vtomto porovnani nebyla zahrnuta metoda CTABR, protoZe touto metodou nebyla
extrahovana DNA z embryi a metodika statistického vyhodnoceni nedovoluje pouzit nedplné

vysledky.
e absorbance A260/280

Tabulka 15: Pfehled vysledkt analyzy rozptylu dvoufaktorové — Cistota ziskané DNA

absorbance SA TB CTAB

Az listl primér 1,867 1,420 1,706
A z pupenl primér 1,393 0,534 2,028
A zembryiprimér 2,350 1,659 2,181

. 1 1 2 _ 2
P1ip2>0,05 F < Fe FF<Fq.

. 1
nelze zamitnout Hy,

, 2
nelze zamitnout H,

| vtomto pripadé z vysledkl vyplyvd, Ze jak metoda extrakce, tak pouzity materidl nemaji
vliv na hodnoty Ccistoty extrahované DNA, vyjadiené pomérem absorbance A 260/280. Pri
hladiné vyznamnosti a = 0,05 jsou ob& hodnoty p1i p,> 0,05, hodnota F* < F4:a hodnota F

< Pt Vypocet analyzy rozptylu viz tabulka 30 v pfiloze.
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Duvodem téchto vysledkl jsou pravdépodobné pfilis velké vysledkové rozdily v ramci
jednotlivych metod a i v ramci jednotlivych rostlinnych material(l. Z komplexniho porovnani
nelze konstatovat prevahu jedné metody nad ostatnimi, ani vyhodnost pouziti jednoho

konkrétniho materialu.
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5 Diskuse

Porovnani metod extrakce DNA pfineslo zajimavé a celkem vypovidajici vysledky,
potvrzujici, Ze extrahovat DNA zdruhu Prunus avium L., vyhovujici kvalitativné i

kvantitativné, neni jednoduché.

Do soucasné doby bylo vyvinuto a pouZito mnoho protokoll extrakce rostlinné DNA
(Saghai-Maroof, 1984; Sambrook et al., 1989; Thomas et al., 1993; Lodhi et al., 1994; Lefort
et al., 1998) véetné cetnych modifikaci. Xin et Chen (2012) konstatovali, Ze ani pro velmi
pfibuzné druhy nemusi byt vidy vyhovujici jeden protokol. Pfi hledadni optimalni metody
extrakce kvalitativné i kvantitativné vyhovujici DNA je zapotfebi vychazet z podrobného
studia obsahu latek, které by mohly extrakci komplikovat, vidy vSak bude nutné teoreticky

navrzené postupy a protokoly verifikovat experimentdlné.

Ocekavané vysledky pouzitych protokold vychazely z dostupné literatury na téma
extrakce DNA z rostlinného materialu a extrakce DNA u druhu Prunus avium L., i kdyZ tyto se
a priori nezabyvaly srovnanim jednotlivych metod, a z primarniho uréeni komercnich kitQ.
Protokol CTAB byl vytvoren pfimo pro izolaci nukleovych kyselin z rostlinného materidlu, kit
Sigma-Aldrich  je  primarné uréen  kizolaci DNA  zrostlinného  materidlu
(www.sigmaaldrich.com, 2016), naopak kit Top-Bio primarné urcen k extrakci DNA z
zivocisSnych bunék (www.top-bio.cz, 2016). Presto konecné vyhodnoceni ukazalo lepsi
vysledky jednoduchého kitu Top-Bio, zejména v pfipadé embryi, kde byly vysledky pozitivné

ovlivnény malou pfitomnosti interferujicich latek (barviv, cukr(i, gum, RNA apod.)

Statistické vyhodnoceni ukdzalo prevainé vyznamné rozdily jednotlivych metod ve
vytéznosti a Cistoté ziskané DNA, nékteré metody vykazovaly rozdily statisticky nevyznamné
(v pfipadé porovnani metod CTAB a CTAB s RNazou pfi extrakci DNA zlistl a ziskané
koncentrace, stejné tak v pripadé porovnani metod CTAB s RNazou a kitu Sigma-Aldrich pfi
extrakci z pupent a ziskané koncentrace a v pripadé porovnani metod CTAB a kitu Sigma-

Aldrich pfi extrakci z embryi a ziskané koncentrace).

Co se tyka absolutniho mnozstvi (resp. absolutnich hodnot ziskané koncentrace) nejvyssi
hodnoty vykadzala metoda kitem Top-Bio pfi extrakci z pupenl (pramérna hodnota 901,0

ng/ul), stejnda metoda pri extrakci z listd (primérna hodnota 426,3 ng/ul) a obé metody CTAB
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a CTAB s RNazou (primérnda hodnota 254,5, resp. 286,2 ng/ul). V pfipadé kitu Top-Bio nebyly
produkty lyzace z roztoku nijak odstranény a tuto vyssi koncentraci lze vysvétlit interferenci
sekundarnich metabolitd s DNA. Pokud by bylo potieba pracovat s ¢istou DNA, bylo by

zfejmé nutné vzorky dale zpracovat nékterou z extrakénich metod.

