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Abstrakt

ANALYZA GENETIKCE VARIABILITY JIROVCE MADALU POMOCi DNA
MARKERU

Nékteti ze zastupctu rodu Aesculus jsou kazdoro¢né silné infestovani klinénkou
jirovcovu (Cameraria ohridella), jejiz larvy minuji v listech hostitelskych dievin a
dokézi poskodit v pfihodnych podminkéch az 100% listové plochy. U napadenych
stromd dochazi vlivem snizené obranyschopnosti k invazi houbovych (Erysiphe
flexuosa, Guignardia aesculi) a bakterialnich (Pseudomonas syringae pv. aesculi)
patogentl, a pozdé¢ji dochazi k vysoké mortalité u infikovanych jedincti. V této praci
byla studovana geneticka diverzita A. hippocastanum, A. turbinata, A. glabra, A.
parviflora, A. glabra var. arguta, A. x carnea, A. marilandica, A. pavia a jejich
genotypl s rozdilnou nachylnosti ke klinénce jirovcové. Analyzou 8 mikrosatelitnich
lokust,, svyuzitim SB pufru béhem separace, byla zjiSténa vysokd hodnota
polymorfniho informaéniho obsahu 0,45 — 0,77 (v pruméru 0,60). Na jeden lokus bylo
identifikovano v praméru 5,5 alely. Za dvé vegetacni obdobi bylo zaroven programem
Assess 2.0 vyhodnoceno posSkozeni listové plochy u nachylnych genotypt. Na kazdé
lokalité byl zjistén rozdilny tlak a rozdilny vyvoj klinénky, v nékterych ptipadech bylo
zaznamenano mensi poSkozeni, u jednoho jedince dokonce opakované. Z uvedenych
vysledki byla stanovena stupnice napadeni a zhotoven dendrogram podobnosti, kde
byly rozliSeny tfi skupiny rezistentnich, nadchylnych a imunnich jedinct, a 5 hlavnich
sekci rodu Aesculus. Klonovanim a naslednou analyzou vnitinich transkribovanych
mezernik®, ITS1 a ITS2, byla zjisténa variabilita na vnitini i mezidruhové urovni. Pro
hybridni druh A. x carnea byly ziskany unikatni sekvence, kdyz nebyla nalezena shoda

v genové databazi NBCI pro Zadny z uvedenych druht.

Kli¢ova slova: Aesculus, rezistence, geneticka diverzita, SB pufr, SSR, klonovani, ITS



Abstract

THE ANALYSIS OF HORSE CHESTNUT GENETIC VARIABILITY USING
DNA MARKERS

Some species of the genus Aesculus are every year heavily infested by horse chestnut
leaf miner (Cameraria ohridella), whose larvae are mining the leaves, and under
appropriate conditions may damage up to 100% of the leaf area. The effect of lower
defense capability of infested trees lead to invasion of fungal (Erysiphe flexuosa,
Guignardia aesculi) and bacterial (Pseudomonas syringae pv. aesculi) pathogens, and
later to higher mortality of infected individuals. In this study were measured the genetic
diversity of species A.hippocastanum, A. turbinata, A. glabra, A. parviflora, A. glabra
var. arguta, A. x carnea, A. marilandica, A. pavia, and their genotypes with different
susceptibility to the leaf miner. Analysis of 8 microsatellite loci, using the SB buffer for
separation, showed high polymorfic information content 0.45 — 0.77 (0,60 in average)
and high genetic diversity. For each loci was found average 5.5 aleles. During two
vegetation period, leaf area damage of these genotypes was evaluated in statistical
software Assess 2.0. Different pressure of leaf miner and different development at each
locality was recorded, and even in some cases lower damage was found, in one case it
occured permanently. According to the data obtained, the pathological scale was
established and the dendogram of similarity was created. Three groups of resistant, non
— resistant and immune individuals were distinguished and five main section of
Aesculus was found. By cloning and analysing the inner transcribed spacers, ITS1 and
ITS2, inner and inter species variability was examined. For the sequence of hybrid
species A. x carnea no compliance was found in NBCI, therefore first sequence of this

genotype was obtained.

Key words: Aesculus, resistance, genetic diversity, SB buffer, SSR, cloning, ITS
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1 UVOD
Do rodu Aesculus patii cela fada vyznamnych druhti, které maji velmi bohatou historii

datovanou jiz od 16. stoleti. Tyto dfeviny a kefe jsou vyuzivany pro své okrasné a
uzitkové vlastnosti, v lesnickém primyslu zejména jako vyziva sparkaté zvéie a ve
farmacii pifi vyrobé IléCiv. Rovnéz jsou druhy rodu Aesculus hojné vyuzivany
v dievaiském primyslu diky lehké zpracovatelnosti jejich dieva. V méstské zeleni plni
vyznamnou ulohu diky jejich vysoké odolnosti ke stresovym faktortim abiotického
puvodu (Russel, 2005). Bohatd koruna poméaha pii snizovani prasnosti a hlu¢nosti ve
méstech.

Na konci minulého stoleti byl do stfedni Evropy zavlecen rychle se Sifici fytofag
klinénka jirovcova (Cameraria ohridella), jejiz larvy zpusobuji tézka poskozeni na
listech jirovcl, a to zejména u jirovce madalu (A. hippocastanum L.) a jirovce
japonského (A. turbinata Blume) (Novakova, 2008). Klinénka jirovcova je drobny
motyl, ktery v naSich podminkach vytvari az 3 generace ro¢né¢, vcetné prezimujici
populace. Kazdoro¢ni populace tohoto sktidce je dosazena schopnosti kukel prolongace
diapauzy az na dva roky. Bylo zjisténo, ze pfi nedostatku potravy téméi celd druha
generace dokoncuje svij vyvoj v dalSich letech. Nedochazi proto ke gradacnimu
kolapsu, jak je tomu u ostatnich druhfi (Sefrova, 2002). Skodlivost housenek klinénky
spo¢iva vjejich Zziru, kdy jiz v poloviné vegetatniho obdobi dochazi k témét
kompletnimu poskozeni palisddového parenchymu. Dochéazi tim ke zméné vodniho
systému rostliny a vyznamnému omezeni fotosyntézy. Ackoli je houbovy parenchym
stale schopen castecné fotosyntetické asimilace, je do zna¢né miry omezena
obranyschopnost napadenych jedinct. Lihnutim larev a oxidaci poSkozenych pletiv
navic vznikd vstupni brdna pro houbové a bakteridlni patogeny. Mezi béZzné se
vyskytujici patii Erysiphe flexuosa, Guignardia aesculi (Peskova & Soukup, 2009;

vV

Tozlu & Demirci, 2010) a Glomeria cingulata (Chanon, 2005). Nejzavaznéj$im
patogenem je vSak bakterie Pseudomonas syringae pv. aesculi, ktera se postupné Sifi
v zapadni Evropé, a zplsobuje spolu s klinénkou jirovcovou a uvedenymi houbovymi
patogeny masovy uhyn napadenych jedinct (Steele et al., 2010).

Moznosti regulace vySe uvedenych Skodlivych faktorti biotického pivodu je
dnes celd tada, avSak v pfipad¢ klinénky jirovcové neni uméla regulace pftili§ u€inna.

Kontaktni nebo i systémové insekticidy jsou cenové naro¢né a Casto pouze na jedno



vegetacni obdobi. Mechanické odstranéni opadanych listli posouva pocatek infestace az
0 14 dni.

Jako ucinna regulace tohoto Skiidce se nabizi vyuziti pfirozené rezistence.
V roce 1998 byl nalezen jedinec vykazujici vysokou uroven odolnosti ke klinénce
jirovcové, ktery je dnes registrovan jako Mertelik06 (M06) pod registracnim Cislem
296896 (Mertelik & Kloudova, 2006). Na tomto jedinci dochazi k zastaveni vyvoje
larev v dasledku Zziru jeho listovych pletiv (Mertelik & Kloudova, 2009). Jedna se tedy o
antibiozu, ktera je zptisobena produkci a zvysenou pfitomnosti sekundarnich metabolit
jako je escin, kyselina chlorgenova a diglykosid kverticinu. U jedinct, ktefi jsou
nachylni, se jedna o toleranci.

U né&kterych druhi jirovee doSlo k urcité genetické stagnaci v disledku dlouhého
rustu, neddvnym roz$ifenim a demografickymi uddlostmi na konci Etvrtohor. Novi
jedinci nejsou vysazovani nadhodné, a nedochazi proto k volné alelové rekombinaci. Pro
takovéto druhy je nutné studium genetické variability a diverzity, ktera je spojena i
s jejich ochranou.

Ke studiu genetické diverzity dnes existuje celd fada metod a nastroji, které 1ze
rovnéz vyuzit jak pro studium rezistence, tak i k identifikaci ptivodu jednotlivych druhi.
Tato prace navazuje na ptedchozi praci (Bacovsky, 2013), s rozsifenim o nové metody a
nastroje pro ziskani vice informaci o vztazich mezi jirovci navzijem, porozuméni
systému fytofag — hostitel (Cameraria ohridella — Aesculus hippocastanum), a
schopnosti vybranych jedinct rodu Aesculus odolavat biotickému stresu ve vybranych

podminkach.



2 CILE DIPLOMOVE PRACE

1)
2)

3)
4)
5)
6)

Literarni reSerSe na studium genetické diverzity rostlin pomoci DNA markert
Hodnoceni poskozeni listové plochy larvami klinénky jirovcové u vybranych
genotypu rodu Aesculus

Molekularni analyza hodnocenych genotypti pomoci SSR markera

Molekularni analyza variability vnitinich transkribovanych mezernikd ITS1 a ITS2
Utinnost alternativnich elektrolytickych pufri pii analyzach DNA

Statistické zpracovani ziskanych vysledkt a jejich interpretace

10



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rod Aesculus

Rod Aesculus je tradi¢né rozdélovan do péti hlavnich sekci, které odrazeji geografickou
distribuci jednotlivych druhi i jejich podobnost v ramci fylogenetickych analyz. Jsou to
sekce Aesculus, Pavia, Parviflora, Calothyrsus a Macrothyrsus. Tento maly rod,
vyskytujici se na Severni polokouli v Severni a Severovychodni Americe, Evrop¢,
vychodni Asii a Japonsku, je dobie prostudovany fylogenetickymi nastroji, a to diky své
velikosti, bohatym fosilnim ndleziim a zastoupenim jednotlivych druh@ na rtznych

lokalitach (Harris, 2007).

