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1 UVOD

Raznorodost Zivych organisime geneticky podmina a je pirozenou vlastnosti
piirody vznikajici samovok v disledku mutaci, rekombinaci, genetického driftu
a domestikace. Vice geneticky variabilni populagpel pezivaji a vyvijeji se. Diky
genetické variabili se vyvijeji nové druhy rostlin, které jsou schogmiigpisobit se

meénicim se podminkam prdesti.

Rostlinna rozmanitost t¥dodalezitou slozku jakéhokoliv zetdélského vyrobniho
systému. Satasny stav genetické variability plodin vyznamnyclzewedélstvi je
vysledkem pirozené evoluce a vlivilovéka. Porozurdni molekularnim zakladn
biologickych jewi u rostlin je proto rozhodujici pro efektivni ochua spravu a &inné
vyuziti genetickych zdrdj rostlin. Zejména pak odpovidajici znalost genétick
rozmanitosti populaci a toho, jak ji nejlépe vyuxithd zasadni vyznam pro efektivni

spravu genetickych zdrioplodin.

Zpasohi hodnoceni genetické variability se v dneSicdoéabizi mnoho, mezi sebou
se v8ak vyrazn liSi nag. cenou a fesnosti. Hodnoceni genetické variability podle
morfologickych charakteristik nevyZzaduje nakladrechnhologie, ale je nachylné
k ovlivnéni pasobenim vajSich vlivii. Biochemické analyzy jsou rychlym igobem
vyZzadujicim pouze malé mnozstvi biologického materiale jsou omezeny pouze
skromnym pétem specifickych enzyfm Nejen proto v poslednich letech doSlo
k vyraznému ndistu @i pouzivani molekularnich metod pro posuzovanihaaéni
a vyuziti genetickych zdrajrostlin. Molekularni metody take jiz zceléepzaly hlavni
roli ve studiu fylogeneze a evoluce diubh byly pouzity ke zvySeni objemu naSich
znalosti o rozloZeni a rozsahu genetickych vau&aitt v jednotlivych druzich a mezi
nimi. Hodnoceni genetické rozmanitosti v ramci anp@pulacemi se jizdzn¢ provadi
na molekularni Urovni s vyuzitimiznych laboratornich technik, ndiglad alozymové
nebo DNA analyzy, kteréipmo neti Uroveir variability. PouZivaji se molekularni
analyzy obsahujici velké mnozstvni DNA markekteré jsou stabilni a detekovatelné
ve vSech tkanich, analyzy tak nejsou zkreslovanyy wingjSiho prostedi. Nevyhodou

molekularnich metod je zcela gstena.

Idedlni technika pouZzivana pro studium genetick@rdity by tedy nila sphovat
nasledujici kritéria: ®la by byt levna acaso¥ nenaréna; nela by generovat

mnoha@etné, v genomu rovnadmé rozptylené a nezavislé markery; éla by



poskytovat opakovatelné produktygla by mit nizkou spé¢bu DNA a pokud mozno

i nizkou citlivost na jeji mirnou degradaci; n#enby byt ilis narana na laboratorni
vybaveni a neia by vyZzadovat fedchozi informace o sledovaném genomu. Zadna
ze znamych a pouzivanych technik v&msné dob nesphuje vSechna vySe zmina
kritéria sodasré (Baranek et al., 2006), nicm&dochazi k neustalému vyvoji novych

a modergjSich technik pro hodnoceni genetické diverzity.

Predkladana bakaigka prace se zprvuémuje genetické diverzit z obecného
hlediska, jeji historii a ochrénDale se za®tuje na popsani technik jejiho hodnoceni,

zejména molekularnich a nakonec popisujderé giklady databazi genovych zdiioj



2 CIL PRACE

Cilem bakaltské prace je sepsat literarni reSerSi ¥isyjici pojem genetické
diverzity. Déle porovnattzné gistupy v hodnoceni genovych zdroyostlin, od
klasickych popisnych metod po neji@i molekularni metody a popsatkteré

databaze genovych zdioj



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Geneticka diverzita

3.1.1 Geneticka diverzita a jeji vyznam

Geneticka diverzita neboliiznorodost je dlezitou vlastnosti rostlin, ktera je
piezivani populaci a drihv neustale se #nicim prostedi. Ukazuje se, Ze jista mira
genetické variability je poebna pro stabilitu systému. Jestlize dojde ke Kmazig.
napadeni patogenem) v uniformnim systémétsimou totiz kolabuje cely. Naopak
v riznorodém systému prochazi krizasto jen wdkteré z jehocéasti a jako celek
tak Zistava stale funini.

Uloha genetické variability je zasadni. Jeji ztrahohou zn&né snizovat
schopnost fizpisobeni se novym ekologickym podminkdm, v malych uteapch
(nag. vyvolané pibuzenskym kZenim) maji obechnegiznivé disledky, které se
bezprostedre projevuji inbredni depresi, coz oznge pokles zdravi vigsledku
inbreedingu spojeného s expresi mnoZstvi Skodlivgdl v homozygotnim stavu,
adlouhodol® vedou ke zt& schopnosti adaptivni odp&édi. Tim se zvySuje

pravdpodobnost vymirani druih

Geneticka diverzita je také nezbytna pro udrzitelmwodukci plodin, protoze
VetSi ztraty charakteristik u kterékoliv populace mohomezit jeji Sance nargxiti

a pro uspsnou produkci, a zvySit tak pozadavky na lidskaacp(Rauf a Silva, 2010).

Zvyseni miry genetické diverzity jeul@zité pro ovliviovani reakce rostlin
na SkKidce a nemoci a poskytujdilezitost pro dalSi zlepSovani difuhKrom¢ téchto
piikladnych aspekt je geneticka diverzita na bazi molekularnich markeezbytna

pro genetické mapovani a Wiza pomoci markérve Slechini (Rauf a Silva, 2010).

Geneticka diverzita je vipod® uspdadana hierarchicky. Jednotlivé populace,
druhy ¢i vySSi taxony se od sebe genetickigrou ngrou lisi a tyto odliSnosti jsou
efektivne vyuzivany @i vyzkumu volrg Zijicich organism. Mezidruhové genetické
odliSnosti jsou jiz zahrnuty v konceptu druhové ediaity. O Urové nize pak stoji
mezipopul&ni vnitrodruhoveé rozdily neboli populai struktura vramci druhu. Poznani
fylogenetickych vztal mezi populacemi druhu umiZje rekonstruovat centra a cesty

Siteni drulii (fylogeografie), a sledovat tak historické &g rozsteni, které probihaly
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na pozadi posunareal a demografickych zsm. To umo#uje pochopit dnesni
charakter genetické variability a diferenciace papudruhi a jinych fylogenetickych
linii. Na jeSt nizSi Urovni pak stoji geneticka diverzita v ramopulace (Bryja et al.,
2010).

Za jeden z prvnich zaznamenanych nasledknezené genetické diverzity je
povaZzovano zhrouceni civilizace May Mexiku v desatém stoleti naSeho letétpo
vlivem problénii zpisobenych monokulturnim ¢ptovanim kukiice na terasach
podléhajicich znané pidni erozi a vlivem roziéni chorob a Sidci. DalSim z piklada
nedostaténé genetické variability plodin je hladomor v Irskde v roce 1846 doslo
kvili napadeni plisni bramborovou ke z&gpoloviny arody brambor, jelikoz se
péstovalo jen #kolik jejich odrid, coz vedlo ke smrti jednoho az dvou miliolidi
amasivni emigai viné. V jihoamerickych Andach ktakové katastofdojit
nemohlo,jelikoZz tam byl brambor domestikovan nejggifed osmi tisici lety v mnoha
krajovych odfidach. Mezidruhova geneticka diverzita, tj. genetigdkznorodost plodin,
je v podstat dana fivodem jednotlivych druin(Chloupek, 2008).

Schopnost adaptace populaceitého druhu k environmentalnim viimm je
umozréna nashromazeim (akumulaci) genetické preémiivosti. Ztrata genetické
diverzity se povazuje za negpgi probléem ze saasnych nejzavaZsich ekologickych
problémi (ukladani toxickych latek, zustovani vzduchu, kyselé deésteroze jdy,
zvySovani obsahu GQre vzduchu), protoZe je nenahraditelné (Ehrliéhdich, 1983).
Genetickou diverzitu vSak nelze raiSitak, Ze by se lidska spdieost vrétila
ke zpisobu Zivota v minulém stoleti, protoZze ma jiz jgtgavovaci navyky, a proto byly

vyvinuty jiné strategie jejiho uchovani.

Geneticka diverzita fZe byt posuzovanaiznymi zpisoby: na arovni genovych
rezerv (gene-pool), na urovni populaci, individggnomu, lokusu nebo na drovni
sekvence bazi DNA (Kresovich a Mcferson, 1992§tSWiou se definuje frekvenci
(Cetnosti) gen, ale utuje se z frekvence genoty@ zavisi na zsobu rozmnozovani
populace (Weir, 1990).

Tak byla genetickd pro#nlivost studovana na uarovni druhové (tj. mezi
jednotlivymi druhy), uvnit populaci a mezi populacemiciteho druhu. Bylo prokazano

(Hamrick a Godt, 1990), Ze asi 50 % lokustlinnych drufi bylo polymorfnich.
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Geneticka diverzita sestavala ze 78 % z diverziwité populaci a jen z 22 %

z diverzity mezi populacemi.

NejweétSim zdrojem genetické diverzity na druhové Urdwli geograficky vyskyt
(pavod populace). DalSim vyznamnym zdrojem byl sys&&cheni. U samosprasnych
druhi pripadalo 51 % z celkové genetické diverzity na rtyzdiezi populacemi, kdezto
u cizosprasnych jen 10 % a zbytek, tj. 49 % a 90pBfaadal na diverzitu uvnit
populaci. Uvedené vysledky prokazaly, Zze genetidkéerzita na Urovni populace
ponerné presré charakterizuje druhovou diverzitu a Ze i druhy onédzstené, které
maji mensi genetickou diverzitu, ji maji v podstatejré strukturovanou jako druhy
geograficky Siroce roz&né. \&tSina rozdih v diverzi€¢ miaZze byt proto vystlena
podilem polymorfnich lokus a mér rozdily na individualnim polymorfnim lokusu
(Chloupek, 2008).

3.1.2 Pivod genetické diverzity, genetick& centra, centrajpvodu

PromysSlené gstovani plodin neboli ze#délstvi zaalo asi na desetitznych
mistech nasSi planety, ale nejlepSi moznosti proikvan rozvoj civilizace byly
na euroasijském kontinentu. NémdrejSi podminky pro zeguélstvi mely Blizky
vychod od Egypta az po Syrii,i8tini vychod & ina. Tam vyskytujici se rostliny bylo
totiz mozné nejlépe a nejsnazesipvat a Slechtit a lidé si tam navic mohli ofiho

zvitata.

Kazdy z nesmirného ptu rozmanitych druin je adaptovan k zapini svého mista
ve zdanli¥ nekongné Skéle nelezis Uvniti kazdého druhu existuje jejai, citlivejsi
stupéi adaptace populaci na menSi rozdily mezi podobnjmkalitami. Tyto
adaptované populace uvndruhu jsou znamy jako ekotypy. | rostliny maji gphost,
jak reagovat na pomalé&ippdni znény, tj. produkuji v kazdé generaci individua s geny
v nové sestay (rekombinaci), a tudiz siznou ekologickou preferenci pro nové prvky
prostedi. Vlivem explozivniho néstu lidské populace v poslednich dvou &ch
tisiciletich doSlo k velmi rychlym zémam girodniho progstedi, a tak sedkteré druhy
nest&i adaptovat a vyhynou. Rostliny vyuzivané v Zdéstvi se vyvijely soukzné
s lidskymi spolénostmi a ¥tSinu z nich rozsil ¢lovek na velké plochy po celém &v.
Tak se diferenciovaly do velkého ¢to krajovych odiid, coz jsou zewmuglské
ekvivalenty ekotyf) planych rostlin.
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Vznik kulturnich rostlin je spjat s vyvojendlovéka - zen®délce, tj. ¢loveka
usidleného v blizkosti vyuzivanych kultur, jelikgZovliviioval pomoci jejich sklizeni,
dosévani a odstiiavani konkurednich druti. Tak se staly z planych rostlin plodiny,
které se liSi od svychipdki nagiklad hromadnym kéienim semen, séasnym zranim
vSech rostlin i vSech plodenstvi na rostlimerozpadavosti klas nepukanim lusk
zvétSenim wkterych organ (duziny plod viz. , zesilenime¢hterych pletiv,
nadnérnym zvySenim obsahu zasobnich latek (Guéirtuki v semenech, kenech,
hlizach), netrrnym zwtSenim zasobnich orgar(hliz, cibuli, semen). U &kterych
rostlin dosSlo ke znemoZni rastu planych druln u jinych ke ztr& moznosti
generativniho mnozeni. Zeédklskd revoluce umoznila vznik sidiiS mest, statb

a nasledé moderni kultury.