Cistota extrahované DNA dle absorbance 260/280 nm byla v absolutnich hodnotéch
nejlepsi u metody kitem Top-Bio (pramér 1,659) pfi extrakci z embryi a opét obé metody
CTAB a CTAB s RN&zou (prdmér 1,706, resp. 1,678) pfi extrakci z listh. Cistou DNA indikuji
hodnoty v rozmezi 1,7 — 1,9, sniZzeni hodnoty naznacuje kontaminaci proteiny, zvySeni pak
pfitomnost RNA (Varma et al., 2007). Vysoka Cistota DNA z embryi kitem Top-Bio je tak
pravdépodobné zplsobena nepfitomnosti ¢i pritomnosti pouze malého mnozstvi

kontaminanta.

Klicovym ukazatelem kvality extrahované DNA je jeji pouZitelnost pro dalsi analyzy
(Akkurt, 2012). Vysledky proto byly téZ podporeny amplifikaci izolované DNA metodou PCR,
kitem Top-Bio, na elektroforeogramu jsou viditelné fragmenty DNA v oc¢ekdvané velikosti cca
300 - 500 bp, slaba amplifikace probéhla u vzorkl extrahovanych z pupen( také kitem Top-
Bio a u vzork( izolovanych protokolem CTAB z embryi a pupent, amplifikace nebyla Uspésna
u vzork( ziskanych kitem Sigma-Aldrich a u protokolu CTAB s RNazou, ziskand DNA byla
pravdépodobné kontaminovana. Vzhledem k nedostatku materidlu nebyla DNA z embryi
izolovdna protokolem CTAB s RNazou, ktery by mohl teoreticky prinést dobré vysledky, a

jisté by bylo zajimavé je porovnat s vysledku kitu Top-Bio.

Neméné duleZitym faktorem pti porovndvani jednotlivych metod je jejich casova
narocnost, pracnost a cena. Z tohoto srovnani vysel v experimentu jednoznacné nejlépe kit
DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio), ktery je velice rychly (celkova doba extrakce je cca 30
minut), jednoduchy (pouziti pouze dvou pfipravenych reagencii) a velice levny zejména ve
srovnani s ostatnimi komerc¢nimi kity (4,- K¢/vzorek oproti vice nez 100,- K¢/vzorek u kitu
Sigma-Aldrich). Kit GenElute” Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) je z hlediska
¢asové narocnosti jen o néco horsi (cca 60 min.), pracnost je vyrazné vyssi (vétSi mnozstvi

kolonek, reagencii a krokl izolace), nejvétsi nevyhodou je vSak markantné vyssi cena.
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Tradiéni protokoly nejsou sice pfili§ naro¢né finanéné (cca 10,- K&/vzorek) (Curn et al., 2008),

ale jsou velice pracné, casové narocné a mnohdy vyzaduji praci s toxickymi [atkami.

Do praxe by mohla metoda izolace DNA z embryi kitem Top-Bio pfinést jednoduchou,
rychlou a levnou alternativu extrakce klasické vSude tam, kde je zapotrebi analyzovat velké
mnozstvi vzorkd, tedy napf. Slechtiteldm pfi studiu populaéni struktury a dynamiky nebo
v komerénich a semennych sadech tresné ptaci pfi studiu dynamiky opyleni. Extrakce
z embryi ovsem predpoklada mit k dispozici material, tedy jiZ plodici rostliny, coZ je casové
naroc¢né. Rychlejsi vysledky by samoziejmé prindsela spolehlivd metoda extrakce z list(.
Pfipadna experimentdlné ovérena modifikace ¢i kombinace tohoto kitu s nékterou
z klasickych extrakénich metod by mohla pfinést i méné narocnou a spolehlivou metodu
extrakce DNA pro dalsi studium diverzity, genetickych zdrojd, odrlidovych genovych

diferenci, pfi tvorbé novych odrid apod. v ramci druhu Prunus avium L.
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6 Zaver

e  Prvnim cilem této bakalarské prace bylo zmapovat v dostupné literature postupy izolace
rostlinné DNA a zejména DNA tresné (Prunus avium L.). Literdrni prameny jsou v tomto
ohledu bohaté, spiSe vSak v obecné roviné izolace z rostlinného materialu, popf. izolace u
jinych druhd. Primdrné o postupech izolace u tresSné je literatury poskrovnu, nicméné

dostupné prace byly citovany se zietelem na konkrétni postupy extrakce DNA.