3.1.1 Sekce rodu Aesculus
Jak jiz bylo zminéno, rod Aesculus se ¢leni na pét hlavnich sekci a sekci Hybrid, ktera

je Casto v literatufe opomijena (Xiang et al., 1998; Chanon, 2005; Harris, 2007):

1. Sekce Aesculus je rozdélena do dvou oblasti, a zahrnuje jiz dva zminéné druhy
A. hippocastanum a A. turbinata. Centrum ptvodu jirovce madalu je okoli
Ohridského jezera, odkud byl distribuovan na konci 16. stoleti do celé Evropy.
Dnes se tento druh nachazi témeét na celém evropském kontinentu, s izemim
zasahujicim az do vychodni Asie. Jirovec japonsky byl nalezen na tfech
japonskych ostrovech Honsu, Sikoku a Hokkaidé. Dnes se viak bézné vyskytuje
1 na ostatnich kontinentech.

2. Sekce Pavia je jedna ze tii polytypickych sekci (obsahuje alespont dva a vice
poddruht) a patii k ni druhy A. glabra Willd, A. glabra var. arguta Rob., A.
flava Sol., A. pavia L., A. pavia. var. flavescens Sargent, a A. sylvatica Bartram.
Plvodni oblasti téchto druhl se Casto prekryvaji a zahrnuji uzemi statd USA -
Texas, Kansas, Alabama, Karolina a Florida.

3. Vsekci Calothyrsus se vyskytuji druhy A. assamica Griff., A. californica
Spach., A. chinensis Bunge, A. indica Wall. ex Camb. a A. wilsonni Rehder.
Vsechny druhy se vyskytuji ve vychodni Asii s plvodem v himalajskych
oblastech, kromé& A. californica, ktery byl objeven v nevadskych horach
v Severni Americe.

4. A. parviflora Walter (sekce Macrothyrsus) byl popsan a objeven v USA ve staté
Georgia.

5. A. parryi Gray (sekce Parryina) je jeden z americkych jirovcu, vyskytujici se

prevazné v Kalifornii.
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6. Hybrid sekce predstavuje A. x carnea, A. x anoldiana, A. x bushii, A. x hybrida,

A. x mutabilis, A. x neglecta, A. x plantierensis a A. x woerlitzensis.

3.1.2 Vybrani zastupci rodu Aesculus
Pfedmétem této prace neni shrnuti dosavadnich poznatkd o rodu Aesculus, proto jsou

nadale uvedeny jen druhy analyzované v této praci. V tabulce 1 je uvedena nachylnost

jednotlivych druhii k biotickym a abiotickym faktorti, které se bézné vyskytuji

Vv lokalitach vyskytu téchto jedinct. V tabulce 2 Ize nalézt anatomické a morfologické

rozdily u osmi druhti v této studii.

Tabulka 1 - Nachylnost a tolerance vybranych druht ke stresovym faktorim
(upraveno Chanon, 2005)

Bioticky stres Abioticky stres
Druh/typ stresu
Tolerance Nachylnost Tolerance Nachylnost
Aesculus C. ohridella E. flexuosa, G. aesculi(+), G. | Zasoleni (+), Spalené listy
hippocastanum | (rezistentni cingulata, C. ohridella zne€isténi ovzdusi,
kultivar M06) (+/++), P. syringae pv. tézké pudy
aesculi
Aesculus X Guignardia aesculi (-), Sucho (-)
turbinata Cameraria ohridella (+/++)
Aesculus Guignardia Guignardia aesculi (-/+) Sucho (-) Nizké teploty
marilandica aesculi (nékteré béhem jara
genotypy)
Aesculus Guignardia X Zamokfieni Sucho
parviflora aesculi, ostatni
listové choroby
Aesculus glabra | x E. flexuosa, G. aesculi (+), | Zasoleni pidy, X
G. cingulata, P. syringae pv. | alkalické soli,
aesculi sucho, znecisténi
ovzdusi
Aesculus glabra | Guignardia X Alkalické zasoleni | X
var. arguta aesculi
Aesculus pavia X X Zamokieni X
Aesculus x X Guignardia aesculi (+) Znecisténi ovzdusi | X
carnea (+)

Vysvétlivky: (-/+/++) — slab4, silna a extra silna nachylnost nebo tolerance; X — neovéteno
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Tabulka 2 — Anatomicka a morfologicka charakteristika vybranych jed

Aesculus (upraveno Chanon 2005)
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3.2 Geneticka diverzita a variabilita
Pojem genetickd diverzita znamend genetickou rtiznorodost, nebo také rozmanitost na

urovni druht (jejich stupent odliSeni na urovni nukleovych kyselin). Geneticka
variabilita pfedstavuje detailngj$i stupen proménlivosti, poznatky této variability
poskytuji cenné informace o vnitrodruhové genetické riznorodosti. Oba tyto ukazatele
jsou soucasti mnohem ucelenéj$iho systému biodiverzity, kterd zahrnuje vSechny typy
rozmanitosti, at’ uz na trovni ekosystému nebo i jednotlivych populaci (LaStivka &
Krejcova, 2000). I kdyz geneticka diverzita, spolecné s genetickou variabilitou, stoji na
rozmanitost nejvetsi vliv. Jsou zédkladem evoluce a schopnosti pfizptisobeni se zivych
organismi novym podminkdm. Jde tedy o riznorodost v ramci jednoho druhu, nebo
mezi druhy navzajem, ktera je geneticky fixovana (Rands et al., 2010).

Druhy a ekosystémy, které vykazuji vysoky stupenn homogenity (maji nizkou
urovenn genetické proménlivosti), jsou vice geneticky zranitelné, maji snizenou
ekologickou adaptabilitu, a sni spojenou nizs§i odolnost ke stresovym podminkam
biotického i abiotického pivodu. Rostliny jsou, na rozdil od Zivo€ichidi, omezené
nemoznosti Uniku v ptipad€ neptiznivych podminek. Museji byt schopny reagovat na
tyto nové podminky a musi se jim umét ptizpusobit. Tato prizptisobivost samoziejme

vyzaduje vysokou troven flexibility v prubéhu evoluce.

3.2.1 Moznosti tvorby genetické variability a jeji ochrana
V ramci ochrany genetické diverzity a variability by mél byt kladen diraz na jeji

poznatky nejen u postizenych a ohroZenych druhii. Dle Patona (2009), studium
genetické rozmanitosti na urovni mezi- a vnitrodruhové bude mit ¢im dal vétsi vyznam
nejen pro zakladni vyzkum pro zabezpeéeni potravinové sobésta¢nosti lidstva, ale i pro
teorii udrzitelného rozvoje (TUR). V praci Bacovsky (2013) je uveden Sir§i vyznam
genetické rozmanitosti spolecné s dlisledky jejiho ochuzovani.

RozSifovani genetické variability se provadi predev§im u vyznamnych,
hospodaisky vyuzitelnych druhii, pfiCemz jsou ovliviiovany jejich kvalitativni a
kvantitativni vlastnosti. Vyssi genetické variability 1ze dosdhnout dle Chloupka (2008) u
rostlin n€kolika zplsoby: 1)kfizenim (rekombinace vlastnosti vychoziho materialu
k ziskani rostlin s projevem heteroze); 2)mutagenezi (tj. nahla zména genotypu, ktera je
zpusobena cilenou mutaci v urcitém nebo nahodném lokusu); 3)polyploidizaci (jeden
z druhtt mutace, kdy se napf. aplikaci kolchicinu zvysi zdkladni chromozomové ¢islo na

dvojnasobek); 4)biotechnologickymi postupy (fuze bun¢k, kdy dochazi ke splynuti

14



protoplastl; selekce v bunéénych kulturach, tedy vybér mutantnich rostlin odvozenych
z kalusovych  kultur, bunécnych suspenzi nebo protoplastll); 5S)genovymi
transformacemi (vnaseni cizorodé DNA do cilového organismu); 6)ostatnimi zdroji
genetické variability (ty zahrnuji genové amplifikace a interakce, transpozony a
epigenetické mutace, které nejen pro rostliny znamenaji jeden z hlavnich mechanismt
moznosti adaptace pii stresovych podminkéch)

Zdroji genetické variability jsou druhy nedomestikované, vyskytujici se v misté
jejich ptvodu. Ochranu genetické promeénlivosti v ramci druhii predstavuje jeji

konzervaci in situ a ex situ.

3.2.2 Moznosti studia genetické diverzity
Ke studiu genetické proménlivosti se dnes vyuziva zejména genetickych znak.

Geneticky znak (marker) predstavuje jakykoli fenotypovy projev, pfi kterém se alely
pfislusného genu segreguji na ur¢itém lokusu dle Mendelovych zdkoni. Genetické
markery tak umoziuji studium rozmanitosti u jednotlivych druhti na urovni samotnych
gend. Srozvojem molekularni biologie, pfedevsim v 70. letech 20. stoleti doslo
k objevu celé fady metod, které jsou dnes standardné vyuzivany. Tyto metody lze vyuzit
pfi studiu domestikovanych druhli a jejich ptedkil, k porozuméni pfi¢in zmén uvnitt
téchto populaci, umoznuji studovat a lépe porozumét procesu kiizeni, kiizeni mezi
pfibuznymi jedinci a zméndm v genetické expresi. Pomahaji objasnit genetickou variaci
zpusobenou geografickymi udalostmi a lze jimi rovnéz urcit fylogenetické vztahy mezi
jednotlivymi druhy navzajem. Moderni metody také umoZiiuji tvorbu genetickych map,
efektivnéjsi selekci a identifikaci znak pfi Slechténi.