Pavodni druhy a variety plodin se podle Vavilova wiski v centrech fivodu
plodin. Jsou to zejména paidih Himalaje, HindukuSe, Blizkého vychodu, Balkanu,
Apenin a And, vyznéuji se silk riznorodymi podminkami prasdi, které se&asto
meéni (nag. v disledku fizného piibéhu paasi), takze neumdsji jednostrannou
selekci na uiité znaky. Pohid byla i bariérou vedouci k lokalni izolaci, a umda
vznik raiznych forem v jednotlivych udolich. Horské polohy wyzn&ovaly velkymi
vykyvy teplot a silnym ultrafialovym Zé&nim, coZ umozZznilo vznik mutaci d&ikendi
i u samosprasnych driih Takové oblasti jsou podle Vavilova nejen centivquu
plodin, ale i mnohotvarnosti lidskych spéémstev. V kazdém centru se totiz vedle
obilnin domestikovaly i luskoviny, coz zabezpe vyvaZzenou vyzivu lidskych
populaci. Jednalo se é&hto osm centerChyba! Nenalezen zdroj odkaz.):

l. Cina (vicgady, nahy a bezosinkatycjaen, ¢irok, pohanka, séjaredkev,
konopi, hrusg, jablai, meruika, fazol)

Il. Indie, Wetre Barmy, Pakistanu a Indonésie (ryZze, cukroktind, fazol,
okurka, citrusy, kokosova palma, brukvovité, bak)miananovnik)

[l Centralni Asie (pSenice, hrackpcka, bob, gkteré druhy fazolu, len,
meloun,fedkvitka, cibule, Spenat, meafiia, mandld, hruseé, jabla, oliva,
vinna réva, vlaSskyresak)

V. Blizky vychod (pSenice, Zito, ¢enen, cibule, salat, salatovi@pa, zeli,
mrkev, len, meloun, okurka, tykev, v&ka, jetel persky, ¥enec, vikev,

lupina, vinna réva, hruetieSei, mandldi, smokvai, viassky #eSak)

13



V. Sttedozemi (pSenice, dmen, brambory, hrachy, jetel alexandrijsky,
inkarnat, vikev, len, higice, brukvovitéfepa, oliva)

VI. Etiopie (pSenice, janen, len, hrachiocka, bob)

VII.  Jizni Mexiko a Stdni Amerika (fazol, dyhpaprika, kakao, bavinik, tabak)

VIII.  Jizni Amerika (brambor, kukice, fazol, raje, dyr¢, bavinik, podzemnice
olejna, ananas, kakao)

Oblast, kde se kulturni druh ofldl od planych forem, je jeho primarnim centrem
puvodu. Oblast, kde u nového druhu p¥ol nebo stale je&tprobiha, proces vzniku
novych forem (poddruhy, kultivary), ale nemusi de #z vyskytovat jeho plané formy,

se nazyva druhotnym (sekundarnim) centrénogu.

Genova centra jsou geografické oblasti vznik&éiténho rostlinného druhu, kde je
velka fenotypova rozmanitost forem podloZzena roztoati alel. Ve sedu genovych
center se &Sinou nachazeji rostliny se znakizenymi dominantni alelou, ktera je
puvodngjSi, zatimco na okrajich (periferiich) genovychteetastji rostliny s recesivni

.....

kulturnich druli jizZ mélo geneticky variabilnichyba! Nenalezen zdroj odkazd.).

Uzitkové druhy rostlin vykazuji v ditych oblastech sita vysokou genetickou
variabilitu, a to n&jasgji tam, kde byl druh poprvé domestikovan nebo fesgstovan
v tradicnich zemddélskych podminkach (Anonym, 2011), vihyba! Nenalezen zdroj

odkazd..

Pozdji bylo zjisténo, Ze oblasti s maximalni variabilitou udndruhi nemusi byt
identické s centry jvodu. Napiklad v Etiopii se nachazeji geneticky riginorod;jsi
druhy a formy rodu Triticum (pSenice), ale nebykzdalezen Zadny z primitivnich
piedki, a proto je prawtpodobné, Ze byl tento rod do Etiopie introdukovdréto
oblasti vykazuje velkou diverzitu cetada plodin z Blizkého vychodu, jakocipaen,
len, oves, hrach i pSenice. Takové oblasti se regzgentra diverzity.

Centra fivodu plodin jsou ze#pisné oblasti, odkud druhy pochazeji, kdezto centra
diverzity jsou charakterizovana rozsahlou genetickeariabilitou mezi genotypy
péstovanych plodin aifbuznych drufi. Centra gvodu a diverzity mohou a nemusi byt
identicka (Chloupek, 1995).
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Dulezitym faktorem domestikace rostlin a iati ktera probihala v neolitu (mladSi
doke kamenné) v tzv. ,urodnémipmeésici“ a ve stepichiedniho vychodu — od Izraele
pies Libanon, irak a Turecko, byla introgrese, tieseni a exprese gejednoho druhu
do genomu jiného, naitklad mezidruhovym KzZzenim a naslednym &mym kizenim.
Introgrese je povazovana za zakladnikkmitele evoluce, ¢asto ve spojeni
s polyploidizaci. Rostliny zavedené do kultury sénmrychleji nez rostliny plané.

Tak se i z mnoha plevektaly kulturni rostliny.

Pronenlivost kazdého znaku Ize pozorovatiaek variant. Pokud je tato
promenlivost kontinualni, jedna se podle Vavilova o hdogické fady. V nich Ize
zjistit znaky vyvojo¥ starSi, primitivigjSi, i znaky mladsi, modegjsi, a tak je mozné
sledovat i pitbéh domestikace, napu znak klasu obilnin. V oblastech, kde vyvoj

druhu trval dlouho, existuji Uplné homologidkagy (Chloupek, 2008).

DalSim z mechanisinevoluce zergdélskych plodin je geneticky drift. Jedna se
0 n&izené zminy v ¢etnosti alel wité populace, které se projeviepevSim u mensich
populaci, napiklad @i introdukci plodiny. Mize dojit ke ztrat nekterych alel tak,
Ze rostliny s nimi vyhynou. Diky tomu se introdulamé plodiny mohou zgaé liSit
od vychozi populace. V malych populacich byl ildpd do Evropy introdukovan
brambor, kultura katukovniku v Asii pochazi z 2793 semeénA plantdze sisalu

v Africe z 62 rostlin dovezenych z Floridy.

V dusledku zkulturani se mohly uchovat i spontanni mutagiegkombinace, které
by nebyly v plané populaci schopné ZivotaikRdem jsou zduzn&g kvétenstvi
u kvétaku, fizickova kapusta a ztlustly hypokotylkedkvicky.

Geneticka diverzita tedy vznikla a vznika dosudyditvodu z odliSnych genovych
center, v dsledku domestikace, tj. introdukce dasfovani, v dsledku mutaci,

rekombinaci, genetického driftu aj. (Chloupek, 2008

3.1.3 Ochuzovani genetické diverzity, geneticka eroze

Zatatkem minulého stoleti v deébrozvoje moderniho Slechtitelstvi parad®xn
doSlo k ochuzovani genetické diverzity vlivendspvani nejlepSich, tedyétginou
nejvynosrjSich odfid, casto vzajemé piibuznych, nafiklad u sladovnického §mene.

Bylo to nezbytné pro rychle rostouci lidskou popul@éstovalo se stale mérdruhi
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a odiad na stale se 2t8ujicich plochach, coz vedlo ke genetické erqmjis s néenim
nalezi§ v disledku roz&ovani orné fdy.

Tim, Ze zakaznik preferujedité odiidy a formy plodin, naifiklad odfidy obilnin
s vysokou pekiakou a sladovnickou hodnotou, takéspel a stale pispiva ke genetické
erozi. U mrkve dive existovaly i odidy s bilym, Zlutym a&ervenym kdenem €hyba!
Nenalezen zdroj odkazd.), které tak vymizely. DalSimi, kdarigpivaji ke genetické erozi,
jsou pestitelé, kteéi preferuji odtdy efektivré reagujici na §gstitelska opdaeni,

nagiklad na aplikaci hnojiv a pestidid

3.1.4 Ochrana genetické diverzity

Geneticka diverzita v mnohychiipadech pedstavuje zakladni piliudrzujici
stabilitu populaci ¥ase, a tim i fezivani druf a stabilitu ekosystéim Nové informace
jasre ukazuji velky vyznam genetické diverzity préepivani pirozenych populaci
mnoha organisina tato data dokladaji gebu implementace pojmu ochrany genetické

diverzity do celkové koncepce ochranyrpdy.

Vyznam genetické variability pro udrzitelnost bigické diverzity a evolenich
proces je ve ¥dé znam jiz rkolik desetileti. Zarrna ochrana genetické diverzity
zatala vlast® v botanickych zahradach, kterévopdre mély (Prest, 1981) napodobovat
biblicky raj a shromazshé rostliny nély i medicinské pouziti. Jiz v patém stoleiing
za dynastie Sun, &y vSechny rostliny v botanické zahgagimenovky. V roce 1447
ziidil sbirku I&€ivych rostlin ve Vatikanu papez Mikulas VIII. V déeich asi tisici
botanickych zahradach rostou desetitisice rostlindw s znich jiz zalozilo
systematické sbirky mizejicich diutlory. S padesati tisici uchovavanymi druhy je
nejvyznamgjSi botanicka zahrada v Kew u Londyna.

Skerateléci ,lovci* rostlin v neznamych krajichispeli k Sireni rostlin zejména
tim, Ze je wvysazovali v botanickych zahradach, omti na univerzitach
a ve vyzkumnych Ustavech &kiteré z nich introdukovali do kultury. Jiz asi dagnil
tisice let p. n. |. se vypravila expedice Sumiato Malé Asie, kde hledala vinnou révu,
smokvai a rize. Vedle profesiondlnich &latelh prispéli k obohacovani botanickych
zahrad i mision&, zejména jezuité. Jednim z cebdy vyznamnych siateli rostlin
byl i Humboldt (1769 — 1858), Vavilov (1887 — 1942 mnoho dalSich. Vavilov
osobré nasbiral pes Sedesat tisic vzdarkostlin, z toho térr tii tisice vzorki kukutice
(Chloupek, 2008).
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Podle sotiasné legislativy je zakdzano ziskavani a drzenékalkv rostliny
z nalezi& bez pati¢ného povoleni, pokud je uvedena v seznamu IUCNer(hational

Union for the Conservation of Nature), jedna sezigjknéna o ohrozené druhy.

V dnesni dob jsou polni sbry pro wWdecké dely provagny v oblastech vyskytu
rostlin s vysokou genetickou diverzitou a v oblabte vyraznym progdim (sucho,
mraz), kde se mohlyffyodni selekci vyvinout jedideé genotypy, zejména krajové
odrady pro dlouhou dobu gstovani. Shiraji se plané druhy rostouci v neporide
nalezistich, i plevelné, dosud rsppvané druhy, rostouci v oblastech naruSenych
¢lovékem. Cilem je ziskat maximalni genetickou diveraitiinosnou velikosti a p@m
vzorki. Shird se zvice populaci, z kazdé z nich semesaz &0-100 nahodn
vybranych rostlin, bez ohledu na ,uit®st‘ (Holdenet al, 1993). Stale vice se
pozornost pesunuje od vyru populaci nebo ekotyps projevem specifickych gén
ke skEru vzorki reprezentujicich celkovou stasnou genetickou variabilitu.iédnost
se dava drulm ohrozenym a druim vyskytujicim se v odlehlych a niégtupnych

oblastech.
Druhy rostlin byly z hlediska potenciélniho vyuZizcleny (Harlan, 1975) na:

1. Primérni gene-poglktery zahrnuje gstované druhy a druhyipuzné, z nichz je
mozné ziskat uzitmé geny pro Slecti. Druhy zde zizené se daji
s pibuznymi kulturnimi druhy #Zit, je mozné ziskat generaci F1 a F2
a segregace gémo tomto KiZzeni je pevazre normalni.

2. Sekundarni gene-poolzahrnuje druhy, ze kterych Ize femést geny
do pistovanych druf, ale ne bez ditych potizi. Ri kiiZzeni s pstovanymi
plodinami se sice ziskaji semena, ale je obtizm@sovat rostliny F1, které
casto byvaji sterilni. Potomstvo hybridnich rosttiamiva normalni segregaci
gemn, tj. potomstvo byva vyrazrpodobné jednomu z ragli.

3. Terciarni gene-pooglktery zahrnuje druhy, z nichzemos geth do pEstovanych
druhi vyZaduje specialni postupy, nebo neni mozny. Hiytiriembryo je
ale rtkdy mozné zachranit. Ziska-li se hybridni rostlitasto hyne, nebo byva
sterilni. Roubovani, techniky rostlinnych explaftatektory genasené geny

v plazmideckti virovych ¢asticich ji vSak mohou zachrénit.

Zejména pro rezistenci ke &kcaim a chorobam i pro toleranci k rigmivym

rastovym podminkam figedstavuji zdroj genplané druhy, jelikoZ byly ve svém vyvoji
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neustale vystaveny jejich tlaku. Ve srovnantibyenymi plodinami maji také mnoho

negiznivych vlastnosti.

DuleZitost ochrany genetické Urayn biodiverzity byla deklarovdna také
mezinarodni Umluvou o biologické rozmanitosti, ktena za jeden ze zékladnichacil
ochranu genetické diverzity spolu s ochranou ditaerdruht a ekosystéiin Krome
vlastniho vyznamu proifyodni stabilitu, m& pra&vgeneticka slozka biodiversity velky
vyznam praclovéka a jeho hospodskoucinnost, nebo geneticka diverzitaipdstavuje
piirozenou zasobarnu variabilnich gendtypro gipadné vyuziti ve Slechtitelstvi

a biotechnologiich (Bryjat al, 2010).

Umluva o biologické rozmanitosti (Convention on Bigical Diversity, CBD) byla
poprvé vystavena k podpisu v brazilském Rio deidama Konferenci OSN o Zivotnim
prostedi a rozvoji (UNCED) ¥ervnu 1992. V platnost vstoupila 29. prosince 1993.
Ceska republika podepsala Umluvu jiZz v roce 1993 hkiieznu 1994 u nas vstoupila
v platnost. Obsah Umluvy se neustalézpisobuje novym poznatkn a aktualnim

poZadavkm.