e Druhym cilem prace bylo v experimentalni ¢asti kvalitativni a kvantitativni porovnani
vysledkl extrakce tfemi (alternativné ¢tyfmi) metodami ze tfi typu rostlinnych tkani. Byly
porovnany metody pomoci dvou komerénich kitl - GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep
Kit (Sigma-Aldrich, USA) a DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio, CR) a jednoho klasického
protokolu CTAB (ve variantach bez pouziti a s pouzitim RN4zy). DNA byla izolovana ze tfi typa
rostlinnych tkani (z listl, z pupenl a z embryi). Ziskand DNA byla amplifikovdna pomoci
metody PCR, separovdna naslednou elektroforézou. Vysledky byly zaznamenany a statisticky

vyhodnoceny. Cil prace byl spInén.

e Jak bylo konstatovano v teoretické ¢asti této prdace, tresen ve svych cetnych uslechtilych
odridach je velmi oblibenym ovocem s nezanedbatelnym obsahem biologicky aktivnich
latek. Pro jeji dalsi studium na molekuldrni drovni by bylo velmi vhodné mit k dispozici
spolehlivou metodu extrakce DNA ve vysoké kvalité i kvantité. Tato prace by s ohledem na

vysledky mohla nabidnout vychozi bod pro dalsi experimenty.
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10 Prilohy

Tabulka 16: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod SA, TB, CTAB, CTABR u koncentrace DNA
ziskané z lista

Faktor
Vybér Pocet Soucet Primér Rozptyl

SA 10 80,202 8,0202 8,9135684
TB 10 4263 426,3 5504,011111
CTAB 10 2545 254,5 15086,5
CTABR 10 2862 286,2 3308,4
ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 908106,0601 3 302702 50,6448452 0,0000000000005 2,866266
Vsechny vybéry 215170,4221 36 5976,956
Celkem 1123276,482 39

Tabulka 17: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod TB, CTAB, CTABR u koncentrace DNA ziskané z

listi
Faktor
Vybér Pocdet  Souclet  Primeér Rozptyl!
TB 10 4263 426,3 5504,011111
CTAB 10 2545 254,5 15086,5
CTABR 10 2862 286,2 3308,4
ANOVA
Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 167160,5 2 83580,23 10,49172068  0,000425282 3,354131
Viechny vybéry  215090,2 27 7966,304
Celkem 382250,7 29

Tabulka 18: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod CTAB, CTABR u koncentrace DNA ziskané z list(

Faktor
Vybeér Pocet Soucet = Prumér Rozptyl

CTAB 10 2545 254,5 15086,5
CTABR 10 2862 286,2 33084
ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 5024,45 1 5024,45 0,546287 0,469368196 4,413873
Vsechny vybéry 165554,1 18 9197,45
Celkem 170578,55 19
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Tabulka 19: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod SA, TB, CTAB, CTABR u koncentrace DNA
ziskané z pupent

Faktor
Vybér Pocdet  Soucet Prumér Rozptyl

SA 10 122,794 12,2794 32,01779
TB 10 9010 901 41406,44
CTAB 10 34,5 3,45 2,247222
CTABR 10 117,5 11,75 20,34722
ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 5965832 3 1988611 191,8534 3,42022E-22 2,866266
Vsechny vybéry 373149,5 36 10365,26
Celkem 6338982 39

Tabulka 20: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod SA a CTABR u koncentrace DNA ziskané z

pupeni

Faktor

Vybér Pocet  Soucet Prumeér Rozptyl
CTABR 10 117,5 11,75 20,34722
SA 10 122,794 12,2794 32,01779
ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit

Mezi vybéry 1,401322 1 1,401322 0,053521 0,819654895 4,413873
Vsechny vybéry 471,2851 18 26,18251
Celkem 472,6865 19

Tabulka 21: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnhani metod SA, TB a CTAB u koncentrace DNA ziskané

z embryi
Faktor
Vybeér Polet  Souclet Priimér Rozptyl
SA 10 80,168 8,0168 31,08018
TB 10 1144,6 114,46 2751,149
CTAB 9 125,5 13,94444 116,6528
ANOVA
Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 70533,85 2 35266,93 35,3032 0,0000000389 3,369016
Viechny vybéry 25973,29 26 998,9726
Celkem 96507,14 28
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Tabulka 22: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod SA a CTAB u koncentrace DNA ziskané

z embryi

Faktor

Vybér PocCet  Souclet  Primér Rozptyl
CTAB 9 125,5 13,94444 116,6528
SA 10 80,168 8,0168 31,08018
ANOVA
Zdroj variability ) Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 166,4383 1 166,4383 2,332714 0,145072021 4,451322
Viechny vybéry 1212,944 17 71,34964
Celkem 1379,382 18