Ke studiu genetické proménlivosti existuje hned n€kolik metod zaloZenych na
riznych markerech. V této literarni reSer$i je nejvétsi pozornost vénovana SSR

markertim a ITS oblastem, které jsou i ptedmétem diplomové prace.

3.3 Morfologické markery

Na trovni morfologickych markerii jsou sledovany jednotlivé znaky v pfislusné fazi
ontogenetického vyvoje. Tyto markery maji vyhodu malé naroc¢nosti na technologie.
Jednotlivé znaky bohuzel ale nemusi byt zcela zfetelné, a jsou navic zavislé na
prostiedi. Morfologicko-taxonomicka analyza vyZzaduje Siroké zkuSenosti a vyzaduje
velké mnozstvi rostlinnych zdroji. Velkou nevyhodou je pak rozliSovaci schopnost u
vegetativné mnozenych druhti (Christelova, 2011; Jiang, 2013).

U dievin, na rozdil od jinych rostlin, bylo identifikovano pouze malé mnozstvi

téchto markert, které byvaji pro mutované jedince ¢asto letalni.
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3.4 Biochemické markery
Biochemické a molekularni techniky poskytuji uzite¢na data, a to diky jejich schopnosti

poskytovat informace o polymorfizmu na nejdetailnéjsi urovni.

Biochemické markery studuji variabilitu, kterd je zplisobena pfitomnosti nebo
specifickou modifikaci sledovaného proteinu, funkénosti enzyml a vyskytem
sekundarnich metabolitl. K rozpoznani genetické variability na Grovni biochemickych
markert se nejCastéji vyuzivaji elektroforetick¢é separacni, imunoanalytické a
chromatografické metody. Témito metodami lze stanovit miru diverzity mezi druhy
navzajem, v ramci jednoho druhu nebo az v ramci populace (Jiang, 2013). Rovnéz
mohou byt tyto metody vyuzivany k evolu¢nim studiim, nebo pfii sledovani konzervace
genu (Strauss et al., 1992). U dfevin byly nejvice studovany dominantni markery ze
skupiny terpenoidii (monoterpeny), které byly nahrazeny kodominantnimi allozymy,
tedy riznymi variantami jednotlivych enzymu (neboli izoenzymy) (White et al., 2007).
U hospodaiskych druhti jsou dnes oblibenymi biochemickymi markery zasobni proteiny

jako gliadiny a gluteiny u pSenice, hordeiny u jeCmene a zeiny u kukufice.

3.5 DNA markery

Posledni skupinou znakli, které se zabyvaji genetickou variabilitou na urovni
nukleotidl, jsou molekuldrni DNA markery. Tyto markery jsou zaloZzeny na sledovani
polymorfizmii v primarni sekvenci DNA. Jejich ptednosti je, Ze nejsou zavislé na
vnéjSim prostfedi, na rozdil od morfologicko-taxonomickych a biochemickych znaki.
Kterakoli zména v sekvenci DNA (inzerce, delece, translokace, duplikace 1 bodové
mutace) mize byt studovana v jakékoli ¢asti genomu, ktera rovnéz mize byt ziskana
z jakékoli ¢asti rostliny. Tyto markery jsou vSak po finan¢ni a technologické strance
(Mondini et al., 2009).

Témito markery byl velmi zjednoduSen pfistup k poznatkim uvedenych
v kapitole 3.2.2. Piedevsim pti Slechténi rostlin a genotypovani jednotlivych jedinct
jsou znaky na urovni DNA dnes nezastupitelné.

Vybér vhodného markeru se 1i§i v zdvislosti na materidlu, ktery ma byt
studovan, a kterd problematika mé& byt analyzovdna. Vhodny marker by mél byt
rovnomérné zastoupen v genomu, mél by byt vysoce polymorfni, zaroven vSak
reprodukovatelny. Rovnéz by meél vyzadovat co nejmensi mnozstvi vstupni DNA

(Agarwal et al., 2008).
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Dle typu jsou markery rozliSovany na dominantni a kodominantni. Dominantni
markery jsou specifikovany pfitomnosti nebo absenci studované alely, a nelze tedy urcit
jejich frekvenci. Naproti tomu, kodominantni markery umoziuji detekci dominantni i
recesivni alely, které jsou predavany potomstvu od obou rodi¢t (Mishra et al., 2014).
Kodominantni markery jsou tedy vice specifické. Jejich nevyhoda je jejich
jednolokusovy vyskyt, kde je pfi jejich analyze nutné znat vétsi pocet usekd. Tento
pocet je dan polymorfizmem kazdého lokusu, tedy jeho mutaéni rychlosti (Vignal et al,
2002).

Na zakladé metody, na které jsou zaloZeny, 1ze DNA markery rozdélit do tii
skupin: 1) hybridiza¢ni, tj. sparovani bazi na zaklad¢ jejich komplementarity
S ptipravenym usekem DNA; 2) amplifikacni — amplifikace tseku DNA; 3) sekvenaéni

— ziskani ptesného sledu nukleotidl pfisluSného fragmentu.

3.5.1 Hybridiza¢ni markery
Systém DNA-DNA hybridizace byl objeven v souvislosti se snahou zredukovat

velikost eukaryotického genomu pro jeho snadnéj$i manipulaci. Vytvafeni vodikovych
mustkll mezi jednotlivymi bazemi umoznilo vyuzit malé useky DNA jako znacky pfi
studiu polymorfizmu v homolognich sekvencich k témto zna¢kam.

Metoda umoziujici takovyto pfistup se nazyva délkovy polymorfizmus
restrikénich fragmentl (RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism). Zaklad
této metody je v redukci velikosti celého genomu pomoci restrikénich endonukledz, kde
velké mnoZstvi fragmenti, ziskané z celého jaderného genomu, je redukovano jejich
hybridizaci K ptipravenym kratkym usekim, navazanych naptiklad na nylonovou
membranu (tzv. DNA hybridizace) (White et al., 2007).

Objevenim polymerazové fetézové reakce (PCR — Polymerase Chain Reaction)
se tato metoda podstatné zjednodusila. Studovany usek zajmu pii znamé sekvenci je
amplifikovan, a restrikéni endonukleaza na zékladé¢ piislusné sekvence dany usek Stépi
nebo nikoli. Pomoci této metody Ize rozliSit homo- 1 heterozygoty, a zaroven je velmi
dobie reprodukovatelnd mezi jednotlivymi laboratofemi. Technika, kombinujici
ptistupy PCR a RFLP, se nazyvda CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)
(Jiang, 2013).

Obé¢ vyse uvedené metody jsou dnes nahrazovany efektivnéjsi technologii DArT
(Diversity Arrays Technology), ktera kombinuje prvky RFLP, PCR a AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism). Pfi analyze jedincli touto metodou dochazi rovnéz

k redukci velikosti celého genomu, ale mnohem vyrazngji. Proto byla metoda DArT
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aplikovana zejména u polyploidnich druhd s velkym genomem, jako je¢men, pSenice,

rizné druhy trav a ryze (Némcova et al, 2010).

3.5.2 Klonovani DNA
Podstatou vétsSiny metod, predev§im vyuzivajicich rekombinace DNA, byla (az do

objeveni polymerdzové fetézové reakce) technika klonovani, v literatufe také jako
klonovani DNA nebo klonovani genti. Tato metoda je zaloZzena na izolaci specifického
useku DNA, ktery je nasledné vlozen do ciziho hostitelského genomu bakteridlniho
nebo virového piivodu (plazmidy, viriony, kosmidy) (Zuo & Rabie, 2010).

Pti izolaci specifického useku, ktery je vlozen do vektoru, vznikd tzv. DNA
knihovna, kterd obsahuje alespon jeden gen nebo analyzovany fragment DNA. Takto
preneseny usek DNA, Ize nasledné ziskavat v dostate¢ném mnozstvi a vyuzit pro dalsi
studie, dnes nejcastéji sekvenovani.

Vyuziti procesu klonovani umozZnilo objeveni zminénych restrik¢énich
endonukledz, které¢ dokdzi Stépit vladkna nukleovych kyselin s piesnosti na 1 nukleotid.
Nazev restrikéni endonukleazy vychazi z jejich funkce v bakteridlnich bunkach, kde
vyhledavaji a napadaji cizorodou DNA (White et al.,, 2007). Kazda restrikéni
endonukledza mé svoji specifickou rozpozndvaci sekvenci, ktera je casto
palindromatické (identickd v obou smérech komplementarity). Prvni restrikéni enzym
s endonukleazovou aktivitou byl nalezen v bakterii Escherichia coli (nazev enzymu
EcoRl), s rozpoznavaci sekvenci GAATTC ve sméru 53" a CTTAAG ve sméru 3'5’
(Semagn et al., 2006).

Restrikéni endonukleazy lze jednak vyuzit pti RFLP a stouto metodou
spojenych analyzach, a pfi samotném klonovani (obr. 1), které zahrnuje nékolik
zékladnich krok:

1. Izolace vektorovych plazmidd z bakterii — dnes jiz bézné poskytované
komeréné.

2. Restrikce ziskaného plazmidu v bodé 1 — komeréné dodavané plazmidy
jsou geneticky modifikovany, aby obsahovaly co nejvétsi pocet
restrikénich  mist. Vinzerénim misté vektoru se nachazi
deoxynukleotidovy piesah, nejcastéji ve sméru 5°3°, ktery zabranuje
resociaci a zaroven slouZi jako vazebné misto pro ligovany fragment
(Bola, 2005).

3. Piiprava inzertu — z poc¢atku této metody byl vzdy studovany usek DNA

nastépen stejnym enzymem, ktery byl aplikovan na vektorovy plazmid.

18



EcoRI stépi v misté G a A, nechava tedy na kazdém misté pfesah 4 bazi
AATT/TTAA. Kazda restrikéni endonukldza ma pak specifickou
rozpoznavaci sekvenci, ktera se pohybuje nejcastéji v rozmezi 4 — 8 bp
(Alberts et al., 2008). Dnes se bézné vyuziva k ziskani studovaného
useku PCR, kde termostabilni Taq polymerdza béhem termindlni
degradace pfipojuje na 3" konec v obou smérech DNA deoxyadenin.
Tento 1 bp ptesah slouzi jako vazebné misto, které je komplementarni
K restrikénimu mistu v hostitelském vektoru, do kterého je ptislusny
fragment inzertovan. Restrikéni mista rovnéz mohou nést i1 specificky
navrzené primery (Gansauge & Meyer, 2013).