Clanek 6 Umluvy uklada, aby staty v souladu se svgpscifickymi podminkami
a narodnimi moznostmi vytvitly narodni strategie, plany a programy pro ochranu
a udrzitelné vyuZzivani biodiverzity nebadigpasobily k €mto strategickym ciim
jiz existujici dokumenty. Ve stémosti je mozno shrnout, Zz&eska republika
se zavazala, zac¢élem ochrany biodiverzityn situ (na pivodnich nalezistich, této
ochrar je nutné davat iednost), ex situ (mimo nalezidt, veétSinou v genovych
bankach) a udrzitelného vyuZivani rozmanitosti,emtdikovat slozky biodiverzity,
které jsou kikové nebo vyznamné pro jeji ochranu a udrziteln&iani a tyto slozky
monitorovat s @razem na aktualni p@bu ochrany. Dohledem nad giim pozadavi
Umluvy bylo po¥teno Ministerstvo zivotniho prasdi CR a Ministerstvo zegulstvi

CR. Jejich zastupci se gistiuji konferenci smluvnich stran.

Naplreni kone&ného zamru Umluvy je nepochybh namfeno na dlouhodoby
horizont a ani nejbohatSi staty & nejsou schopny dosahnout stanovenych cil
v blizké budoucnosti. Na zakladysSe zmignych zavazk a dalSich skutamosti byla
ministerstvem Zivotniho prastdi zpracovana Strategie ochrany biologické roztosini
(Brozovaet al, 2005). Jedna se o prvni dokument, ktery navrhélgadni plan postupu
v ochrai biodiverzity a byl schvalen VIAdoGR dne 25. k¥tna 2005. RleZitost
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znalosti, ochrany a udrZitelného vyuZivani bohéatbtudiverzity vCeské republice je
dana jeji geografickou polohou.

Konzervacen situ vytvari zakladni podminky pro formovani a zachovétiriogené
genetické diverzity populaci a diutv podminkach jejich irozeného vyskytu. Jde
o konzervaci celého ekosystému, jehoz jecasti. ZvlaStnim zijsobem konzervace
in situ je tzv. on farm konzervace. Je to konzervaci# pospod#eni na farm, ktera
vyuziva krajové a tradni odiidy. Tyto odfidy jsou totiz produktem dlouhodobého
vzajemneého fisobeni prosedi a selekce a tento tigpb ma ono {sobeni zachovat

a umoznit tak dalSi dynamicky vyvoj jejich diveszit

U hospodésky vyznamnych druh a ¢asto i odiéd ohroZenych vymizenim se
pouziva konzervacex situ Uchovani diverzity mimo jvodni stanovist v piirod je
vyznamnou a legitimni metodou zejména ve dvou tygeipadi. Prvni z nich zahrnuje
situace, kdy je geneticka prénlivost doteného taxonu/skupiny omezena dym
vybérem, a nebo kdyz jefpozere nizka. Druhym typem je situace, kdy je organismus
Vv prirodk na pokraji vyhynuti, a uchovaek situje poslednim vychodiskem. Z hlediska

Slechtitelského vyuZiti m& u nas vyznam hkaurpicnin a léivych rostlin.

V seznamu ohroZzenych driuliCervené kniha ohroZenych dii)hu nas jvodrs se
vyskytujicich rostlin bylo koncem sedmdeséatych Ueedeno jiz asi 50 % drih
VvV rizném stupni ohrozeni (Holut al, 1979). Podle aktualniakervenych seznainje
v Ceské republice ohrozeno 60 % diuby3Sich rostlin a 43 % drihmechorost.
Seznam ohroZzenych dnutorganisn uvedenych wervenych seznamech u nas byl,
a stéle je&tve wtSire pripadi je, podkladem historicky trathiho gistupu k druhové
ochrarg biodiverzityin situ. NejlepSi moznost jejich ochranyeglstavuji narodni parky,

ochranna pasma vodnich zdrgpastviny hor, kde je povolena jen extenzivni yest.

Nedavno byl zpracovan kvalitnitghled nefivodnich drui na nasem uGzemi
(Mlikovsky a Styblo, 2006). Biologickeé invaze, pasivni zavlékani i aktivni introdukce
nepivodnich druli organisnii, vyrazné hlavé u rostlin a Zivgicha, jsou v sodasnosti
dulezitym problémem. Invazni druhasto uspsSné konkuruji pivodnim drulim, které

mohou lokalg zcela vyEsnit. Toto nebez@é je aktualni i v chramych Gzemich.

Konzervace genetické diverziy situ v ptirozenych spol&enstvech je kompatibilni

a vzajemn se podporuje s ochranotinody, i kdyZz nejsou identické. Ochran&rpdy
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je zaméfena pedevsSim na ohroZené nebo t&myhynulé druhy a &e se na udrovni
ekosystém ¢i spoleenstev. Uchovavéani vnitrodruhové genetické diveraipopuléni

struktutry jednotlivych druinje vénovana mensi pozornost.
Ochrana planych drdh picibuznych gstovanym plodinam, sesg:

(1) integraci ochrany genetickych zdroja ochrany firody v rostlinnych

spole&enstvech a ekosystémech;

(2) vytvarenim specialnich genetickych rezerv nebo genovgckipnmimo uvedené
oblasti (Marshall, 1990).

Uveédoneni si vyznamu genetické variability u hosptaky vyznamnych Zivéichu
a rostlin vedlo k vytveni genovych a semennych bank v zaftianCeské republice.
Nicmére tyto aktivity jsou omezenyipdevsim na druhy s hospdsi@m vyznamem
a systematické shromdavani materialu, if@devsSim pak vyzkum a monitoring

genetické variability u voka Zijicich Zivaiichi a plaré rostoucich rostlin &Sinou
chybi.

Na celém s§té¢ je asi 1300 genovych bank a uchovavaji asi 90 éélkového
poitu 6,1 milionu vzork (Stehno a Skaloud, 1998), z nichZ asi polovingenbyt
duplicitni (Holderet al, 1993).

Ochranu genetické diverzity u nas ma zab&tpdarodni program konzervace
a vyuziti genofondu rostlin. V roce 1988 byla kmigto (Eelu otewena Narodni genova
banka ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby (VURV)Pnraze-Ruzyni ghyba!
Nenalezen zdroj odkazi.) s kapacitou 100-120 tisic vzdrkle zde uloZenoigs 80 tisic
vzorki. V Ceské republice je shrom&iw asi 46 tisic vzoik rostlin na &trnacti
pracovidtich (VURV Praha-RuzynZemsdélsky VU Kromgiiz, Agritec Sumperk, VU
brambor&sky Havlgkav Brod, Chmelgsky institut Zatec, Genova banka VURV
v Olomouci, VU ovocnych igtvin Holovousy, VU okrasné zahradnictviiRonice, VU
picningsky Troubsko, Vyzkumna stanice traviséa Zulsi, VU olejnin Opava,

Vyzkumna stanice virfaka KarlStejn, MZLU-ZF Lednice, Virtaka stanice Znojmo).

Genetické banky se mohou sdruzovat do siti, v rédctariych si pak recipkme
poskytuji svoje vzorky. Naléhavost konzervace gekétdiverzity je menSi u druh

u kterych se vyskytuje vice planychilpuznych drufi (nag. u ovsa, jgmene, pSenice,
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kukurice, s06ji), u cizosprasnych (depy, Zzita, kukkice, picnin) a ucasté&né
cizosprasnych plodin (u bobuiapky). Naléhava je vSak u diiuhejichz odfidy jsou
typu hybrich, klona, linii a u nichZz nejsou znamé plané&huzné druhy nebo jsou
ohrozené vyhubenim (hrachpcka aj.). Nejvhod§Si je ovSem konzervacm sity,
kdy se uchovaji populace, které se samy reprodukpfirodnich ¢i zemgdélskych
ekosystémech (Chloupek, 2008).

Obecné zasady genetické konzervace (konzervacetigde@nealiverzity) spauji

Mooney a Fowler (1991v tom, Ze:

1. Zemedelska ffiznorodost mze byt zaji&na jen fiznorodymi strategiemi.

2. Geneticka konzervace musi byt zalezitosti obecneyen zalezitosti odbornik

3. Zemkdélska tiznorodost se neda uchovat, pokud se nebude vyupioatvadz
hodnota tiznorodosti sp&iva v jejim pouzivani.

4. Zemedélska riznorodost se neda zachranit, pokud nebudou zastadresnicka
spole&enstvi.

5. Poteba fiznorodosti je trvala, vZzdyvyhubeni kazdého druhu je definitivni
(neda se zinit).

Ochrana genetické diverzity je jednim Zicmluvy o biologické rozmanitosti.
Presto v3ak #tSinou chybi aktivity k ochrangenetické diverzity €eské republice

i v zahranéi.

3.1.5 Néasledky nedostaténé genetické diverzity
Nasledky omezené genetické diverzity se projeviiy delSim¢asovém horizontu,

a to zejména (Chloupek, 2008):

» Genetickou zranitelnosti, coZ je moznost, Ze cakévany problém fdze
zpisobit velké ztraty u &Siny nebo u vSech drih urité plodiny
(nag. helmintospir6za kukice v sedmdesatych letech vlivem pouzivani
texaského typu pylové sterility, obilni rzi nebapé plis& bramboru, okurky,
aj).

Genetickou zranitelnost je moZzné zmenSit:
« Slech&nim odid s wtsi genetickou diverzitou, tj. nEipuznych odid, které
pak budou mé&nhohrozeny potencialnim problémem.
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e Monitorovanim chorob, Sidci i jinych moznych strés které mohou
ohrozit produktivitu plodin agasnym Slecknim (nag. na @ekavané sucho
pii globalnim oteplovani).

» Omezenim genetického pokroku u kvantitativnich anpk Slecheni, coz se
plodiny dosazeno vynosového maxima; wdgsto neni patrny zadny pokrok

a pak dojde nahle a ngzkavar k velkému pokroku.

3.2 Molekularni hodnoceni genetické diverzity

Z patatku se pro studium vazby a jako markery pouzivatyfologické znaky,
barva, charakteristiky vynosu, monogenni rezistesmjcelejich pouziti je velmi staré
a pouzivaji se pro posuzovani odirna zaklad ziretelného, jednotného a stabilniho
testovani (Ardley a Hoptroff 1996). Jiz v devatd@at stoleti Gregor Mendel pouzil
fenotypové genetické markery ve svych experimentddbzaji vedly fenotypové

genetické markery prbrosophila melanogasteke zrozeni teorie genetické vazby.

Morfologické markery maji v porovnani s ostatnittidami markel jednodussi
vyuziti, jsou snadno sledovatelné, ale mohou byivoiny vrgjSim prostedim. Jsou
omezeny p&tem a rkteré z nich (naip barva kettu) se objevuji az v z&vecnych
fazich vyvoje rostlin, takZze je u nich nemoziaéné vyhodnocovani. Mezi tyto markery

pafti nagiklad pigmentace rostlin, vernalizace nebo odgdona patogen.

Morfologicka charakteristika nevyzaduje nakladné&htelogie. Casto jsou
ale pro tyto experimenty p@bné velké plochy iy, diky ¢emuz mohou ve vysledku
byt draZSi nez molekularni hodnoceni. Posuzovaastindsti jsou navi€asto nachylné
k fenotypové plastici naproti tomu umaiuji posoudit variabilitu v fitomnosti zrén

Zivotniho prostedi.

Hlavni nevyhodou morfologickych markerje jejich nedostatek aasta,
jiz zminovana, zavislost na ¥$im prostedi. V disledku toho nejsou za pomoci
morfologickych marker proveditelné kompletni genomové testy, které jsou
pozadovany pro analyzu lokusu kvalitativniho zndQTL — quantitative trait loci).
Podobné omezeni plati pro pouziti isozymovych nrarkBoehlman, J.M. and Sleper,
1995). Omezeni fenotypovych genetickych markeedla k vyvoji DNA markei,

tj. molekularnich marker
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Analyzy genetické rozmanitosti jsou obvykle zalog@a posouzeni rozmanitosti
jedince s vyuzitim bdi allozymi (tj. rizné formy enzymu, které jsou kédovany podle
raznych alel na stejném lokusu) nebo molekularnicinkerd, které maji tendenci byt

selektivré neutralni.

Proteinové metody, jako alozymova elektroforezzhyba! Nenalezen zdroj
odkazi.) a molekularni metody, jako analyza DNAirpo meti genetickou variabilitu a
poskytuji jasnou f@dstavu o Urovni genetické variabilityfijomné v druhu nebo
polpulaci (Karp, 1996), bezimého ovlivieni faktory Zivotniho prosedi. Maji vSak tu
nevyhodu, Ze jsou pa¥mé nakladnécaso¥ nara@né a pro analyzu vyzaduji vysokou

arovei odbornych znalosti a materialu.

3.2.1 Biochemické markery

Pouziti biochemickych markierzahrnuje analyzu zésobnich proteisemen
aizoenzyni. Tato technika vyuziva enzymatickych funkci a @ativné levnym,
ale &innym zpisobem ndteni frekvence alel pro specifické geny. Alozymyerktjsou
alelické varianty enzyi poskytuji odhad genovych a genotypovych frekvenaiitt

populaci a mezi nimi.

Proteinové markery se pouZivaji nejen k hodnocenéetické variability, ale také
napiklad k charakteristice odd pri registr&nim fizeni; identifikaci izol&t patogen,
avSak se siavymi Uspchy; stanoveni podilu cizoopyleni; selekci podle
markerovacich gen nag. na rezistenci kvirdzam; kontrole introgrese igen
z piéibuznych planych drdhnebo primitivnich forem, ndppii mezidruhovém KZzeni,
somatické hybridizaci atd. a hodnoceni hybridnosti.

Hlavni vyhody &chto tymi markefi spaivaji v posuzovéani kodominance, absenci
epistatickych a pleiotropickych ¢iinkt, snadnosti pouziti a nizkych nakladech.