Tabulka 23: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod SA, TB, CTAB a CTABR u Cistoty DNA ziskané

z lista

Faktor

Vybér PocCet  Soucet Priimér Rozptyl
SA 10 18,667 1,8667 0,770356
B 10 14,199  1,4199 0,003601
CTAB 10 17,063  1,7063 0,030562
CTABR 10 16,782  1,6782 0,032223
ANOVA
Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 1,02606 3 0,34202 1,63501 0,198380713 2,866266
Vsechny vybéry 7,530671 36 0,209185
Celkem 8,556731 39

Tabulka 24: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod TB, CTAB a CTABR u Cistoty DNA ziskané

z listG
Faktor
Vybér Poclet  Soucet Primér Rozptyl
T8 10 14,199  1,4199 0,003601
CTAB 10 17,063 1,7063 0,030562
CTABR 10 16,782 1,6782 0,032223
ANOVA
Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 0,498445 2 0,249222 11,26249 0,000277513 3,354131
Vsechny vybéry 0,597471 27 0,022129
Celkem 1,095915 29
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Tabulka 25: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod CTAB a CTABR u Cistoty DNA ziskané

z listG

Faktor

Vybér Pocdet  Soucet  Primér Rozptyl
CTAB 10 17,063 1,7063 0,030562
CTABR 10 16,782 1,6782 0,032223
ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit

Mezi vybéry 0,003948 1 0,003948 0,125764 0,726986068 4,413873
Vsechny vybéry 0,565066 18 0,031393
Celkem 0,569014 19

Tabulka 26: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod SA, TB, CTAB a CTABR u Cistoty DNA ziskané

z pupeni

Faktor

Vybér Pocdet  Soucet Primér Rozptyl
SA 10 13,933 11,3933 0,108869
TB 10 5,344 0,5344 0,007281
CTAB 10 20,275 2,0275 0,337743
CTABR 10 14,451 1,4451 0,009541
ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit

Mezi vybéry 11,35128 3 3,783762 32,65852 2,24982E-10 2,866266
Vsechny vybéry 4,1709 36 0,115858
Celkem 15,52218 39

Tabulka 27: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod CTAB a CTABR u Cistoty DNA ziskané

z pupeni

Faktor

Vybér Pocet  Soucet Priimér Rozptyl
CTAB 10 20,275  2,0275 0,337743
CTABR 10 14,451  1,4451 0,009541
ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit

Mezi vybéry 1,695949 1 1,695949 9,766935  0,005847576 4,413873
Vsechny vybéry 3,125553 18 0,173642
Celkem 4,821502 19
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Tabulka 28: Jednofaktorova analyza rozptylu, srovnani metod SA, TB a CTAB u Cistoty DNA ziskané z embryi

Faktor
Vybér Pocet  Soucet Primér Rozptyl

SA 5 11,75 2,35 1,05
B 10 16,592  1,6592 0,037464
CTAB 9 19,633 2,181444 0,025113
ANOVA

Zdroj variability ) Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 2,070219 2 1,03511 4,587783 0,022229035  3,4668
Vsechny vybéry 4,738084 21 0,225623
Celkem 6,808303 23

Tabulka 29: Dvoufaktorova analyza ANOVA bez opakovani, porovnani primérnych hodnot ziskanych
koncentraci z listdi, pupenti a embryi metodami SA, TB a CTAB

Faktor Pocet  Soucet Prumeér Rozptyl
czlistlh prdmér 3 688,8202 229,6067 44204,25
cz pupent primeér 3 916,7294 305,5765 265916,4
czembryiprimér 3 136,4212 45,47375 3578,111
SA 3 28,3164 9,4388 6,051759
B 3 1441,76 480,5867 156871,6
CTAB 3 271,8944 90,63148 20167,2
ANOVA
Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Radky 107329,8 2 53664,89 0,869913 0,485649118 6,944272
Sloupce 380637,6 2 190318,8 3,085085 0,154690462 6,944272
Chyba 246759,9 4 61689,97
Celkem 734727,3 8
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Tabulka 30: Dvoufaktorova analyza ANOVA bez opakovani, porovnani primérnych hodnot absorbance A
260/280 z listli, pupend a embryi metodami SA, TB a CTAB

Faktor Pocet Soucet  Priumeér Rozptyl

Az listQ primér 3 4,9929 1,6643 0,051231
A z pupend prdmér 33,9552 11,3184 0,561544
A z embryi primér 3 6,190644 2,063548 0,129726
SA 3 5,61 1,87 0,228827
TB 3 36135  1,2045 0,351092
CTAB 3 5915244 1,971748 0,058772
ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Radky 0,834292 2 0,417146 3,765798 0,120320921 6,94427191
Sloupce 1,041913 2 0,520956 4,702951 0,08902827 6,94427191
Chyba 0,443089 4 0,110772
Celkem 2,319293 8

61