PreciSténi — pied ligaci je Casto rozhodujici pro spravny priabch celé
reakce ziskat pfisluSnou sekvenci ve spravném mnozstvi a kvalité.
Ziskany PCR produkt se zbavuje volnych primerd a nukleotidt, které
nebyly pfi amplifikaci spotiebovany. K tomu je dnes vyuzivana cela
fada komeréné¢ dodavanych kitt. Hlavnimi slozkami jsou enzymy
alkalickd fosfataza a exonukledza. Po elektroforetické separaci je rovnéz
doporucovano opétovné precisténi (Green & Sambrook, 2012).

Ligace cizorodé DNA do plazmidu — tedy inzertu do vektoru, je
zprosttedkovano na zakladé komplementarity bazi. Inzerc¢ni misto
vV plazmidu vektoru se nejCastéji nachazi uvnitf otevien¢ho cteciho
ramce (ORF — Open Reading Frame). Inzerci dochazi k pteruseni urcité
sekvence, ktera se projevi rozdilnym fenotypem. U bakterii Escherichia
coli se nejCastéji vyuziva barevného indikatoru, kde inzerci dochazi
K pteruseni genu lacZ, odpovédného za tvorbu B — galaktosidazy. Tento
enzym Stépi laktézu na glukézu a galaktozu a je to prvni krok
Vv katabolizmu laktézy. Vysledkem je, Ze bakterie s aktivnim enzymem
tvofi na agarovém médiu obsahujicim X — gal modré kolonie, zatimco
buiiky bez tohoto enzymu tvofi kolonie bilé. K inzerénimu mistu ptiléha,
jak jiz bylo zminéno v bodé dva, specificka sekvence obsahujici velky
pocet restrikénich mist, které¢ slouzi pro ziskani rekombinacniho
fragmentu po jeho klonovani. Samotny proces ligace je
zprostfedkovavan DNA ligazou (Snustad & Simmons, 2009).
Transformace — v poslednim kroku je plazmid, nesouci rekombinantni

usek DNA, vnesen do hostitelské kolonie bakterii. Tyto bakterie jsou
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kultivovany na selek¢nich médiich, na kterych pteziji pouze ty bakterie,
které nesou transformovany plazmid. Kolonie, které vytvareji
odpovidajici fenotyp, jsou vybrany pro naslednou izolaci inzertovaného

useku DNA (Alberts et al., 2008).
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Obrazek 1 — Obecné schéma klonovani DNA, A — udsek pro selekéni gen, B — inzer¢ni misto s 1 bp presahem, v
okoli inzeréniho mista se muZe nachazet rizny pocet rozpoznavacich sekvenci pro restrikéni endonukleazy

(upraveno Promega, 2010)

Restrikéni mista restrikénich endonukledz se vyskytuji Vv kodujicich 1
nekodujicich  sekvencich, a ve vSech tfech genomech, jaderném (nDNA),
chloroplastovém (cpDNA) i mitochondridlnim (mtDNA). Chloroplastovy genom, spolu
s mitochondrialnim, je ve srovnani s jadernym pomérné maly. Mnozstvi DNA, ziskané
z téchto genomil, neni proto Casto dostacujici. Pro amplifikaci velkych fragmentl se

vyuziva metoda klonovani.

3.5.3 Amplifika¢ni markery
Amplifikaéni markery jsou zaloZzeny na dnes jiZ rutinné¢ vyuzivané polymerdzové

retézove reakci (PCR), kterou objevil v roce 1983 Kerry Mullis. Tato metoda umoznuje,
oproti star§im technikam, rychlou produkci specifickych tseki DNA in vitro, pouze
s n¢kolika malo molekulami ptivodniho templatu (Mullis et al., 1986). Pravé nizka
koncentrace vychozi DNA je vyhodou oproti DNA — DNA hybridizacnim technikam.
Tato rychla amplifikace rovnéZz nahradila samotny proces klonovani u celé¢ fady
molekularnich metod.

Principem PCR je jiz zminéna de novo syntéza novych fetézcl ve tfech po sobé
jdoucich krocich v ne€kolika opakovanich. Prvnim krokem je denaturace dsDNA, ve
druhém se na oba fetézce napojuji primery, které oznacuji mista pro syntézu novych

fetézcl, vznikajicich pfi poslednim kroku — elongaci. Primery jsou kratké
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oligonukleotidové sekvence, dlouhé 6 — 32 bp, komplementarni ke koncim
studovanych lokust (Semagn et al., 2006).

Techniky zalozené na PCR mohou byt rozdéleny pomoci primertt na dvé
zékladni kategorie. Prvni se zabyva useky DNA bez pfedchozi znalosti jejich sekvence,
vyuziva tedy ndhodné primery. Druhd metoda vyzaduje jiz pfesnou znalost studovaného

fragmentu, jedna se o specifické primery, komplementarni k urcité sekvenci DNA.

3.5.4 Markery zaloZené na amplifikaci nahodnych fragmenti
Mezi prvni dvé metody, které byly vynalezeny s vyuzitim hybridizace nahodnych

primert, patifi RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) a AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism).

RAPD technika byla prvni PCR metoda, zalozena na molekularnich markerech
studujicich genetickou variaci. Tato metoda vyuziva kratkych primert k ndhodné
amplifikaci rizn€ dlouhych tsekii genomické DNA. Po elektroforetické separaci a
vizualizaci pod UV zafenim je mozné ziskat téméf neomezeny pocet DNA markert.
Vyhodou této metody je, ze neni nutnad predchozi znalost genomu. Kratké sekvence
primerd umoznuji ndhodné nasedani v genomu, a tedy celé jeho pokryti (White et al.,
2007). Nevyhodou této metody vSak muze byt jeji reprodukovatelnost mezi
laboratofemi. Profilovini DNA pomoci RAPD je striktné zavislé na reakénich
podminkach PCR. Rovnéz neni mozné odlisit heterozygotni a homozygotni jedince.
Nezavislé variace RAPD jsou: AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) a DAF (DNA
Amplification Fingerprinting). AP-PCR vyuziva 10 — 15 bp dlouhé primery, pficemz je
po prvnich dvou cyklech PCR navysena teplota jejich nasedani. Produkty DAP jsou na
rozdil od RAPD markerti separovany na polyakrylamidovém gelu a barveny stiibrem,
¢imz je mozné rozlisit polymorfizmy v ramci 2 — 5 bp (Agarwal et al., 2008).

Metoda AFLP propojuje RFLP spolu s metodu RAPD, je vsak vice specificka a
reprodukovatelnd. Specifita této metody je zpiisobena vyuZitim selektivnich primert pii
kazdé reakci, kdy je redukovan pocet vzniklych fragmentli v zavislosti na poctu
selektivnich nukleotidi. Pomoci AFLP, stejn¢ jako metodou RAPD, je mozné mapovat
genom bez jeho ptfedchozi znalosti. AFLP metoda navic poskytuje mnohem castéji
unikatni markery, které lze vyuzit pfi tvorbé genetickych map (Mishra et al., 2014).

Polymorfizmus AFLP markerti ma vsak oproti RAPD metod¢ vice piicin (Arif et
al., 2010), které je ¢ini vice specidické. Nevyhodou je naro¢nost této metody a kvalita

vstupni DNA.

21



3.5.5 Markery zaloZené na amplifikaci specifickych fragmentu
Pti znalosti studované sekvence lze vyuzit rozdilnych pfistupti kjeji analyze.

S pfichodem modernich sekvencnich technologii byla vyvinuta skupina markert,
oznacenych jako ESTs (Expressed Sequence Tags). ESTs jsou ¢asti molekul mRNA,
dlouhé nejcastéji 300 — 500 bp, které byly reverzni transkripci piepsany do cDNA
(komplementarni DNA) (Ayeh, 2008). ESTs markery ptfedstavuji genové sekvence,
které¢ jsou specificky exprimovany pouze v urCitych fazich vyvoje, ve specifickych
bunkach a za urCitych podminek. Markery ESTs byly odvozeny piedevSim pro
hospodarsky vyuzivané plodiny jako je¢men, kukufice, cukrova titina, rajée a bavlna
(Li et al., 2014). Sekvence ESTs jsou vyuzivany jako cenny zdroj polymorfnich
markerd, a pfi metodéach, které determinuji miru exprese vybranych tseki. Jak jiz bylo
zminéno, EST markery jsou ziskdvany z mRNA, tudiz neobsahuji intronové oblasti.
Ptesto byly nalezeny uvnitt studovanych genl repetitivni mikrosatelitové sekvence,
které umoznuji studium vzdalené ptibuznych druhti. Metoda (EST-SSRs) ma vsak
nizkou frekvenci alel na jeden lokus (Qureshi et al, 2004).

Dalsi velkou a vyznamnou skupinou jsou markery odvozené od QTL
(Quantitative Trait Loci). QTL lokusy ptedstavuji useky DNA nesouci geny odpovédné
za vyznamné uzitkové vlastnosti. Ackoli tyto geny nejsou zdaleka vsSechny
determinovany, jsou znamy jejich specifické alelové varianty (napf. vynos zrna u
obilovin, rezistence k abiotickym a biotickym faktorim). QTL markery nemusi byt
strukturni souc¢asti téchto gent, ale mohou byt i v tésné vazbé mimo jejich struktury (Li
etal., 2013).