Nevyhody izoenzyrin zahrnuji:

(1) existenci jen mala isozymovych systéma druh (ne vice nez 30), skolika
odpovidajicimi markery, proto je rozliSeni diveyzdmezeno, ale pro praktick&aly

to postéuje;

(2) k dispozici je omezeny pet polymorfnich enzymatickych systém
a enzymatické lokusyipdstavuji jen malou a nelibovoln@ast genomu (vyjd&nou
¢ast), a proto pozorovana variabilita nemusi byicld procely genom;
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(3) i kdyz tyto markery povoluji velké mnozZstvi vkd, které maji byt
analyzovany, srovnani vzarkz riznych druf, lokusi, a laboratéi je problematické,
protoZze jsou ovliveny extraknimi metodami, rostlinnymi tk&mi, a stadiem,

ve kterém se rostlina nachazi (Mondehial, 2009).

Takové markery seédi jako jednoduché Mendelovy faktory a heterozygoty

vétSinou vykazuji kodominanci.

K identifikaci €chto izoenzym se vyuzivaasta odliSnost jejich izoelektrického
bodu. Biochemicka analyza je zaloZena na separat@ipi do specifickych pruhovych
Sablon. Jedna se o rychlyigob, ktery vyZaduje pouze malé mnozstvi biologickéh
materialu. Biochemické markery mohou byt pouZivatgjre jako DNA-markery,
ale jsou méa spolehlivé, jelikoz je jejich vyskytakdy ovliviiovan vyvojovym stadiem
rostliny (lisi se v jednotlivych organech), napaiderviry, hladinou éstow aktivnich
latek apod.

3.2.2 Molekularni markery
Molekularni markery pracuji tak, ze zvyrazni rogdjbolymorfismy) v ramci
nukleové sekvence mezaanymi jednotlivci. Tyto rozdily zahrnuji inzercegldce,

translokace, duplikace a bodové mutace. NezahvBaj aktivitu specifickych gén

Krome toho, Ze jsou relativnodolné proti faktakm prostedi, maji molekularni
markery tu vyhodu, Ze: (1) se vztahuji na vSeckiagti genomu (introny, exony
a doprovodné oblasti); (2) nevykazuji pleiotropiakgbo epistatické dinky; (3) jsou
schopny rozliSit polymorfismy, které neprodukujinééypove rozdily a koriee,
(4) rekteré z nich jsou kodominantni (Mondigti al., 2009).

Razné pouzité metody jsou zaloZzenydbna omezeni hybridizace nukleovych
kyselin nebo na bazi polymerazoigzové reakce (PCR), nebo obojim (\dkyba!
Nenalezen zdroj odkazii. pro seznam hlavnich molekularnich metod analykyphmée
toho mohou &zné techniky posuzovat Gumarkery multilokusu, nebo singlelokusu.
Markery multilokusu umaiuji soulgzné analyzy &kolika genomovych lokus které
jsou zaloZzeny na principu amplifikace nahodnychootozomovych vlastnosti pomoci
oligonukleotickych primar s libovolnymi sekvencemi. Tyto typy markejsou také
definovany jako dominantni, neb@® mozné pozorovatiftomnost nebo absenci pasma

pro jakykoliv lokus, ale neni mozné to rozliSit @tlrozygotnich (a/-) a homozygotnich

24



podminkach pro stejné alely (a/&aopak singlelokus markery vyuZivaji sondy nebo
primery specifické pro genomové lokusy a jsou sdyophybridizovat nebo
amplifikovat chromozomoveé vlastnosti se znamymiveelkcemi.Jsou definovany jako
kodominantni, nelib umoziuji rozliSovani mezi homozygotnimi a heterozygotnim
lokusy (Mondiniet al, 2009).

Molekularni markery mohou nebo nemusi souviset Botigovou expresi
genomovych vlastnostOproti konvegnim, fenotypovym alternativdm nabizeji mnoho
vyhod, protoZe jsou stabilni a detekovatelné veclvsikanich bez ohledu nast,
diferenciaci, vyvoj nebo obranny stavity. Krom¢ toho nejsou zkreslovany Zivotnim

prostedim, pleiotropnimi a epistatickyméiaky.
Oproti morfologickym markém maji molekularni tyto vyhody (Chloupek, 2008):

» Lze identifikovat mnoho markéy

» lze pouzit porérn¢ velky paiet alel,

» molekularni markery seétsinou @&di kodominantd, coZz umo#uje rozliSeni
homozygot a heteroozygat

» neovliviyji je vlivy prostedi,

> vytvéreji ponerné husty rastr ($) lokusi, rovnongrné rozctleny v genomu.

Molekularni analyzy obsahuji velké mnozstvi DNAletkmlarnich marke, které
mohou byt pouzity pro analyzu variabilitfRizné markery maji izné genetické
vlastnosti (mohou byt dominantni nebo kodominanmmihou zesilovat neznamy
nebo charakterizovany lokus, mohou obsahovat vgj#&l nebo nevyj&dné sekvence,
atd.).

Zakladni markerové metody mohou byt réledy do dvou kategorii:
(1) metody nevychazejici z PCR (nonPCR) nebo metadzaklad hybridizace;

(2) metody na zakladPCR. Viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi. pro srovnani

nejpouzivagjSich markei.
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3.2.3 Metody nevychazejici z PCR (nonPCR)

3.2.3.1 Restrikéné hybridizaéni metody

Molekularni markery na bazi resté¢ hybridizanich metod byly pouZity
pro studium rostlin relativh brzy a kombinovaly pouziti resttikich endonukleaz
a metod hybridizace (Southern, 1978gstrikkni endonukleazy jsou bakterialni enzymy
schopné rozgthat DNA, identifikovat konkrétni sekvence palinohio a vyrakit
polynukleotické fragmenty s variabilnimi roZmng (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.).
Jakékoli zmndny v sekvencich (tj. bodové mutace), mutace mezmiwpolohami (tj.
delece a translokace), nebo mutace dgwmista enzymu, mohou generovat odchylky v

délce restrikniho fragmentu ziskaného po enzymatické&pesti.

RFLP markery a markery variabilniho mnozstvi tandeyh repetic (VNTRS)
jsou piklady molekularnich markér zaloZzenych na restdké hybridizanich
metodach. U RFLP je polymorfismus DNA detekovanrtdibaci chemicky ozngené
DNA sondy na Southern blot DNA &tené restrignimi endonukledzami, coz vede
k rozdilnému profilu DNA fragmentlRFLP markery jsou relativrvysoce polymorfni,
kodominant® dédiéné, vysoce replikovatelné a unioii sowasny screening mnoha
vzorki. Znaky DNA mohou byt analyzovany opako¥astripovanim a fesondovanim
(obvykle osm az deset krat) siznymi RFLP sondamispndou se rozumi Usek
jednaetézcové DNA, ktery m& sekvenci jako detekovany genplpvykle oznéena
radioizotopem fosforu, ktery ji umagje detekovat)Nicmere tato technika neni velmi
casto pouzivana, protoZze f@mso¥ narana, vyzaduje draha a radioaktivni/toxicka
¢inidla a velké mnozZstvi vysoce kvalitni genomové ANKromé toho pispiva
ke slozitosti metodiky i@dpoklad znalosti fiedchozi sekvemi informace pro stavbu
sondy €hyba! Nenalezen zdroj odkazid.). Tato omezeni vedla k vyvoji nového souboru
mére technicky slozitych postuipzndmych jako technik zaloZzenych na PCR (Mondini
et al, 2009).

3.2.4 Markery zaloZeny na amplifika¢nich metodach (odvozeny od PCR)

PouZziti tohoto typu markeru bylo exponencialniledgjici vyvoj polymerazové
fettzové reakce (PCR) od Mullist al (Mullis et al, 1986). Tato metoda sfiga
v amplifikaci rekolika jednotlivych produkt DNA vyplyvajicich z oblasti DNA, které
jsou lemované oblastmi s vysokou shodnosti s pgimigito oblasti musi byt dostate:

blizko u sebe, aby umoznily fazi prodlouzeni.

26



Pouziti ndhodnych primeér piekonalo omezeni tpdchozi znalosti sekvence
pro PCR analyzu a je pouzitelné pro vSechny organisisnadnilo vyvoj genetickych
markefi pro izné &ely. Metody zaloZzené na PCR mohou byt déale ¢exy/ do dvou
podkategorii:

(1) metody nahodného pouziti primeru na zakld@CR nebo sekvence

pro nespecifické metody;

(2) sekvenn¢ cilené metody zaloZzené na PCR. Na zakkatho byly vyvinuty
dva iizné typy molekularnich markerRAPD a AFLP (Mondinkt al, 2009).

3.2.4.1 Polymorfismus délky ndhodré amplifikovanych fragmentia (RAPD)

Jednou z aplikaci vyuZzivajici polymerazose&zové reakce je RAPD metoda
(z anglického ,Random Amplified Polymorphic DNA“Poprvé byla tato metoda
popsana v roce 1990. RAPD markery byly prvni mdi@ki markery na zakl@dPCR
pro pouziti k analyzam genetické rozmanitosti (WedssMcClelland, 1990; Williams
et al, 1991).

Oproti klasické PCR pouZziva pouze jeden primeraarilvyhodou je, Ze pro jeji
pouziti neni pdeba znat konkrétni sekvence cilovych oblasti DNAPR markery
jsou generovany prastnictvim nahodné amplifikace genomové DNA za pduZi
kratkych primeii (dekamei), dochazi k od&eni ziskanych fragmettna agar6zovém
gelu v gitomnosti ethidiumbromidu a nakonec vizualizaci pdtlafialovym sétlem
(Chyba! Nenalezen zdroj odkazli. a Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Vytvaieni RAPD
markefi je zalozeno na pra¥dodobnosti, Ze sekvence DNA komplementarni
k pouzitému kratkému primeru (obvykle 10-mer) gemplatové DNA na obou
retézcich vzajema vyskytuji v takovych vzdalenostech, které jsou poiPCR reakce
jese amplifikovatelné (Baranelet al, 2006). Pouziti kratkych primirje nutné pro
zvySeni prav&podobnosti, tzn., Ze kdyZ jsou sekvence nahodné, jsou schopné naijit

homologni sekvence vhodné pro popisovani.

Jelikoz tento Hstup nevyZaduje Zadnérguichozi znalosti analyzovaného
genomu, niZze byt pouzit u vSech drtithza pouZziti univerzalnich primier Hlavni
nevyhodou této metody je, Ze profilovani je zavisé reaknich podminkach, které
se mohou it mezi laborattemi; i rozdil stupa teploty je dostéujici k vytvareni
raiznych modal. VétSina RAPD markdr vykazuje v diploidnich organismech
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dominantr/recesivni charakter, to znamena, Ze fragment DNAst@ molekularni
hmotnosti je u &kterych jednotlivé amplifikovan a u &kterych ne. RAPD markery
jsou tedy ddény v ramci mendelistickych pravidel, a proto obwkheni mozné

rozliSovat heterozygotni organismy od homozygotnich

RAPD analyzy zachycuji mutace v mnohetsy oblasti, nez kterou pokryvaji
samotna mista komplementarity DNA a primerdi RAPD jsou ponirné ¢asto

zaznamendavany wisiny organism polymorfni signély (Baraneét al, 2006).

LibovoIné primerovanad polymeradzovéettzovad reakce (AP-PCR) a DNA
Amplification Fingerprinting (DAF), jsou nezavista sols vyvinuté metody, které jsou
variantami RAPD. Pro AP-PCR (Welsh a McClelland9@y se pouziva jediny primer,
10-15 nukleotid dlouhy a zahrnuje amplifikaci dvou gaieenich cykii PCR i nizké
narainosti. Zbyvajici cykly jsou potom provéaly za vysSi nakmosti zvySenim teploty
pii popisovani.

3.2.4.2 Polymorfismus délek amplifikovanych fragmenti (AFLP)

K ptekonani omezeni reprodukovatelnosti spojené s RAR@R vyvinuta
metoda AFLP holandskou spoiesti Keygene (Vost al, 1995; Zabeau a Vos, 1992).
Jednd se o alternativu RAPD na bazi DNA fingerprgu. Tato metoda je zaloZzena
na kombinaci hlavnich technik analyz: ¢@ni DNA pomoci restrilnich
endonukleazovych enzyima technologie PCRro ziskani specifickych selektovanych
restrikknich fragment celkové DNA jakéhokoliv jedince, tedy ndp genomem,
za vysoké miry opakovatelnosti pokudize ji povaZzovat za fipchod mezi RFLP
a RAPD markerovymi metodami, nebe sol# spojuje vykon RFLP s flexibilitou
technologie na bazi PCR (Mondigi al, 2009).

Multilokusovd analyza AFLP m& mnohem vy3Si schopneezliSeni
polymorfismu alel nez metoda RFLP (Balatral, 1999) a je velice vhodnou metodou
pro studium genetické variability na arovni déuki populaci u Siroké Skaly organigm
(Uthicke a Conand, 2005)

Pary primeit pouzité pro AFLP obvykle produkuji 50-100 paseiednom testu. Rt
amplifikacnich produki na AFLP testu je funkci gtu selektivnich nukleotid
v kombinaci AFLP primar, motivi selektivniho nukleotidu, obsahu GC, a velikosti

a slozitosti fyzickeho genomAFLP generuje fingerprinting jakékoliv DNA bez otile
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na jeji zdroj a bez jakékolirfpdchozi znalosti sekvence DNA&NiIna fragmenit AFLP
odpovida jedinénym pozicim na genomu, a proto mohou byt vyuzijakg orient&ni
body @i genetickém a fyzickém mapovafiato technika ize byt pouzita k rozliSeni
blizce gibuznych jedind na arovni poddruln (Althoff et al, 2007) a mze také
mapovat geny.

Zdroje polymorfisnt AFLP jsou fiznorodé a mohou byt #apobeny:
(1) mutacemi restritniho mista, které vyt¥aji nebo odsthiauji restrilkcni misto;

(2) mutacemi sekvenci obklopujicich restrik misto, komplementarnich

s prodlouzenim selektivnich printelumoziujicich gipadné popisovani primeru;

(3) inzerci, duplikaci nebo delecemi u¥namplifikovanych fragmerit Tyto
mutace mohou Zsobit vyskyt/zmizeni fragmentu nebo jeho &y (zvySeni,

nebo snizeni) amplifikovaného fragmentu (Mondinal,, 2009).

AFLP je finartné naranéjSi metoda. Jeji nevyhodou je, Ze se jedna o dartniha

marker s obas nejistym fivodem a homologii fragmeint

3.2.4.3 Markery specifické sekvence na zaklaélPCR

Odlisny gistup k libovolné PCR amplifikaci spiwva v amplifikaci cilovych
oblasti genomu pomoci specifickych priinerS gichodem sekverai techniky
s vysokou propustnosti bylo generovano velké mroastormaci o DNA pro genomy
mnoha druhb rostlin (Yuet al, 2002). Byly vytvéeny Expressed sequence tags (EST)
mnoha drufi plodin a tisice sekvenci byly zaznamenany jako riténfunkcni geny
pomoci vykonnych nastnbj bioinformatiky. EST jsou jednodusé&telné sekvence
ziskané zcasténého sekvenovani hromadnych mRNA figokteré byly reverzé
piepsanay do cDNA. ESTové knihovny poskytuji snimlepigvyjadienych v tkani
v dol® a za podminek, ve kterych byly odebrany vzorky y&@oa Vision, 2007).
Navzdory ¢mto vyhodam vSak EST-SSR nejsou bez nevyhod. Jednprobléni
s SSR obecahje moznost vyskytu nulovych alel, které se redanplifikovat kvli
rizné poloze primeru, a tak nevytef viditelny amplikon, protoZze cDNA, ze které
jsou odvozené EST, postrada introny. DalSim problanje, Ze nerozpoznana mista
sestihu intronu by mohla naruSit mista navazani primeaZ by nélo za nasledek
selhani amplifikace. A korteé, jelikoZ jsou EST-SSR umisty v genech, a tak u vSech
druhi vice konzervovany, mohou byt n#mpolymorfni nez neznamé SSR kbl
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pouziti EST ma tato omezenkkolik funkci knihoven sekvenci EST z nickl@ cenny
zdroj pro zachovani a vyvoj genetiky. EST jsou fgaredrojem pro identifikaci genév
propojenych markér s vySSi Urovni polymorfismu, které mohou byt tgkduzity

v mnoha pipadech Uzceifbuznych drufi (Karaiskouet al, 2008). ESTové knihovny
jsou také dobrym vychozim bodem pro vyvoj nastrpjo studium genové exprese,
jako jsou DNAGCipy nebo kvantitativni PCR test (Gadf al, 2002).

3.2.4.4 Markerova metoda na zaklad mikrosatelitd

Mikrosatelity nebo repetice jednoduchych sekven8§SK) jsou sady
opakovanych sekvenci nalezené v ramci eukaryotitigenoni (Bell a Ecker, 1994)
av rekterych genomech prokaryot. Skladaji semmohokrat se opakujicich
jednoduchych moti¥ o délceobecrg mezi 2 az énukleotidy jako jsou nap (A/T),,
(AG/CT),, (GATA/TATC),. Tyto opakujici se motivy jsou nazyvany jednotkpetice
(Rosypal a kolektiv, 2001). Jejich celkova délkayitbe negesahuje 100 pb.

Mikrosatelity jsou obvykle rovnosmné rozmisény nagic genomem a vykazuji
relativne vysokou miru polymorfismu mezi jednotlivymi genpyy Polymorfismy
spojené s konkrétnim lokusem jsouigpbeny rozdily v délce mikrosatelitu, ktera zase
zavisi na p&tu opakovani zakladniho motivu. Rozdily wpotandemow¥ opakovanych
jednotek jsou zejména visledku proklouznuti standardu vipi&hu replikace DNA,
kde opakovani umaiiji parovani pomoci odstrami nebo pidani opakovani
(Schlotterer a Tautz, 1992). JelikoZ je prokluzavah replikaci pravépodobrjsi
nez bodové mutace, mikrosatelitové lokusy byvajpduyariabilni. Mikrosatelitové
testy ukazuji rozsahlé meziindividualni déelky pobmismu kEhem PCR analyzy

unikatnich lokug pomoci diskriminanich primerovych sad (Mondiet al, 2009).

Ve srovnani s RFLP technikou kladou mikrosateligngi naroky na laboratorni
vybaveni, vyzaduji mnohem menSi mnozstvi izolovaDBIA, vykazuji vysSi
polymorfismus a jsou potencidlrmutomatizovatelné. Jelikoz je kazdy lokus defimova
konkrétni primerovou sekvenci, mohou byt vyslediSRSanalyz snadno porovnavany
mezi fiznymi pracovisti, narozdil od metod AFLP a RAPDod8em iteba brat v potaz
mozné problémy se spravhymcéenim velikosti vyslednych produktkdy se utena
délka alel nize mezi tiznymi experimenty i v ramci jednoho pracowishirné meénit
(Baraneket al., 2006).

30



Mikrosatelity jsou velmi popularni genetické mankemeba@ maji: kodominantni
deédicnost, vysokou hojnost, obrovsky rozsah alel divgrzednoduchost posuzovani
SSR velikosti variability progednictvim PCR s pary doprovodnych pritine@rvysokou
reprodukovatelnostiNicmére vyvoj mikrosateliti vyZaduje rozsahlé znalosti sekvenci
DNA a rekdy podcaéuje neteni genetické struktury, a proto byly vyvinutiedevsim
pro zengdelské druhy, spiSe nez pro véldijici druhy. Rivodni metody byly zaloZzené
hlavrée na hybridizénich technikach, iixemz no¥jSi jsou zaloZzeny na PCR (Gupta
a Varshney, 2000). Hlavni molekularni markery zef@& na posouzeni variability
sekvenci vytvéené mikrosatelity jsou (Mondinet al, 2009): STMSs (Sequence
Tagged Microsatellite Site), SSLPs (Simple Sequdmmagth Polymorphism), SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms), SCARs (Sequer@earacterized Amplified

Region) and CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic &ates).

3.2.5 Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP)

Zmeny jednotlivych nukleotil sekvence genomu jediin@opulaci jsou zname
jako SNP markery, dkdy také nazyvané jako geneticky marker nové gemera
vyskytujici se ve form jednonukleotidovych bodovych mutaci - inzerce/dele
(tzv. InDels). SNP jsou nejhajjsimi molekularnimi markery v genomu. Jsou Siroce
rozptyleny po celém genomu s prémivym rozcélenim mezi druhy. SNP jsou obvykle
pirevliadajici v nekddujicich oblastech genomu. Kdyz SHP gitomen v ramci
kodujicich oblasti, je mozné vyteni bul’ nesynonymnich mutaci, které vedou
ke znené sekvence aminokyselin (Sunyaet al, 1999), nebo synonymnich mutaci,
které nemini sekvenci aminokyselin. Synonymni &my mohou ovSem gmit sestih
MRNA, coZz vede k fenotypovym rozdih (Richard a Beckman, 1995). SNP
jako markery mé# podléhaji mutacim nez mikrosatelity a jejich deteke relativis
snadna. ZlepsSeni v technologiich sekvenovani aemvydostupnosti rostouciho ¢to
EST (Expressed sequence tag) sekvehispito analyzami mozné genetické variability

piimo na drovni DNA.

VétSina SNP  genotypovych anylyz je zaloZzena na: watelspecifické
hybridizaci, oligonukleotidové ligaci, prodlouZzepiimeru nebo invazivnim &eni
(Sobrinoet al, 2005). Metody genotypizacesetre DNA cipu, alelow specifické PCR
a metody prodlouzeni primeru zaloZzené na SNP jdmylaSt atraktivni pro jejich

vysokou datovou propustnost a jejich vhodnost protomatizaci. PouZzivaji
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se pro Sirokou Skaluc¢eli, véetre rychlé identifikace odid plodin a vystavbu ultra
vysoce hustych genetickych map (Mondihial, 2009).

3.2.6 Markery zaloZené na jiné nez genomové DNA

Hlavnim rysem eukaryotickych bé&ék ve srovnani s prokaryotickymi je
piitomnost fiznych vnitrobus¢nych organel. Organely jako mitochondrie
a chloroplasty maji gy pavod v symbidze s primitivnimi bikami a narozdil od dalSich

organel maji vlastni genetickou informaci.

Existuji proto i vysoce informativni ifstupy ke studiu genetické variability
zaloZené na detekci mikrosatelitnich sekvenci alyae skuténosti, vzhledem k jejich
uniparentalnimu rezimuignosu, chloroplastové (cpDNA) a mitochondrialni e
(mtDNA) vykazuji izné vzory genetické diferenciace v porovnani srjagai alelami
(Provanet al, 1999). V dsledku toho byly, krom jadernych mikrosatelit rovnsz
vyvinuty markerové metody zaloZzené na chloroplagthv a mitochondriélnich

mikrosatelitech.

CpDNA., ktera je maisky zdtdéna ve ¥tSin¢ rostlin, se ukazala byt¢innym
nastrojem pro fylogenetické studie. Vzhledem keSmyigimu se p&u aktualnich
piipadi vnitrodruhovych odchylek pozorovanych v cpDNA, stxje dalSi moZnost
analyzy genetické variability v ramci jednoho drylli et al, 1991; McCauley, 1994).
CpDNA byla dolle zachovana v genomu, a ustedku toho byla Siroce vyuzivana
pro studium populaci rostlin pomoci PCR-RFLP a mesekvenovani (McCauley,
1994). Jsou také pouzivanyi @nalyze genetické rozmanitosti (Claek al, 2000)
a pi ziskani fylogeografie rostlinnych populaci (Shetwal, 2005).

Naopak mitochondrialni DNA u rostlin neni vhodnyrastrojem pro studium
fylogeneze a genetické rozmanitosti, jelikoZz je rititativné vzacna. Analyzovat
strukturu rostlinnych mitochondrialnich genbne obtiznécasté&né proto, Ze se jejich
struktura rychle rni (Repkova, 2013).

Na jaderné uarovni je dalSim typem sekvenéasto pouzivané pro studium
genetické diverzity, ribozomalni RNA (rRNA). Ribamrdlni RNA geny jsou umi&ty
na specifickych chromozomalnich lokuse®dor a organizovany v tandemovych
repeticich, které Ize opakovat az tisickrat. Vzhhack tomu, Ze &které oblasti rRNA

jsou dolie zachovalé u eukaryot,fquistavuje jejich zkoumani velmi uZitey
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fylogeneticky nastroj. Naopak, ostatni oblasti,gjg&ou "Internal Transcriber Spacers"”
(ITS) jsou tak variabilni, Z2e mohou byt pouZity knafyze polymorfismu

na vnitrodruhové arovni (Mondirat al, 2009).

3.2.7 Molekularni markery zaloZzené na transpozonech

Prestoze vlozeni transpozonuibe mit Skodlivé &inky na hostitelské genomy,
transpozény jsou povaZzovany zéeFité pro adaptivni evoluci a mohou byt nastrojem
pro ziskavani novych znaKGray, 2000)Transpozonyghyba! Nenalezen zdroj odkazi.)
neboli mobilni genetické elementy tapravidelnou sotést genor rostlin. Casto
navozuji mutace gén jsou odpov¥dny za pestavby chromozoin a mohou penaSet
nové znaky (horizontalni genovy transfer), vizegan et al. (nedatovano). Jsou to
sekvence DNA schopné transpoziChyba! Nenalezen zdroj odkazd.), tedy gemistni
z jednoho mista genomu do jiného mistans@iuji znény genetické informace a
vyznamré se podileji na tvokb architektury genomu. Repetitivni DNA v genomech
rostlin je \WtSinou tvdena transpozony. RozliSujeme dva typy transpbzdNA

transpozony a retrotranspozony.

Retrotranspozony koduji reverzni transkriptdzuyéieytv&i DNA kopie RNA
transkripfi, které se integruji doiznych mist genomu (Navratil, nedatovano). Dosud
obdrzely malou pozornostiphodnoceni genetické rozmanitosti, a tadejejich pinos
do struktury genomu, velikost a variace (Gynheehgl, 2005). Navic, jejich rozptyl
(Katsiotiset al, 1996), vSudypitomnost (Flavelet al, 1992) a gevladani v rostlinnych
genomech poskytuji vynikajici zaklad pro vyiteni souboru markerovych syst&ém
které maji byt pouzity samostatmebo v kombinaci s dalSimi markery, jako jsou
napgiklad AFLP a SSR.

Molekularni analyza na zakladretrotranspozaih spoléhd na amplifikaci
pouzivajici primer odpovidajici retrotranspozonpremer vhodny pro sousedni Usek
genomu. K tomuto typuifdly molekularnich markér pati (Mondini et al, 2009):
Sequence-Specific Amplified Polymorphism (S-SARjet-Retrotransposon Amplified
Polymorphism (IRAP), RetrotransposonMicrosatellitdmplified Polymorphism
(REMAP), Retrotransposon-Based Amplified Polymospii (RBIP) a nakonec
Transposable Display (TD).
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3.2.8 Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (PCR v redlnéntase)

Kvantitativni polymerdzovarettzova reakce (ozftavand jako RT-PCR
nebo gPCR) je laboratorni metoda zaloZzend na po8zoeé iettzové reakci,
amplifikujici a sodasré kvantifikujici cilovou molekulu DNA (Heidet al, 1996).