Oblibenou skupinou molekularnich znakl jsou markery zalozené na variabilité
transponovatelnych elementi. Transponovatelné elementy (TE) jsou tseky DNA, které
ve svych sekvencich koéduji aparat nutny pro jejich pfemisténi v ramci genomu (pro
retroelementy strukturni gen gag, gen prot pro protedzu, a geny pro reverzni
transkriptazu, RNazu H a integrazu). TE byly dlouho povazovany za nevyznamnou cast
genomu organismd, ale v posledni dobé se ukazuje jejich nezastupitelna funkce v ramci
evoluce (Federoff, 2012). Diky jejich velkému vyskytu v genomu a jejich vzajemné
transpozici jsou TE oblibenym ndastrojem pii studiu genetické diverzity, a pfi
molekularnich analyzach jsou ¢asto vyuZzivany v kombinaci jinych metod, jako jsou
AFLP nebo SSR. Princip molekularnich markert, které analyzuji transponovatelné
elementy, je zalozen na amplifikaci specifické oblasti (Agarwal et al., 2008). Jeden
primer byva obvykle navrzen tak, aby byl komplementarni k oblasti studovaného

transpozonu, druhy primer pak odpovida sekvenci, ktera je spojena s danym TE. Mezi
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nejvyznamnéj$i metody podle Mondini et al. (2009), zabyvajici se TE, patii: IRAP
(Inter-Retrotranspozon Amplified Polymorphism), SSAP (Sequence-Specific Amplified
Polymorphism), REMAP (Retrotranspozon-Microsatelite Amplified Polymorphism),
RBIP (Retrotranspozon-Based Amplified Polymorphism) a TD (Transposable Display).

Srozvojem sekven¢nich databdzi byla objevena silné se rozvijejici skupina
DNA markeri, nazyvanych SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Tyto
jednonukleotidové mutace, nejcastéji bialelického ptivodu (vznikaji v disledku tranzice
nebo transverze), jsou rozmistény v celém genomu ve velmi variabilnim mnoZstvi mezi
jednotlivymi druhy (Jiang, 2013). Jsou proto velmi vhodné pti konstrukei rozsahlych a
podrobnych genetickych map. V koédujicich sekvencich zplsobuji ¢asto zmény
vV kone¢ném produktu piislusné sekvence. Nejvice téchto mutaci je vSak lokalizovano
spiSe v nekodujicich oblastech (Arif et al., 2010). Vétsina metod analyzujici SNP, jak
uvadi Vignal et al. (2002), jsou =zaloZzeny na alelové-specifické hybridizaci,
oligonukleotidové ligaci, alelové-specifické PCR, a na specificky konstruovanych
primerech, které jsou komplementarni k oblastem vyskytu jednonukleotidovych
polymorfizmi. Vyvoj a detekce novych SNP vychazi ¢asto z EST, piekryvajicich se
oblasti kontighi pfi konstrukci BAC knihoven (Bacterial Artificial Chromosome) a
z RRS (Reduced Representation Shotgun).

I kdyz jsou tato kapitola a tato prace zaméfeny na DNA markery, je nezbytné
neopomenout dvé techniky, které se rovnéz dostdvaji do poptedi pii analyzéach
genetické variability a fylogenetickych studiich. Jedna se o Real-Time PCR, kdy je
S detekci pftislusné sekvence cDNA provedena 1 jeji kvantifikace bud’ za pouziti
fluorescencnich barviv, které interkaluji s dsSDNA, nebo za pouZiti oligonukleotidovych
fluorescenéné znacenych sond. Druhou skupinou technik jsou pak RNA-odvozené
markery cDNA-SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) (Cronn & Adams,
2003), cDNA-AFLP (Ritter et al., 2009), RAP-PCR (Random Amplified
Polymorphism-PCR) (Kelly et al., 2000) a cDNA-SSR (Suresh et al., 2013).

3.5.6 Simple Sequence Repeat (SSR)
Velmi oblibenym a cennym ndstrojem pii studiich polymorfizmu jsou

mikrosatelitni oblasti, neboli SSRs (Simple Sequence Repeats), které lze rovnéz
V literatufe najit pod dal§imi synonymy, uvedenymi v piedchozi praci Bacovsky (2013),

spolu s charakterizaci a vyuzitim SSR markera u rostlin.
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Vyvoj téchto markert je znacn€ naroCny, piesto ale byvaji hojné vyuzivany
diky jejich vysoké mife polymorfizmu a jejich rovhomérnému zastoupeni napfi¢ celym
genomem. Vyskytuji se v kddujicich 1 nekodujicich oblastech, a ackoli jejich hlavni
uloha neni pifesn¢ identifikovéna, hraji vyznamnou roli pii zdvaznych poruchach a
onemocnénich. Velkou oblibu maji tyto markery predev§im diky kodominantnimu
charakteru, kterym lze identifikovat pfislusnou alelu od obou rodi¢ii, a zaroven diky
vysoké frekvenci alel na jeden lokus. Vignal et al. (2002) uvadi, Zze v pruiméru Ctyfi
variabilni mikrosatelitové oblasti, s mutacni rychlosti alespon 10°, jsou dostacujici pro
identifikaci a studium diverzity pfislusSného druhu, ve srovnani napt. SNPs markery, u
kterych je potfebny pocet lokusii mnohonasobn¢ vyssi.

Jak jiz bylo zminéno, vyvoj SSR markerll je narocny proces po finanéni 1
technické strance. Vyvoj zahrnuje konstrukei genové knihovny, detekci klonii pomoci
hybridizace s mikrosatelitni sondou, nasledné sekvenovani vybranych klonti a kone¢né
navrzeni primerd pro PCR ze ziskanych sekvenci. Nejvétsim problémem ziskani
ptesného sledu sekvence mikrosatelitl je v8ak pravé jejich opakujici se 1 — 6 bp motiv
(Zheng et al, 2008). Moznost, jak redukovat cenu a obtiznost vyvoje novych SSR
markerd, je jejich prenositelnost, jak uvadi Ondrouskova (2011). Srovnadnim béznych
markert bylo zji§téno, ze marker jednoho druhu muze byt pfitomen v druhu piibuzném
nebo dokonce vramci celého rodu. Tato prenositelnost je zalozena na zakladé
homologie sekvenci v oblastech pfilehajicich prav€é k mikrosatelitnim oblastem.
Prenositelnost SSR markert je nejvice vyuzivana u zemédé€lskych plodin (Liu et al.,
2010).

Za variabilitu mikrosatelitovych oblasti jsou odpovédné dva teoretické mutacni
mechanizmy. Prvnim muta¢nim mechanizmem, ktery je z ¢asti zmiflovan v minulé
praci, je sklouznuti DNA polymerazy béhem replikace. Druhym pak nerovnomérna
rekombinace chromozomu pii crossing-overu, a genova konverze (T6th et al., 2000).
RovnéZz pro riizné typy mikrosateliti je jejich mutacni rychlost rozdilnd. Dlouhé
mikrosatelitové lokusy jsou méné stabilni, a spiSe podléhaji mutacim, zatimco kratsi
fragmenty maji tendenci expandovat, oproti delSim. Delsi repetice jsou také nachylné;si
mutovat kratsi useky, které jsou nachylnéjsi zpetné mutovat dlouhé. Mutaéni rychlost je
zaroven ovlivnéna 1 sekvencemi v blizkosti mikrosateliti (Lai & Sun, 2003).

Ke sklouznuti DNA polymerazy dochdzi v pribéhu replikace na templatovém
vlakné¢ DNA (obr. 2). Béhem tohoto procesu muze nastat zaclenéni stejného nukleotidu

do nového vznikajicitho vlakna DNA Sroubovice. Pokud tato chyba neni rozpozndna
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opravujicim systémem (MMR = missmatch repair), vytvaii se nova alelova varianta k
pivodnimu genu (Li at el, 2004). Ke sklouznuti DNA polymerazy podobnym
zpusobem miize dochazet rovnéz pii PCR, kde uvolnéné vlakno z dsDNA po iniciacni
denaturaci neni pfili$ stabilni a podléhd Cetnym termalnim fluktuacim. Vznikaji tak
artefakty (minoritni produkty), liSici se nejcastéji v délce 2 bp. Po elektroforetické
separaci lze tyto produkty, oznacované stutter bandy, identifikovat jako slabsi prouzky

asociované s hlavnim produktem (Mishra et al., 2014).
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Sklouznuti IINA *
- P E)
polymerazy s A
...... G R ARG A ARG AR A G A A
CTTCTTCTTCTTOCTT
Zaplnéni *
G A AGAAGCAAMGAMAGAARMIG.A
_________ CTTCTTCTTCTTCSCTT
Sklouznuti DINA Zaplneni
polymerizy / \
B
GOA
G A ARG ARAGAAGAACGA G A AG A MG AR AT AAGAA
..... CTTLCTTOCT TS TTOCTT CTTCTTCTTCTTCOCTT

/
\;

A G
T

[+ )
Hw

A A G A MG AA G A
TTCTTCTTCT

T

Obrazek 2 — Obecné znazornéni sklouznuti DNA polymerazy béhem replikace u GAA/CTT mikrosatelitniho

motivu (upraveno Schlétterer & Tautz, 1992)

Pfi nerovnomérném crossing-overu (obr. 3 — A, B) dochazi k piekiizeni u
chromozomovych vlaken, které nejsou presné sparovany (sesterské chromatidy a
homologni chromozomy pii meidze). K tomuto jevu dochédzi u dlouhych, tandemové se
opakujicich sekvenci, kde ma rekombina¢ni mechanizmus problém urcit spravné misto
zéapisu mezi dvéma vldkny. Vznikaji tak dv€ nova rozdilna vlakna, u kterych na jednom
doslo k deleci a na druhém k inzerci. Genova konverze (obr. 3 — C) pak ptedstavuje
pfenos Useku DNA mezi dv€ma nesesterskymi chromatidami béhem rekombinace.

Z donorového vldkna prechdzi ¢ast na vlakno akceptorové. Na rozdil od crossing-overu

se vSak tyto zmény odehravaji pouze na jednom vlakné¢ (Bzymek & Lovett, 2001;
Reliene & Schiestl, 2003).
A

b (T ——

Obrazek 3 — Obecné schéma nerovnomérného corssing overu a genové konverze, A — nerovnomérny crossing
over sesterskych chromatid, B — genova konverze sesterskych chromatid, C — D — rozdil mezi crossing overem

a genovou konverzi (upraveno Reliene & Schiestl, 2003)
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K mikrosatelitnim oblastem se vdZze mnoho metod, které vyuzivaji jejich
vysokou mutacni rychlost. Mezi nejvyznamnéjsi dle Semagn et al. (2006) patii: STMSs
(Sequence Tagged Microsatellite Site), SSLPs (Simple Sequence Length
Polymorphism), SNPs, SCARs (Sequence Characterized Amplified Region), CAPS,
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) a SRAP (Sequence-Related Amplified
Polymorphism).