To umo#uje jak detekci, tak kvantifikaci specifické sekeenve vzorku DNA.
Principem je rychlé aipsné zaznamenavani produl®CR bezprogedre po jejich
vzniku. RT-PCR monitoruje fluorescenci emitovanopribéhu reakce jako indikator
tvoreného amplikonu v gbéhu reakce v kazdém jednotlivém cyklu PCR v realném

case Chyba! Nenalezen zdroj odkaz{.).
Dvé obvyklé metody kvantifikace jsou:
(1) pouziti fluorescemich barviv, které se interkaluji do dvouSrouboJvideA,

(2) sondy modifikovaného oligonukleotidu DNA, ktefi@oreskuji, kdyz jsou

hybridizovany s komplementarni DNA.

Hlavni vyhoda této techniky spi@a v jeji citlivosti a rychlosti diky systému
detekce (spektrofotometricka citlivost k ethidiunommidu) a rychlé zrny teploty.
Kvantitativni PCR je proto vhodna zejména pro molékni markery na bazi PCR
amplifikace. Ve skut@ostifada konzervanich a fylogenetickych studii nyni stéle vice
vyuZziva kvantitativni PCR pro stanoveni geneticlgability (Pagnottat al, 2009).

Predpokladem RT-PCR analyz je dostupnost termalnigkled, které jsou
vybaveny z#&zenim pro monitorovani fluorescence v jednotlivymyklech RT-PCR.
DalSim poZzadavkem je dostupnost rgdkh sngsi vhodnych pro amplifikaci DNA
fragmenti a gitomnosti fluorescemiho DNA barviva nebo sondy, které umaf
kvantifikaci DNA (Anonym, 2015).

3.2.9 Technologie DArT (Diversity Arrays Technology)

DArT je obecna a nakladevefektivni metoda stanoveni genotypu. Byla
vyvinuta k gekonani gkterych omezeni jinych markerovych technologii,ojdkFLP,
AFLP a SSR (Akbaret al, 2006).Je v podstatvariaci metody RFLP s prvky AFLP.
DAIT je alternativni metodowaso¥ naranych metod zaloZzenych na hybridizaci,
zaznamenavajici soeasré ne¢kolik tisic lokugi v jednom testuJako vychozi krok
vyuziva S¢peni DNA, restrikni endonukleazy jsou zde vSakédWarozdil od metody

RFLP se polymorfni fragmenty nedetekuji hybridizaai mebra#& ale na specialnim
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¢ipu obsahujicim genomovou reprezentaci studovambbu. Vyvojcipu pro novy
druh je vSak porrné finantné narany, stejié jako analyza v fipact, Ze mame zajem

o studium pouze malého ga vzorki. Je vhodna zejména pro stanoveni genotypu
polyploidnich drui s velkymi genomy, jako je pSenice. Tato technaogytvai
celogenomové fingerprints vyhodnocovaniditgmnosti, ¢i negitomnosti fragmerit
DNA v genomovych zastupcich ziskanych ze v#orgenomové DNA (Chyba!

Nenalezen zdroj odkazu.).

DArT se sklada z #kolika kroki: (1) sniZzeni slozitosti (naStipani) DNA,
(2) vytvaeni knihovny; (3) mikrotesty knihoven na skid; (4) hybridizace fluoro-
znaené DNA na sktka; (5) snimani sninikpro hybridiz&ni signdl; (6) extrakce
a analyzy dat. DArT {sobi tak, Ze sniZzuje slozitost vzorku DNA pro zigk&
"reprezentace" z tohoto vzorku. Hlavni pouZitd rdatgro sniZzeni slozitosti zavisi
na kombinaci $peni restriknim enzymem a adaptéru ligace, naslednou amplifikac
Nicmére muze byt pouZzita nekokea rada alternativnich metod profipravu
genomovych zobrazeni pro analyzu DArT. Markery DAro nové druhy se objevuiji
screeningem knihovny¢holika tisic fragment z genomové reprezentacéppavené
ze vzorki poolu DNA, které zahrnuji rozmanitost diuhPlatforma mikréady cini
proces zjisovani efektivni, protoze vSechny markery na komkr&@ArT rad jsou
hodnoceny satasré. Pro kazdou metodu redukce slozZitostinZzen byt sestavena
nezavisla kolekce markeDArT na samostatné DArfack. Paiet markedt pro dany

druh proto zavisi pouze na:
(1) arovni genetické variability v ramci druhu (rmepenovém poolu);

(2) paitu deteknich metod sniZzovani slozitosBDArT markery jsou dominantni,

coz mize byt jejich nevyhodou.

3.3 Metody noveé generace sekvenovani

Nedavny vyvoj metod "vysoce propustného sekvendygmbvadi obzvlast
dulezité sekvenovani DNA pro ochranu biologie. Tyerhnologie maji potencial
odstranit jednu z hlavnichigkaZek k provathi genomickych postupu nevzorovych
organisnii, v¢etre mnoha vyznari zachovani, tedy nedostatku rozsahlé informace
genomové sekvence. Tyto technologie se ve 8&kosti vyvaruji nakladim,
komplikacim a pedsudkm spojenym s tradnim sekvenovanim na zaktadklonu

pomoci gimé amplifikace DNA Sablon (Holt a Jones, 2008).pFvotiidni technologie,
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které maji byt uvathy na trh, jsou 454 (Roche), Solexa (lllumina),@LE (Applied
Biosystems). Sekvenovani 454 je metoda zaloZendyrasekvenovani, ktera vyuziva
emulzni PCR pro dosazeni vysoké propustnosti, gaéase sekvenovanim (Margulies
et al, 2005). Metoda Solexa sekvenovani syntézou (SBS&) zaloZena
na zjednoduSeném uagobu vystavby knihovny a reverzibilnim ukemi chemie
fluorescence v sekvets reakci, ktera produkujeteni 35pb (Bentley, 2006).
Sekvenovani podporou ligace a detekce oligonukdagtsOLID) ma gkteré vlastnosti
spole&né s dalSimi dma technologiemi, ale na rozdil od ostatnich dwzhmologii
vyuziva metody sekvenovani na zakldidjace (Shenduret al, 2005)kratkych oligo

sond, které jsou fluoresca® znaeny.

Tyto nové pistupy k sekvenovani DNA umidji tvorbu 0,1-4 giga bazi
sekvence DNA za jeden az sedm dni s nakladyimadlo mezi 3400 a 8500 americkych
dolami. Vzhledem k rozdiim ve ¢teni délek fragmentu sekvenovani se cil kazdé
metody vhodné pro re-sekvenovani celého genomu, raillee byt sestavena nova
sekvence genomu a pak srovnana se vzorovou sekyestlize sekvence genomu
druhu jiZz existuje. Na druhé stigrsekvenovani 454, s delSittenim délek (brzy bude
vzhiru na 400pb na sekvenci),ue byt také pouZzito pro ziskani prvniho zablesku

genomu druhu nebo transkriptomu (Mondhal, 2009).

3.4 Bioinformatika

Bioinformatika ma své keny newit¢ usazeny na zatku osmdesatych let
20. stoleti, v dof kdy se osobni gitace za&aly objevovat ve vyzkumnych laboraicch
aveédci zaali poznavat, Ze tyto @itace by mohly byt pouZity jako nastroje
pro organizaci, analyzu a vizualizaci dat. PouXipocetnich néstr@j genomové
anotacea komparativni genomiky je nutné k ziskani uaneho pochopeni jakehokoliv

genomu.

Rozvoj vysoce vykonné technologie by byl Kemu bez schopnosti analyzovat
exponenciald rostouci mnozstvi biologickych dat. Ta musi bytozéna
v elektronickych databazich v souvislosti se spegifiksoftwarem navrzenym tak,
aby umoaoval aktualizace dat, dotazovani a vyhledavanorinhce musi byt snadno
piistupné a k dotazovani flexibilni, umgici zpistupréni informaci, které mohou byt

analyzovany, aby odhalily metabolické drahy a rpteteimi a (Eastnicich se gén
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Bioinformatika je zasadni pro kombinaci informactiznych zdroj a vytvd&eni novych
poznatki z jiz existujicich dat. Ma také potencial simulbvstrukturu, funkci
adynamiku molekularnich systéma proto je uzitena @i formulovani hypotéz &zeni

experimentalnéinnosti (Rischkowsky a Pilling, 2007).

Metody analyzy dat se také vyviji. Nové metody uigi studium diverzity
bezapriornich pedpoklad tykajicich se struktury populaci v ramci vyzkumu;
zkoumani diverzity k identifikaci adaptivnich gefnagiklad s vyuZitim popukani
genomiky); a integrace informaci zagnych zdroj, véetrg socialrg-ekonomickych
a ekologickych parameiy pro stanoveni priorit zachovanirijBti spravné strategie
odkeru vzorki a systematického $bu fenotypovych Gdéja Gdaj o Zivotnim prosedi
zastavaji kltovymi pozadavky na vyuZiti plného potencidlu novytgthnologii

a [istupi.
Priklady rekterych databazi rostlinnych gendijsou:

1) European Vitis Database — genetické zdroje rodus Vfhttp://www.eu-
vitis.de/index.php).

2) GDR (Genome Database for Rosaceae) — genomovéjdena Slechtitelské
zdroje pro Rosaceae (http://www.rosaceae.org/).

3) EVIGEZ — Evidence genetickych zdiojrostlin vCR — pasportni data
genetickych zdrdj zentdelsky vyuzivanych rostlin ¥eskych kolekcich
(http://genbank.vurv.cz/genetic/resources/).

4) Weath Pedigree and Identified Allels og Genes OnelLi rodokmeny
aidentifikovatelné alely u 74 527 kultivapSenice ziskané z 3 261 literarnich
zdroja (http://genbank.vurv.cz/wheat/pedigree/).

5) EWDB - European Wheat Database (Evropska datalserdcge ECP/GR) —
Centralni evropska databaze pSenicgerena do Evropského kooperativniho
programu pro genetické zdroje (ECP/GR) (http://@ewovurv.cz/ewdb/)

6) FLAGdb++ (http://urgv.evry.inra.fr/projects/FLAGdkMHTML/index.shtml)

7) CATdb (http://urgv.evry.inra.frfCATdb) - kolekce amskriptomickych dat
rostlin, nejprve ¥novana expresi gén rodu husertek (Arabidopsi3
a pakrozSiena na 20 jinych rad

8) UTiLLdb, URGV Tilling Database - platforma se 4 daimi mutant: hrach,
rajce, valéka a novou kolekci pro len (http://urgv.evry.inrABJTILLdD)
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Databaze 6-8 byly vytweny skupinou ,Bioinformatics for predictive genosiic

3.4.1 European Vitis Databasé

Kvalita a sprava dlouhodobého uchovavani genovylrbjiz zavisi na #kolika
faktorech, jako nap udrzke ve sbirkach, hygienickych podminkach a &mybcennych
aunikatnich genotyfp Predpokladem pro druhy je spravnost druhu. Proto rofgan
Vitis Database bylaifsuzovana vysoka priorita fgsné dokumentaci kritérii tykajicich

se spravnosti druhu.

European Vitis Databasechiyba! Nenalezen zdroj odkazi.) zahrnuje 3 Urovh

piistupu €hyba! Nenalezen zdroj odkazd.):
(1) pristup veejnosti,
(2) pristup vSech partnér
(3) zvlastni pistup partnet.

Cestou veéejného pistupu ma uzivatel fstup k daim polozek révy vinné
existujicich v evropskych sbirkach révy vinnéePLogin (uzivatelské jméno a heslo)
vstoupi partnié European Vitis Database do partnerské Uéowristupu, ktera je
rozlena na pistup vSech partnéra zvlastni gistup partnet. Toto je pracovni plocha
pro partnery z GrapeGen 06 respektive Cost actAlDB3. Zde se nachazeji moznosti
nahravani a stahovani dat. Z aréwavlastniho pistupu partnér Ize importovat data.
Programy importu byly vytv@ny pro nahravani dat MCPD, SSR-maikepopisi,

vira, populaci a fotografiVitis sylvestris

Na internetovych strankach této databaze se nad®&miam 58 ispevateli
z 28 zemi s¥ta Wwetré jejich kontaktnich 0déj Dale kody institut uvedenych
v Udajich MCPD. Rlezité odkazy (nap na GrapeGen06 neliesky EVIGEN, aj.).
PoZadavky stanovené pro formaty deskrijptokteré se dopotwji partnedm této

databaze dodrzovat.

Pristup kdaim SSR-markdér je mozny jen na zakl&d predplatného.
ProprihlaSeni se musi kontaktovatiigusna osoba jak je uvedeno v textu

na internetovych strankachidelplatiteli bude poskytnuto uzivatelské jméno ddes

! Cela tato kapitola vychazi z informaci uvedenyehwiovych strankach European Vitis Database (The
European Vitis Database, 2007).
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V databazi jsou k dispozici UdajeétSiny charakterizovanych polozek wir
Existuji dw moznosti vyhledavani: "A" pro ziskani vSech poloaaaje vSech poloZzek
popsanych vit); "B" pro konkrétni vyhledavani (za pomoci zvdlefritérii

vyhledavani).

Katalog odiid nabizi uzivatéim jednostrankovy popis polozky ke stazeni
jako PDF dokumentdhyba! Nenalezen zdroj odkazli. a Chyba! Nenalezen zdroj odkaz.).
Popis zahrnuje morfologické a agronomicke chargitky a fotky vrcholu vyhonpu
listd a hrozmi. Souwésti databaze je také katalog nakodegistrovanych odd
s prilohami Friloha 1A obsahuje seznam édrrévy registrovanych $lenskych statech
EU a oficialni nazvy registrace pro kazdou zemiippa 1B obsahuje stejny seznam pro
¢leny EU a tetich zemi dastnicich se programu GrapeGenOdloRa 2A obsahuje
index oficialnich nazi odrid registrovanych ¥lenskych statech EU a jejich spiiy
"hlavni nazev" podle VIVC; filoha 2BtentyZ index pr@&leny EU a teti zen¢ G¢astnici
se programu GrapeGen06. Obsahefiopy 3A jsou oficialni narodni katalogy awt
révy vinné pro kazdylensky stat Evropské unie; obsahetiilghy 3B jsou stejné
oficialni narodni katalogy odd révy vinné ¢lenskych zemi EU aidtich zemi

Gcastnicich se programu GrapeGen06.

Presny postup, jak s datab&zi pracovat, je ke stai@emiternetovych strankach

European Vitis Database.

3.4.2 GDR (Genome Database for Rosacede)

Genomova databaze pRosaceag GDR) byla spugha v roce 2003. Jedna se
0 organizovanou a integrovanou webovou databazi pog&ly centralizovany fistup
ke genomickym, genetickym a Slechtitelskym tigkajRosaceagmandlor, jablorg,
ostruziniky, fesr¢, broskvor, hrudr, slivoré, maliniky, ize a jahodniky ghyba!
Nenalezen zdroj odkazd.)) aanalytickym nastr@jm s cilem usnadnit zakladni, trarisia
a aplikovany vyzkunmRosaceaeGDR je podporovana dotacemitznych americkych
programnii. Obsahuje celé sekvence genomu jabjdmoskvor a jahodniku, které jsou k
dispozici pro prochazeni nebo stahovaniiraglou poznamek, ¢etré modelovych
progn6éz genu, uspadanych transkrigt opakujicich se prik polymorfismi,

mapovanych genetickych markea,;.

? Cela tato kapitola vychazi z informaci uvedenychvbavych strankach GDR (GDR, 2002).
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Vyhledavaci stranky jsou k dispozici pro geny, ssice, markery, lokusy znaku,
hodnoceni ry$ genetickou rozmanitost a publikace. Nové nastroybledavani
pro Slechtitele umaidlji srovnavaci vyér a pomoc fi rozhodovani u Slectni. GDR
také poskytuje on-line analytické nastroje, jakonpgiiklad NCBI BLAST a Batch

BLAST , primer3 a nastroj vyhledavajici sekvence.

Do této databazefigpiva kolem 34 fispévateli ze 23 instituci z 9 zemi &a.
V roce 2014 nsla NDR 42.707 navét od 16.992 nav8vnika ze 152 zemi, kié

navstivili 192.330 stran (jak je zaznamenano v Godgalytics).

343 EVIGEZ:3

Informani systém EVIdence GEnetickych Zdrajostlin (EVIGEZ ) byl vyvijen
od roku 1984 ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyrobyPvaze jako specialni
uzivatelsky program pro dokumentaci genetickychogdrzengdélsky vyuzivanych
rostlin (GZR) v byvalénCeskoslovensku. Od roku 1992 je systém vyuZivéreské
republice v siti 12 spolupracujicich instituddk@lizovanych na 15 pracovistich), které
se podileji na Narodnim programu konzervace aivgnz genetickych zdroéjrostlin
a agrobiodiversity(Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.). Databdze GZR sestava z# t
zakladnich informénich okrul:

« Pasportni data - z&kladni informace o genetickémjizd

+ Popisna data - charakterizace a vlastni hodnocgrdrobné hodnoceni
morfologickych, fenologickych, biologickych a hosjd@skych znak
ve stupnich 1 - 9, na z&kkaearodnich klasifikatdr, které jsou v satasnosti
vypracovany pro 28 plodin)

. Skladova dokumentace genové banky VURV,v.v.i.

Centralé je informace shromabvana v genové bance VURV, v.v.i.,, v Praze
a diki informace tykajici se jednotlivych kolekci jsoustdbuovany na jednotlivé
spolupracujici uUstavy. Data jsou pravidelobousmdrné vymenovana. Struktura
informaci je kompatibilni s mezinarodnimi standardPasportni data jsou s@sti
vétSiny mezinarodnich plodinovych databdzi. Paspanformace je vold dostupna

ve verzi on-line a nahrazujéide publikované katalogy GZR.

* Cela tato kapitola vychazi z informaci uvedenychvbavych strankach EVIGEZ (Faberovéa, 2014).
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Na internetovych strdnkach EVIGEZ je mozné rychiledavani dat podle Ustavu
feSitele, skupiny plodinChyba! Nenalezen zdroj odkazi.) nebo rodu, druhu. Dale jsou

zde vyhledavaci formuité pro pasportni a popisné udaje.
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4 VLASTNi KOMENTA R K RESENE PROBLEMATICE

Geneticka diverzita je hodnoutou, o niz febia obzvlaS v dnesSni dob petovat.
Geneticka variabilita je nutnou podminkou pro diabiekosystém, uniformni
populace mze byt totiz zcela fataénzasazena pouze jednou nakazomnalou zngnou
podminek okolniho prostdi. Nasledky takovych udalosti mohou byt nedozirné
jak ukazuje historicky fiklad velkého hladomoru v Irsku v roce 1846ugpbeny

ztratou poloviny urody brambor vigledku jejich napadeni plisni bramborovou.

Rozmanitost genetické informace populace vSak naetria jen pro bezprasdni
potrebuje neustale vyvijet, aby se mohl &sp adaptovat na nové podminky. Tak se
ale mize dit jen tehdy, pokud je v populaci akumulovarastat€éna geneticka
promenlivost, ktera umoznifevliadnuti novych, nyni vyhodnych zriakiruhu. Navic
potomci geneticky velmi filbuznych rodit jsou mnohemtasgji geneticky defektni

aprojevuji se u nich néfznivé vlastnosti silgi nez u rodéu.

UdrZzovani genetické rozmanitosti ma velkou cenura pengdélskou cinnost
¢loveka, diky ni niize Slechtit stale lepSi a na specifické podminkgptalvané druhy,
piedstavuje totiz zasobarnu velmi variabilnich gepbtyV nyngjSi doke vSak
paradox® dochazi k vyraznému ochuzovani genetické diverngywyznamgjSich
zemedélskych plodin, dje se tak v dsledku silnych ekonomickych prefrenci
jak producent, kteti preferuji plodiny nejlepSi ve smyslu nizké rdnasti
pro péstovani, tak konzumeitdavajich pednost jen witym odridam. Vhodnym
piikladem tohoto je mrkev, jejiz oty v minulosti existovaly i s bilym, Zlutym

¢i ¢ervenym kdenem, tyto vSak prakticky vymizely.

Problémy s genetickou erozi se vSak netykaji powmenzivre zentdélsky
vyuzivanych druf, ale zcela vSech. Mezi stasnymi ekologickymi problémy povaZzuji
odbornici prag ztratu genetické rozmanitosti za problém zcelaymjamjSi proto,
Ze genetickad variabilita je zcela nenahraditeln&niNgiliSnych pochyb o tom,
Zeztracejici se geneticka diverzita jetugpbena velikosti a #gobem Zivota lidské
populace. Ochrana genetické diverzity je tedy im@etovana do koncepce celkové
ochrany pirody, i kdyZ zamirna ochrana diverzity je mnohem starsSi. O jejimnaymu
pak swdéi nagiklad mezinarodni Umluva o biologické rozmanitostzawena v roce
1992 pod patronatem OSN.
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Diverzitu se obech snazime chranit a zachovdiznymi zpisoby zejména vSak
ochranou ohroZenych drah(in situ), ktera se igkyva s dalSimi oblastmi ochrany,
aprimou konzervaci genetického bohatstvi Zijici@hpiezivajicich druf, skérem
auchovanim jejich vzork v genetickych bankach (ex situ). Cilem tohotérshvzorka
je také samotné mapovani a hodnoceni genetickézdivea iznych mistech, i¢emz
pozornost neni jiz anovana jen ohrozenym a hospisky vyznamnym drulm
adruhim vyskytujicim se v odlehlych a nedostake prozkoumanych oblastech,
ale také planym, plevelnym a dosud nevyuzivanynmidru Cilem je ziskat a uchovat

maximalni genetickou diverzitu za cenu udrZitelnpobti vzorki.

Napiklad v Ceské republice zabezpge ochranu genetické diverzity rostlin
Narodni program konzervace a vyuziti genofondulirost v Narodni genové bance
ve Vyzkumném Uustavu rostlinné vyroby v Praze-RuzynijifeuloZzeno pes 80 tisic
vzorka, stadle se ovSem omezujeme spiSe jen na druhy podi@skym vyznamem,

s

piicemz by bylo velmi vhodné se zafit i na druhy vol@ Zijici.

NaSe pedstavy a znalosti o genetické diverziejsou zdaleka dokonalé, a nevim
tedy, zdali nerizeme opomentoutéjaky z klicovych drutii v naSem usili o zachovani
genetické diverzity. Toto je dano tim, Ze hodnoggametické diverzity prozatim neni

zarover nenakladné arpsne.

Jako prvni se nabizi velmi snadné posuzovani gdetvariability pomoci
morfologickych znak, jako jsou nap barva, charakteristiky vynosu, monogenni
rezistence. Jejich pouZiti je velmi staré, své ggkpomoci nich hodnotil jiz Johann
Gregor Mendela na jejich jednotném zakladh stabilnim testovani jsou posuzovany
i odrady. Jednotlivé druhy vSak nevykazuji mnoho morfol&gah markeéi, mnohé se
projevi az v pozdnim stadiu Zivota rostliny &sma z nich navic vyrazZnzavisi

na vrgjSich podminkach.

Genetickou diverzitu je také mozné hodnotit podiechemickych market,
kterymi jsou najasgji zasobni proteiny semen a izoenzymyedoze hodnoceni
genetické diverzity podl&thto markeil je snadné, levné a relativpiesné, pouziva se
tak napiklad @i registr&nim ftizeni odéd, ma jejich pouziti tak&adu nevyhod.
Jednotlivé druhy rostlin jich nevykazuji dostatelgst&én¢ mohou byt ovliviny
vnejSimi vlivy jak na rostliny, odkud pochazeji, taki pprocesu jejich extrakce

pro zkoumani.
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Jako nejpesrgjSi se tedy ukazuji molekularni markery, které awyi rozdily
(polymorfismy) v rdmci nukleové sekvence metiznymi jednotlivci. Tyto rozdily
zahrnuji inzerce, delece, translokace, duplikackodové mutace. Nezahrnuji vSak
aktivitu specifickych gefn Mohou se vztahovat k celému genomu a jsou schopny
rozliSit polymorfismy bez fenotypové exprese. Nggimu stabilni uc¢i vlivam vngjSiho
prostedi, nejsou jimi nijak zkreslovany a jsou stejnétejre pritomné ve vzorcich
odebranych zuznych tkani jedné rostliny, bez ohledu daty diferenciaci, vyvoj, nebo

obranny stav hiky. Markefi Ize navic identifikovat velmi mnoho a jsou univérs.

Metod zaloZenych na posuzovani molekularnich mar&ristuje cel&ada, mohou byt
zaloZzeny na na omezeni hybridizace nukleovych kysebo na bazi polymerazové
fettzové reakce (PCR), nebo obojim¢které metody umaiuji soulkzné analyzy
n¢kolika genomovych lokus mohou byt také provédy na nejaderné DNA nebo
nagiklad na RNA ribozom. Moderni metody navic dovoluji vysoce propustné
sekvenovantlouhych Usek DNA, coZ otevira moznosti pro snaghi analyzy celych
genont jednotlivych rostlin. Snad jedinym problémethto metod #stavaji znané
néklady, které jsou oproti morfologickym a biochekyim markeim stéle je&t
nesrovnatelné. OvSem vyvoj v oblasti vyzkumu novgablekularnich metod postupuje
tak prekotre, Ze se brzy budou moci tyto metody cenou vyrowviyai mér nakladnym

metodam.
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5 ZAVER

Vyzkumy i historicka zkuSenost ukazuji, Ze role gf@ke diverzity je dlezitou
vlastnosti rostlin  umaitjici jejich adaptaci na #&nici se podminky prosdi.
Dostaténa geneticka variabilita drukii populace je nutnou podminkou pro kratkodobé
pieziti druhu. Kratkodobé proto, Ze geneticky unifofnpopulace jsou vyraZn
nachylrgjsSi k negiiznivym vrgjSim vlivim, které pro & mohou mit fatalni nasledky,
v generaci potomk geneticky pibuznych rodit se projevuje inbredni deprese a tyto
generace ztraceji mozZnost adaptivni odpgv kterd je nutnou podminkou
pro dlouhodobé ieziti druhu, jelikoZ ten se musi neustalemisobovat stale novym

vngjSim podminkam.

Ztrat genetické diverzity nynicelime i u dilezitych hospodd&kych plodin.
Uz totiz samotna kultivacesthto plodin je zbavuje genetické diverzity, protgzeu
pii ni vybirani pouze v jistych ohledech optimalrdijeci. Mimo centra pivodu, ktera se
vyrazre prekryvaji s misty vzniku prvnich civilizaci, je tedyeneticka diverzita
zemedélsky vyuzitelnych plodin velmi nizka. ddteré zemidélské plodiny byly
dokonce mimo svd obvykl4 mista vyskytu introdukgvgen v rékolika desitkach
jedinai. Fritom rozsahla geneticka diverzita hospiattg vyuZzitelnych plodin a jejich
planych odiid predstavuje genetickou zakladnu pro jejich dalSihgéed, které se rive
ukazat jako nutné. Jistou od@omost za genetickou erozi z&dlskych plodin nesou
také spatebitelé, kt¢i davaji gednost jen &kolika malo utitym odradam.