Vsechny tyto metody jsou zalozené na amplifikaci specifickych fragmentu,
jejichz variabilita je zavisla na konstrukci primeru, ktery byva ¢asto komplementarni
k amplifikované oblasti, jako je tomu v piipadé SSRs, nebo je komplementarni k
sekvenci spojené se studovanym lokusem. Muze byt tedy selektivni s jednim
nukleotidem v piipadé ISSR, kdy jsou primery navrzené pro dany motiv mikrosatelitu a

jejich specifitu zajistuje 1bp presah.

3.6 Sekvenac¢ni markery
Na zakladé molekularnich markert je generovadna cela fada dat, které mapuji rizny

stupen variability na urovni nukleovych kyselin. Zdrojem této variability jsou mutace,
které jsou produktem evolu¢nich procesti. Tyto polymorfizmy na Girovni DNA, jak bylo
zminéno v diivgj§i praci Bacfovsky (2013), jsou prvotni pficinou genetické
proménlivosti, postihuji od jednotlivych nukleotidl az celé useky, a mohou byt pro tyto
useky jak identické, tak mohou mit v rdmci jednotlivych lokust 1 individualni charakter.
V pribéhu vyvoje zanechavaji molekularni stopu, kterou lze vyuZit pro analyzu
evolu¢nich vztahil, determinaci Urovné piibuznosti, a pro sestavovani fylogenetickych
stromt, které zobrazuji evoluci studovanych organizmd.

Vyvoj sekvencnich technologii umoznil rozvoj sekvenénich databazi, a kromé
celé fady molekularnich markerd zaloZzenych na PCR, také rozvoj molekuldrni
fylogenetiky. Obzvlasté dnes, diky tzv.“next generation sequencing™ metodam, lze
v kratkém cCase ziskat presny sled nukleotid tisice sekvenci najednou. Dnes nejbéznéji
komeréné dostupnymi technologiemi jsou pyrosekvenovani 454 (Roche), Solexa
(Illumina) a SOLiD (Applied Biosystems). Tyto nové technologie umoznuji béhem
jednoho tydne osekvenovat 0,1 — 4 gigabaze v celkové hodnoté 3 400 — 8 500 US$ (Arif
et al., 2010).

Molekularni fylogenetika, jak jiz bylo naznaceno, studuje vztahy v ramci
evolu¢nich procesi mezi druhy, pfi¢emz vyuziva molekuldrné — biologicka data. Tyto

informace, ziskané ze sekvencnich analyz, maji celou fadu vyhod oproti morfologickym
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a fyziologickym markeriim, maji napf. mnohem vice informativnich znaki a jsou lépe
ptreveditelné na kvantitativni hodnoceni. Tyto znaky ale nemaji vliv na pfirozeny vybér,
proto jsou vhodné pro zobrazeni evolu¢ni ptibuznosti druhti (Mondini et al, 2009). Diky
této vlastnosti lze pak rozliSit konvergentni, divergentni a paralelni evoluci. Pii
divergentni evoluci dochézi k akumulaci rozdild mezi dvéma druhy pochéazejicimi ze
stejné¢ho predka a posléze vznikaji druhy nové. Konvergentni evoluci vznikaji naopak
podobné znaky u rozdilnych druhti, a to ndhodnym piisobenim podobnych selek¢nich
podminek. Pfi paralelni evoluci se vlivem stabilizace selek¢niho tlaku, ktery nemusi byt
stejny, vyvijeji podobnym zplsobem dva druhy bez stejného predka (Rosenblum,
2006).

U taxonomickych studii, které vyuzivaji molekularnich markerd, zejména v
oboru molekuldrni fylogenetiky, by molekuldrni data méla byt dopliiovdna o data
morfologickd. Molekularni data poskytuji uzitecné informace o vlastnostech, které
davaji vzniknout novym liniim (kladogeneze). Avsak bez morfologickych dat, ktera
ukazuji zmény vlastnosti v rdmci nové linie (anagenezi), nelze spravné urcit, zda
opravdu soubor jedinct v ptislusném fylogramu patii do spravného taxonu (Aze et al.,

2013).

3.6.1 Sekvence vhodné pro fylogenetické analyzy
Sekvenéni data DNA, kterd jsou nejvhodnéjsi a nejpfimé&j$i zdroj informaci pro

fylogenetiku, vychdzeji ze tfi rlznych genomii — jaderného, chloroplastového a
mitochondridlniho. V ramci kazdého genomu se 1iSi fixace a rychlost jednotlivych
mutaci, tzv. substituéni rychlost, pfi které se fixuje urcity pocet mutaci v dané pozici
DNA za stanovenou ¢asovou jednotku (nejCastéji 1 rok). Pti této rychlosti tedy vznikaji
rozdily, které ¢ini kazdy lokus DNA vice ¢i méné vhodny jako zdroj fylogeneticky
informativnich znak.

Obecné nejvice selekéné neutralnich mutaci 1ze identifikovat v nekodujicich a
repetitivnich sekvencich, a v pseudogenech. U rostlin ma nejvyssi substituéni rychlost
genom jaderny. Genom mitochondridlni je konzervativni, na rozdil od mtDNA u
zivocicht, ktera je pro fylogenetické ucely €asto vyuzivana. V chloroplastovém genomu
lze nalézt oblasti, které¢ jsou jak konzervativni (obracené repetitivni Useky), tak i1
variabilni (jednokopiové sekvence a geny lokalizované v cpDNA) (Hartl, 2012).

Obecné plati, Ze vybér vhodné sekvence zdlezi na jeji variabilit¢ a evolu¢ni

vzdalenosti ke studovanym druhim. Pro druhy pifibuzné jsou nejcasteji zvoleny takové
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sekvence, které maji vysokou uroven substitucni rychlosti (pseudogeny). Druhy, které
jsou od sebe vzdalené, jsou naopak analyzovany pomoci lokust, které jsou vice
konzervativni nebo specifické pro dany druh (exony). Pii studiu zvlasté vzdalenéjSich
druhti je pro analyzu evolu¢ni ptfibuznosti vyhodnéjsi zvolit vice na sobé nezavislych
lokust DNA, které mohou byt i krats$i, nezli zvolit jeden dlouhy, koédujici usek
(Christelova, 2011). V moderni fylogenetice jsou nejcastéji vyuzivané lokusy
vyskytujici se na chloroplastové DNA a lokusy jaderné ribozomalni DNA (rDNA).

V této studii byl vyuzit v metodické Casti vnitini transkribovany mezernik (ITS
= Internal Transcribed Spacer), proto mu bude v ramci literarni reSerSe vénovana vétsi

pozornost.

3.6.2 Ribozomalni jaderna DNA
Jedna z moznych oblasti genomu, které lze vyuzit pii srovnavacich studiich ve

fylogenetickych analyzach, je ribozomalni DNA (rDNA), neboli jadernd ribozomalni
DNA (nrDNA). Geny organizatoru jadérka jsou uspotfadany do jednotlivych klastert, a
ty jsou organizovany jako tandemové repetice, které jsou transkribovany jako jedina
jednotka (He et al., 2005).

Tyto jednotlivé klastery se nachazeji v kazdé bunice ve stovkach az tisicich kopii,
které jsou organizovany jako tandemové repetice. Jednotlivé fragmenty se znaci
jednotkou Svedberg (S), kterd udava cas, pfi kterém probéhne sedimentace dané
makromolekuly pfi jeji ultracentrifugaci v hustotnim gradientu. Jedna jednotka rDNA
sestava z 5S lokusu, ktery je lokalizovan mimo podjednotku 45S. Tento komplex (obr.
4) 1ze rozdg¢lit obecné na genové lokusy, transkribované jako jeden celek, 18S — 5.8S —
288, které jsou od sebe odd€leny vnéjSim a vnitinim transkribovanym mezernikem.
Jednotlivé jednotky 45S jsou oddé€leny netranskribovanym mezernikem, ktery kazdou
jednotku ukoncuje. 45S obsahuje Gseky v zavislosti na jejich pivodu v ramci bunky.
Zalezi tedy, zda se jedna o mitochondridlni, cytosolové ¢i plastidové sekvence (Storch
et al., 2013). Puvod jednotlivych ribozoma ovliviiuje také jejich citlivost
k antibiotikiim, coz potvrzuje endosymbiotickou teorii migrace prokaryotnich bun¢k do

eukaryotnich.
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Obriazek 4 — Obecné znazornéni ribozomalni struktury DNA; ETS — (external transcribed spacer)
vnéj§i transkribovany mezernik, ITS 1 a ITS 2 — (internal transcribed spacer 1, 2) vnitfni
transkribovany mezernik, IGS — (intergenic spacer) mezigenovy mezernik, NTS — (nontranscribed

spacer) netraskribovany mezernik (upraveno Storch et al, 2013)

V ramci vnitini organizace ribozomalni podjednotky existuje rozdil ve
variabilit¢ vySe popsanych lokusti rDNA. Koédujici oblasti jsou, stejné¢ jako v cp
genomu, konzervativni. Jejich srovnani je vhodné spise pro vzdalengjsi druhy, a konce
téchto oblasti umoziuji navrhnuti specifickych primerd, které 1ze vyuzit pro amplifikaci
vybranych lokusti vné&jsich ¢i vnitfnich transkribovanych mezernikti (White et al.,
1990). Pravé vnitini mezernikové oblasti jsou nejcastéji vyuzivanym markerem pfi
konstrukci fylogenetickych stromt. Hlavni vyhodou ITS sekvenci je jejich
univerzalnost. Jedna se o velmi variabilni oblasti, které jsou obklopeny konzervativni
strukturou gend. Samotna délka oblasti ITS1 — 5.8S — ITS2 vétSinou nepiesahuje délku
750 bp (véetné primeri), coz je délka, kterd umoziuje jednoduchou amplifikaci PCR, a
pfimou sekvenaci bez pouziti specifickych vnitinich primert (Hillis & Dixon, 1991).