Geneticka eroze vSak neohrozZuje jen intenziganedélsky vyuzivané plodiny,
dotyka se nyni vSech dristhMnohymi je tak povaZzovana za nejvyznaiBnekologicky
problém, kterému lidstvo dneli. Ztrata genetické diverzity je totiz nenahrabhié.
Vyznam toho potvrzuje v roce 1992 urewa mezinarodni Umluva o biologické
rozmanitosti. Jeji signateké staty, mezi nimiz je Ceska republika, se zavazaly se
zasazovat o zachovani diverzity na svém Uzemi.rBitvese snazime chranit jak situ,
tak takéex situ uchovavanim vzork vyznamnychéi ohroZzenych drul V Ceské
republice jiz od konce 80. let minulého existujerdthni genova banka, ktera v dnesi

doke chrani pes 80 tisic vzonk
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Genetickou diverzitu fiteme hodnotit podle ékolika tiid ukazatal, marketfi.
NejdostupsjSimi, ovSem nedostatee piesnymi, jsou morfologické markery, mezi
nimzZ jsou nap barva, charakteristiky vynosu, monogenni rezisteldejich pouziti je
staré a pro &ely dnesni ¥dy jiz zdaleka nepostaji, jednotlivé druhy jich maji malo

a jsou ovlivnitelné progedim.

Podobr nedostatené se jiz ukazuji byt i biochemické markery, jimjgou
nag. zasobni proteiny semen a izoenzymy. Pomoci rdoh gice vedena registrd
fizeni odtd, ovSem biochemickych markese pro dGely moderni ¥dy ukazuje byt
malo, @itom také nejsou #fliS stabilni, co se te jistych vlivi vnéjSiho prostedi,

ale také naip postupu extrakce.

Naproti €mto sice nefilis nakladnym, zato vSak nedostate& presnym markem
stoji molekularni markery. Posuzovani genetickéedity pomoci nich rize byt
nakladné, ovSem je vyraznpiesrgjSi a univerzal®si, jednou metodou tiZzeme
hodnotit vzorky odebrané zZianych tkani jednoho jedince, iteme zanedbat vliv
prostedi, ve kterém se vyvijel, navic se nemusime onazwy jedince jednoho druhu.
Jedna metoda bude fungovat pro jakykoliv vzoredemké kyseliny.

Metody zaloZzené na posuzovani molekularnich markeizeme rozdlit podle
nékolika hledisek. Mohou byt zaloZeny na omezeni tybace nukleovych kyselin
nebo na bazi polymerazovétzové reakce (PCR) nebo kombinaci obojiho. Rasitik
hybridazéni metody, které byly pouzivany v praxi jiz velmizip, sice jsou velmi
piesné, ovSem velmi naheé na provedeni, vyZaduji radioaktivéinidla a velké
mnozZstvi klativni genomové DNA. Proto byly vyvitutyetody na bazi PCR. Pomoci
metod na bazi PCR je mozné detekovat polymorfigasgi DNA liSicich se jak délkou,
tak funkci. Metody zaloZzené na posuzovani molekitér marke mohou analyzovat
single- nebo naopak multilokus, tedykolik genovych lokus soulzné. Navic neni
nutné se omezit na jadernou DNAskteré metody vyuzivaji na&pribozomalni RNA.
Stale jsou vyvijeny nové le¥jsi a vykongjSi metody, které by v budoucnosti mohly

umoznit provadni analyz celého genomu za rozumnych néklad

P studiu diverzity fiznych druli, zejména hospodsky vyznamnych, jako jsou

réva vinn&i rostliny celedi Rosacea, je generovano&@réamnozstvi dat, tato data jsou
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organizovana v databazich rostlinnych gefioma urovi Ceské republiky, Evropy

i svéta.
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6 SOUHRN A RESUME

Hodnoceni genetické diverzity genovych zdrdj rostlin; programy, modely, vyuZiti

Prvnicast bakalgské prace jeanovana genetické divergiz obecného hlediska, jejimu
vyznamu, historii a ochr&nDruhacast shrnuje a popisuje metody hodnoceni genetické
diverzity od zakladnich morfologickych po molekuiéra v poslednicasti prace je

popsano &kolik prikladi genovych databazi.

Kli ¢ova slova: Geneticka diverzita, centraiyodu, hodnoceni diverzity, molekularni

markery, genové databaze

Genetic diversity assessment of plant gene resousce programes, models,

utilization

First part of the bachelor thesis is devoted toegiendiversity in general terms,
it's significance, history and protection. Secomdtgummarizes and describes methods
of genetic diversity assessment from basic mormicéd to molecular and in the last
part of the thesis are described some samplesnef dgtabases.

Keywords: Genetic diversity, centers of origin, assessmdntigersity, molecular

markers, gene databases
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Obr. 1 Vyvoj plodu ragete (Mihulka, 2014)
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Obr. 2 Centra fivodu podle Vavilova (Anonym, 2011)
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Obr. 3 Uzitkové druhy rostlin (Primacét al, 2006 dle Anonym, 2011)

Obr. 4 Vybarveni mrkve vlivem genetické diverzity (Werlirg013)
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Obr. 6 Alozymova analyza -iffprava vzorku (Anonym, 2015)
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Restrikéni fragmenty jsou useky molekul DNA, které vznikaji
enzymatickou aktivitou restrikénich endonukleaz, které rozpoznavaji
specifické sekvence, kde , prestfihnou” molekulu DNA.

Obr. 7 Restrikni fragmenty (Anonym, 2015)
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Obr. 8 Postup metody RFLP (Freeman, nedatovano)
1. DNA vzorky s gidanymi restriknimi enzymy produkuji restréi fragmenty.
2. Elektroforéza oddluje restrikéni fragmenty. Kazdy vzorek t¥ocharakteristicky vzor pasem.

3. Alkalicky roztok je ges gel vytazen nahoru na list nitrocelul6zy pol@ea jeho horntasti a pevadi DNA
na papir.

4. Papir je vystaven roztoku, ktery obsahuje radivaktznaené sondy

5. Fotograficky film polozeny na horrdasti papiru je vystaven radioakt¥ihavazané sondgro vytvaen
obrazu odpovidajicimu DNA pasim.
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Obr. 9 Postup metody RAPD (Chhabra, nedatovano)
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Obr. 10 Vzhled RAPD spektra natixkladu Cucumis
sativa(Ontoet al,. 2008)
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Obr. 11 Transpozon (Norris, 2013)
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Obr. 12 Dvé metody transpozice (Anonym, 2015)
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Obr. 13 Kvantitativni polymerazovéetzova reakce (Anonym, 2015)
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Obr. 14 Schéma DArT testu (Anonym, 2014)
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Malus spp. (apple), Apple Prunus armeniaca, Apricot

unigenes related to Prunus armeniaca (apricot).

Prunus persica, Peach Fragaria vesca, Woodland strawberry (diploid)

Peaches are members of the Rosacaee family in the genus Prunus. On this page you can find details
for maps, unigenes and whole genome assemblies related to the Prunus persica

Fragaria vesca

Rosa sp. (rose), Rose Prunus spp. (cherry), Cherry

Roses are members of the Rosaceae family in the genus Rosa. On this page you can find details for
maps, and unigenes related to roses. Prunus. On this page you can find details for maps,

unigenes, and funded projects related to cherry.

& Prunus sp., Prunus Fragaria x ananassa, Strawberry (octoploid)

GDR houses data for multiple Prunus species. On this page you can find details for maps, unigenes Fragaria x ananassa
and whole genome assemblies related to the Prunus genus as a whole.  Visit the pages for Prunus

species such as peach, almond, apricot and cherry for data Specific 1o those erops.

Fragaria spp. (strawberry), Strawberry Malus x domestica, Apple

Strawberries are members of the Rosaceae family in the genus Fragara. On this page you can find Malus x domestica

details for maps, unigenes and whole genome assemblies related to the Fragaria spp

Obr. 19 Druhy obsaZené v databazi GDR (GDR, 2002)

Holovousy s.r.o. @0

Vyzkumny tstav rostlinné vyroby

genova banka J 3
Praha - Ruzyné AGRITEC, vyzkum, §i
) Sumperk
Vyzkumny dstav okrasného zahradnictvi &t

Prihonice

astay bramborafsky VURY, genovi banka
avlickuy Brod, 5. r. 0, Olomoue Oseva PRO s.ro.
Vyzkummi stanice
traviniiski
Zub
Vyzkumny iistav picnin: 3
Troubsko ZemedékKy vyeKumny

Vyzkumuni stanice vinakski,
Znojme, Vrbovee

Obr. 20 Sit’ specializovanych instituci zapojenych do Narodmitagramu (Faberova,
2014)

Apples are members of the Rosacaee family in the genus Malus. On this page you can find details for Apricots are members of the Rosaceae family in the genus
maps, unigenes and whole genome assemblies related to apple. Prunus. On this page you can find details for maps and

Cherries are members of the Rosacaee family in the genus



Zadana kriteria:
Ziznam: 1az 17z 17

Str. 1/1

Skupina plodin

Pocet
zaznamu

Brambor

Aromatické a lé&ivé rostliny

1107

2497

Kvétiny

Kukufice, alternativni obilniny

1340
1804

Luskoviny

4890

Obilniny

20674

Okrasné dieviny listnaté

58

Olejniny

1515

Ovoené dieviny

3078

Pénitnik, rii¥e sadové

652

Picniny

2064

Réva

797

Repa, semenné okopaniny

Riizné, druhy kvétnatych luk

102
211

Technické plodiny

2746

Trivy

2386

Zeleniny

7026

Obr. 21 Rychlé vyhledavani podle skupiny plodin (Faber@@l4)

Tab. 1Klasifikace plodin podle roz&ni v gencentrech (Anonym, 2011)

Endemité

Domestikovany druh zaujima di@definovanou oblas§planum
andigenum= poddruh lilku bramboriRanicum sonorurs proso
sonorské), centrumipodu a centum variability je totZzné.

Semiendemité

Centrum variabilitasté&né preasahuje centrumipodu Oxalis
tuberosa= ¥avel hliznaty), centrum variability je jasné, dotilexce
vramci kontinentu.

Monocentristé

Kévovnik, kakaovnik; centrumipodu a centum variability je totozn
Siroka domestikace, vime, kde vznikaly a jak igySale nemaji
sekundarni genova centra

(DY

Oligocentristé

PSenice, oves, §een, kukiice, hrach¢ocka; Siroky areal roz&ni,
vedle hlavniho maji je8tl-2 sekundéarni gencentra.

Noncentristé Domestikace prathla ve velkém arealu, ale neni zcetag® dano
centrum diverzifikace.
Polycentristé | Sekundarni gencentra vznikaji tam, kdelsgck usadil a vznikl velky

tok gerii (Brassicg.




Tab. 2 Bézre pouzivané zkratky praizné molekularni markery (Mondiet al, 2009)

AFLP Polymorfismus délek amplifikovanych fragme(®mplified
Fragment Length Polymorphism)

AP-PCR Nahodna PCR (Arbitrarily primed PCR)

ARMS PCR s alelayspecifickymi primery (Amplification Refractory
Mutation System)

ASAP Arbitrary Signatures from Amplification

ASH Allele-Specific Hybridization

ASLP Amplified Sequence Length Polymorphism

ASO Hybridizace PCR produktu s aledmspecifickymi oligonukleotidy
(Allele Specific Oligonucleotide)

CAPS Cleaved Amplification Polymorphic Sequence

CAS Coupled Amplification and Sequencing

DAF DNA Amplification Fingerprint

DGGE Denaturéni gradientova gelova elektroforéza (Denaturingdignat
Gel Electrophoresis)

GBA Genetic Bit Analysis

IRAO Inter-Retrotrasposon Amplified Polymorphism

ISSR Inter-Simple Sequence Repeats

ISTR Inverse Sequence-Tagged Repeats

MP-PCR Microsatellite-Primed PCR

OLA Oligonukleotid-lig&ni test (Oligonucleotide Ligation Assay)

RAHM Randomly Amplified Hybridizing Microsatellites

RAMPs Randomly Amplified Microsatellite Polymorgiis

RAPD Polymorfismus délky ndhodamplifikovanych fragmeiit
(Randomly Amplified Polymorphic DNA)

RBIP Retrotrasposon-Based Insertion Polymorphism

REF Restriction Endonuclease Fingerprinting




REMAP Retrotrasposon-Microsatellite Amplified Polgrphism

RFLP Polymorfismus délky resttikich fragment (Restriction Fragment
Length Polymorphism)

SAMPL Selective Amplification of Polymorphic Loci

SCAR Sequence Characterised Amplification Region

SNP Jednonukleotidovy polymorfismus (Single Nutitéo
Polymorphism)

SPAR Single Primer Amplification Reaction

SPLAT Single Polymorphic Amplification Test

S-SAP Sequence-Specific Amplification Polymorphssm

SSCP Polymorfismus konformace jedet®zca (Single Strand
Conformation Polymorphism)

SSLP Single Sequence Length Polymorphism

SSR Repetice jednoduchych sekvenci (Simple Sequrepeats)

STMS Sequence-Tagged Microsatellite Site

STS Sequence-Tagged-Site

TGGE Teplotni gradientova gelova elektroforézagfmal Gradient Gel
Electrophoresis)

VNTR Variable Number Tandem Repeats

RAMS Randomly Amplified Microsatellites




Tab. 3 Srovnani nejpouziva&jsich markeit (Mondini et al, 2009)

Molekularni o
o o ~<| o
markery % o 5 x g < % == |0 | a
T < | L | W < | O W< 0|2
X | | < |» O |lmn |Ex| | un | un
Stupeai
. M| M| M M L | M M M | L |H
polymorfismu
U¢inek lokusu Y [ N | N N Y|y | Y | Y]|Y|Y
Dominance
(D)/Co-dom. (C) C | D| D C c| C D Dl C| C
Snadnost
. H|{L|H| M |H|H|lH | M|M|H
replikace
Hojnost H H | H M L L H M| L |H
Sekvence
pozadované Y | N | N N Y | Y Y N|Y |Y
informace
Mnozstvi H L M L L L L L L L
poZzadované DNA
Automatizace N | Y |Y Y Y |Y Y Y | N |Y
Naklady na test H LI M| LM | M |L L M |H | L
Technické
N H L M| LM |H |M H H|H | M
pozadavky

Legenda: H = vysoké; M =igtdni; L = Nizké; Y = Ano; N = Ne