Variabilita ITS sekvenci je dostatecné vysokd, aby bylo mozné uplatnit tuto
oblast DNA pro studium ptibuznych rodt a druht, ptfi¢emz vyssi variabilitu vykazuje
oblast ITS1 oproti ITS2. Blaalid et al. (2013) srovnanim téméf 135 000 ITS sekvenci u
hub rodu Ascomycota a Basidiomycota, objevili rozdily na druhové urovni porovnanim
podobnosti téchto dat, ziskanych z databazi UNITE (User-friendly Nordic ITS
Ectomycorrhiza Database) a INSD (International Nucleotide Sequence Database).

Jednim ze znakii ribozoméalni DNA je schopnost tzv. ,.concerted evolution®
neboli koordinované evoluce. Tento sjednoceny vyvoj sekvenci napti¢ vSemi kopiemi
rDNA zajist'uje jejich vysokou uniformitu. Je tedy zajiSt€éna homogenizace genti rDNA,
kdy dochazi k hromadéni stejnych mutaci u vSech klasterti, které se tak vyvijeji jako
celek, a nevznika tedy sekvencni variabilita kazdé podjednotky 45S (LeRiche et al.,
2014). 1 pres tento uceleny vyvoj rDNA mize dojit k odchylce od koordinované

evoluce, kdy neni homogenizace kompletni, a jeden druh tak mlze mit vice variant ITS
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oblasti (Ambrose & Crease, 2011). K tomuto jevu, kdy se jednotlivé useky rDNA
vyvijeji nezavislé na sob€, dochdzi hlavné¢ u hybridnich druht, kde v dasledku
hybridizace nebo polyploidizace doslo k zachovani obou variant rDNA rodict. Tyto
odchylky od ucelené homogenizace lze vyuzit pii detekci a identifikaci rodiCovskych
linii u hybridd. Neschopnost sexualni rekombinace nebo pfitomnost nehomolognich
chromozomu pak zpomaluje proces homogenizace (Aguilar et al., 1999). Aby vsak bylo
mozné identifikovat jednotlivé varianty rDNA, neni vhodné vyuziti piimého
sekvenovani genomické rDNA z jednoho amplikonu PCR. Vyuziva se tedy procesu

klonovani (kapitola 3.5.2), a nasledného sekvenovani n¢kolika klont.

3.6.3 Chloroplastova DNA
Chloroplastovy (cp) genom se lisi v zavislosti na rostlinném druhu. U vysSich rostlin

dosahuje primérné velikost 120 — 200 kb, avSak u niz$ich rostlin byly nalezeny i cp
genomy o Velikosti 37 kb. Na jednu fotosyntetizujici bunku ptipada zhruba 1000 —
10 000 kopii, které jsou v cirkularni struktute, a ktera je pro vétSinu rostlin maternalné
dédéna (Yang et al, 2014).

Struktura chloroplastového genomu se skldda ze dvou obracenych repetic (IRa,
IRb), které od sebe oddéluji jednu velkou a jednu malou jednotku (LSC = large single
copy, SSC = short single copy; Obr. 5). Pocet gend, lokalizovanych v cp genomu, je
prumérné mezi 60 — 200, ptic¢emz vétSina gent koduje spiSe transferovou a ribozomalni
RNA (Lin et al, 2012).
Chloroplastovy genom se t&si ve fylogenetickych studiich nejvétsi oblibe, zejména diky
vyuziti univerzalnich primerdi a dostupnosti jeho sekvenci. Chloroplastové geny jsou
navic konzervativnéjsi, ve srovnani s geny jadernymi, jsou tudiz vhodné 1 pro studium
vzdalenych druhii. Naproti tomu genové mezerniky, lokalizované v cpDNA, maji
dostatecnou substituéni rychlost i pro studium druhd na nizSich taxonomickych
urovnich. Rovnéz byl zjistén i niz8i pocet pseudogenti, cizorodé DNA a repetitivnich
sekvenci. V roce 2009 byly specifické sekvence cpDNA pouzity pro analyzu vice nez
13 000 druht, coz byla doposud jedna z nejvétsich fylogenetickych studii (Smith et al.,
2009).

Nevyhodou pfi studiu hybridnich druhQi je pro cpDNA jeji uniparentdlni
dédicnost, kdy je lepsi k identifikaci rodict vyuzit zminéné jaderné DNA, zejména genti

ribozomalni DNA a intergenovych transkribovanych mezernika.
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Datura stramonium

Chloroplastovy genom

155,871 bp
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[J NADH dehydrogenaza
B Rubisco - velki podjednotka
B RNA palymeriza
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M transferova RNA
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Obrazek 5 — Chloroplastova mapa genomu durmanu obecného; IRa/IRb — obricené repetice
(inverted repeats), LSC - dlouha jednokopiova oblast (long single copy), SSC - kratka

jednokopiova oblast (short single copy; upraveno Yang et al., 2014)

3.6.4 Ostatni sekvence vyuZzivané pro fylogenetické studie
Mezi sekvence, které se dnes vyuzivaji k fylogenetickym studiim, patii 1 jaderné geny

Snizkym poctem opakovani. Tyto geny zahrnuji oblasti s vysokou proménlivosti
(intronové oblasti), zaroven vSak i geny, které jsou konzervativni, a témet se nelisi.
Takovym piikladem je napf. gen Pax6 u mysi a jeho podobnost s genem eyeless u
Drosophily melanogaster L. (Jang et al., 2003). Studiem jadernych genti odpada
problém parentalni ¢i maternalni dédi¢nosti, zaroven jejich nizky pocet nabizi moznosti
studia jednotlivych genil a jejich nezéavislost na sob¢.

Hlavni nevyhodou studia jadernych gent je potieba homogenity vstupnich dat
pro rozliSeni paralognich a ortolognich genti, tedy podobnost studovanych sekvenci
Vv zavislosti na jejich spole¢ném plvodu, a naslednou komparaci. Paralogni 1 ortologni
geny maji sice spole¢ného predka, ale geny ortologni vznikly speciaci, zatimco geny
paralogni v dusledku duplikace ancestralniho genu. Oba typy genii odrazeji tedy

rozdilny priubéh evoluce (Wu et al., 2014).
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3.7 Elektrolytické pufry a DNA markery
Dnes existuje cela fada technik a metod, slouzici k separaci a determinaci velikosti nebo

typu jednotlivych molekul. Mezi nejCastéji vyuzivané patii soubor elektroforetickych
metod, souhrnné oznacovanych jako elektroforéza. Tyto metody vyuzivaji k déleni latek
jejich odlisnou pohyblivost ve stejnosmérném elektrickém poli, zalozenou na zakladé¢
naboje téchto latek. Elektroforetické metody se dale d€li dle prostiedi, ve kterém se
nachazeji.

Pro separaci nukleovych kyselin a proteinti jsou bézn¢ pouzivanymi metodami
ve vetSing laboratoii agardzova a kapilarni elektroforéza. Tyto dvé metody separuji
ruzné velikosti molekul, jak jiz bylo naznaceno, na zdkladé zaporného naboje zbytku
kyseliny fosfore¢né, obsazené ve struktufe DNA nebo RNA, pfi¢emz s rostoucim
poctem nukleotidi roste 1 ndboj molekuly. Pomér mezi molekulovou hmotnosti a
nabojem je tedy konstantni (Stellwagen et al., 2000a).

Vyse zminénd separace probiha v piesné definovanych podminkach. Agarézova
(1,3 vazana — B — D — galaktéza s 1,4 — vazanou - 3,6 — anhydro — a — L — galaktdzou,
substituovand ojedinéle karboxylovymi, pyruvatovymi/sulfitovymi zbytky) a
polyakrylamidovd média (sitované gely vytvofené reakci akrylamidu s bifunkénim
zesitujicim cinidlem N, N° — methylenbisakrylamidem a dal$imi slozkami) jsou
polymernim nebo kopolymernim komplexem molekul s péry, a stabilni prostiedi
zajiStuji predevSim elektrolytické pufry. Mobilita DNA/RNA je pak piedev§im
ovlivnéna vlastnim slozenim a iontovou silou elektroforetického pufru (Stellwagen,

2009).

3.7.1 Vlastnosti elektrolytickych pufri
Pufr znamena tlumici, ¢aste¢né neutralizovany roztok slabych kyselin nebo zéasad, které

stabilizuji pH a zachovavaji stejné vlastnosti tohoto roztoku. Nutnost vyuziti tlumicich
pufri vyplyva ze skutecnosti, Ze mnohé reakce jsou velmi citlivé i na malou zménu
Vv koncentraci volnych iontii. Pufry obecné udrzuji pH bud’ vazbou uvolnénych iontl
uvolnovanim volnych iontd, které pfi dané reakci byvaji spotfebovany (Stellwagen et
al., 2000b). Tato pufrovaci schopnost se nazyva pufrova kapacita, neboli odolnost pufru
ke zméné pH. Vztah vyjadiujici pomér mezi mnozstvim volnych kationtd nebo aniontl
(OH/H30") v prostiedi se nazyva titraéni kiivka. Inflexni bod pfedstavuje misto, ve
kterém konkavnost nebo konvexnost méni znaménko hodnoty z kladné¢ho na zaporné a

naopak. V piipad¢ nizké koncentrace volnych iontl je vodivost nizka, separace DNA je
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pomald a fragmenty jsou neptesné. Pufr o vysoké koncentraci volnych iontli ma velmi
dobrou vodivost, ale vznika velké mnozstvi tepla, takze mize dojit k roztaveni gelu
nebo k denaturaci DNA. Obecné je tedy kvalita pufru ovlivnéna jeho stabilitou
(koncentraci volnych anionti a kationtli v roztoku), ale také vodivosti, kterd zpétné
ovliviiuje teplotu (s rostouci teplotou pak opét stoupa vodivost), a tim i rozpustnost
jednotlivych slozek v pufru (stoupa koncentrace iontd). Hodnoti se tedy pK pufru
(hodnota vyjadiujici kyselost a G¢innost dané substance) a hodnota pH. Tento vztah
mezi teplotou, vodivosti a

t Teplota

Navysovani (rozpustnost molakul, napétim Se naZ}”VE’l
tepla zména pK) Simultanni projev

pozitivni zpétnd vazba
. (Obr. 6) (Broody & Kern,
! Rychlost zahrivini tVodivost  2004b). Dalsi vlastnosti,

rozhodujici o kvalit¢ a

Uéinek < : 3t i i .
ity e R Konstantninapéti ~ vhodnosti pufru, jsou: 1)
- s Napeti 2 rozpustnost (ve vod¢ nebo
t El.energie
Obrazek 6 - Obecné schéma pozitivni zpétné vazby ve slabych

elektrokondutivnich medii (upraveno Broody & Kern, 2004b) rozpoustédlech); 2)

propustnost (jednoduchy transport pfes bunééné membrany); 3) stabilita koncentrace
iontd (stabilita slouc¢enin); 4) stabilita hodnoty pKa; 5) slaba afinita k t€Zkym kovim; 6)
nereaktivnost (zejména pii enzymatickych procesech); 7) UV absorbance; 8) Cistota

(jednoduché pro vyrobu bez znecisténi tézkymi kovy) a 9) cena (AppliChem, 2008).

3.7.2 Pufry vyuZzivané v soucasné dobé
Objev separacnich metod DNA sahd do 40. let minulého stoleti. Od této doby byly

jednotlivé techniky postupné zdokonalovany az do prvniho pouziti TBE (Tris, kyselina
boritda, EDTA) a TAE pufrt (Tris- kyselina octova, EDTA) v letech 1968 — 1973.
Ackoli byla snaha vyvijet nové elektrolyty a média, alternativni zdroje volnych iontt,
jejich vlastnosti, proces standardizace, mald dostupnost a malo informaci o jejich
vyhodach byly vzdy vyvazeny i jejich vyssi cenou. Z téchto divodu se postupné Tris
pufry staly stabilné pouzivanymi jako jednotici systém pfi separaci nukleovych kyselin
(Stellwagen, 2009).

Tris, neboli trishydroxymethylaminomethan (HOCH,)sCNH,, slouzi vzhledem
ke struktufe v pufrech jako zdroj volnych iontd v jejich neutralni nebo kationtové formé
(Tris-NH,, Tris-NHs") (Sanderson et al., 2014). Oproti pufriim, obsahujicim zbytky

amind nebo boratové slouceniny, nevytvaii Tris vazby s molekulami DNA nebo RNA.
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Rovnéz vytvari stabilni prostiedi, v rozmezi pH 7 — 9, tedy prostiedi, ve kterém probiha
vétsina biologickych procest. Tato sloucenina se stala oblibenou pii separaci proteinti
jako latka stabilizujici enzymatické pfemény. Rovnéz je velmi dobie propustna pro
biologické membrany (Gonzales et al., 1971; Weber, 1992).

Ethylendiamintetraoctova  kyselina, EDTA  schemickym  vzorcem
[CH2N(CH,CO2H).]2, je konjugovana baze a vyznamné chelata¢ni ¢inidlo. Je schopna
navazat dvou- a vicevazebny ligand a poskytuje centralnimu atomu ¢i molekule jeden
nebo vice elektronovych partt (Chang & Ku, 2006). Diky této schopnosti se vyuziva
Vv prumyslu pii odd€lovani kovovych iontl ve vodnych roztocich a v humanni mediciné
pii odstraiiovani tézkych kovi z téla. V molekularni biologii se EDTA zacala vyuzivat
zejména pro redukci intramolekularnich interakci jednotlivych slozek pufru, zabranéni
denaturaci DNA, ktera mtze byt zpisobena vysokou koncentraci interkalacnich barviv.
Tato sloucenina zacala byt rovnéz vyuzivana pro zpomaleni endonukleazové aktivity a
pro vyvazani volnych hofe¢natych kationtt (Broody & Kern, 2004a). Dnes vsak vétSina
elucnich pufrl obsahuje jak Tris tak i molekulu EDTA, a malé mnoZstvi je tak pfitomné
jiz v samotném vzorku po uspésné izolaci. EDTA je zaroven v bézné se vyskytujicich
pufrech zdrojem neutralnich nebo anionovych forem (COOH, COQ) slabych kyselin,
zejména pokud obsahuje misto hydroxylovych skupin atomy sodiku. S vét§im poctem
sodikovych atomt se tedy zvySuje i pomér vodivosti, napéti a teploty.

Mezi TBE a TAE pufry existuyje vyznamny rozdil, diky kterému se staly
vyhledavanymi ke konkrétnim ucelim. Kyselina octova, obsazena v TAE pufru, je
bohatym zdrojem nabitych octanovych aniontil, které nevytvareji komplexy s DNA a
zprostfedkovavaji rychlejsi separaci velkych fragmentli. TBE pufr je vyuZivan pro
separaci malych tsekti DNA, se kterymi kyselina borita pfi vysoké koncentraci mize
tvotit komplex borat — DNA. Tento komplex je separovan mnohem pomaleji (D" Acunto

et al., 2002).

3.7.3 Vyuziti alternativnich pufri pri elektroforéze
Vodivost, jako fyzikalni veli¢ina a prevracena hodnota elektrického odporu, je

ovlivnéna nejen elektrickym proudem, protékajicim vodicem, a napétim na jeho
koncich, ale i1 vzdalenosti, kterou musi elektricky proud piekonat. Vodivost pufru je
dana jeho slozenim a tzv. molarni vodivosti. Moldrni vodivost je zavisld na pH a
zfedéni roztoku, tedy koncentraci rozpuSténych latek a volnych iont. Pohyblivost

kazdé molekuly je zaroven ovlivnéna jejim solvatacnim obalem. Pokud je tento obal u
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jedné molekuly Sirsi, dochdzi u druhé molekuly k poklesu jejiho naboje a ke snizeni
mobility v ptipad¢ jejich stietnuti (Feynman et al., 2000).

Vzhledem Kk obsahu jednotlivych komponent a popsanych vlastnosti
jednotlivych molekul v piedchozich kapitolach, je vysokda koncentrace nabitych
molekul TBE a TAE pufrt jejich limitujicim faktorem. Vlivem pozitivni zpétné vazby
dochdzi k lokdlnim termdlnim vykyvim, které se projevi rychlej$i separaci, a
v disledku jako tzv. ,smile efekt. Tento efekt Casto znemoznuje spravnou analyzu
vicealelovych DNA markert, jako jsou napt. SSR, RAPD, AFLP nebo SSAP aj. Na
polyakrylamidovém gelu je tento efekt navic umocnén  piitomnosti
amoniumpersulfatovych molekul.

Alternativnimi elektrolyty mohou byt nizko — molarni pufry nebo pufry
neobsahujici nadbyte¢né mnozstvi volnych iontl. Sanderson et al. (2014) dosahli
presnéjsi vizualizace snizenim koncetrace a pouzitim ,,EDTA - free* TB (Tris, kys.
boritd) a TA (tris, kys. octovd) pufru. Broody & Kern (2004a) uvadéji v jejich praci SB
(,,sodium boric acid*) pufr, ktery obsahuje kyselinu boritou a atomy sodiku. Tento pufr
je stabilngjsi k lokalnim vykyvim teplot a zaroven na anodalnim konci (anodalni pohyb
kyseliny borité) vytvaii stabilnéjs$i reservoar volnych aniontii. Tyto anionty jsou diky
pH, které je v rozmezi 8 — 8,5, v chemické rovnovaze s molekulami donorové kyseliny
borité. Nabity boratovy anion migruje rychlosti, kterd je umérna jeho moldrni hmotnosti
a solvatatnimu obalu. Ve srovnani s karboxylovymi kyselinami je tedy mnohem
pomalejsi. Tato schopnost oddaluje iontové vyCerpani, kdy na anodalnim a katodalnim
konci dochazi k vycerpani volnych aniontd a kationttli, sniZzuje se migrace separovanych
makromolekul, a zhorSuje se 1 jejich viditelnost na gelu. Tento efekt Ize napiiklad
oddalit recirkulaci pufru nebo jeho chlazenim ¢i zvySenim lokalni koncentrace a
pfidanim nového elektrolytu. Iontové vycerpani je také urcujici faktor pii recyklaci jiz
pouzitych puftt.

Pouziti elektrostabilngjSich pufri umoZiiuje rychlejsi a kvalitn€jsi separaci
nukleovych kyselin, protoZze nedochazi k piehfivani gelu a poruseni jeho integrity.
Broody & Kern (2004b) také uvadéji zavedeni SB pufru pti zhotovovani agarézovych a
polyakryamidovych gelti misto klasicky vyuzivanych TAE a TBE pufra. Ty jsou totiz
v médiu zdrojem piebyte¢nych iontl, 1 kdyz jen v malém mnoZstvi. Systém SB pufru
spolecné¢ s médiem bez Tris aniontd umoZiiuje az trojndsobné navySeni napé€ti, a
zaroven zlepsuje rozliSovaci schopnost. Podobnym systémem je pak i LB médium, ve

kterém jsou misto sodikovych atomt vyuzivany atomy lithia.
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4 MATERIAL A METODIKA

Tato diplomovéa prace byla zhotovena ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem Silva
Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi, v.v.i (VUKOZ). Analyzy DNA probihaly
v laboratofi molekularni genetiky na Ustavu biologie rostlin, analyzy rezistence
vybranych jedinct na Ustavu péstovani, $lechténi rostlin a rostlinolékatstvi. Oba tstavy
se nachazi na Agronomické fakult¢ Mendelovy univerzity v Brn¢ (MENDELU), a ob¢

pracoviste jsou pro vyse zminéné ucely dostatecné vybaveny.

4.1 Kolekce jirovcu
Jedinci analyzovani V této praci byli vybrani na zakladé ur€itych kritérii, ktera byla

hodnocena v mésicich fijen az listopad v roce 2013 na lokalitach uvedenych v tabulce 3:
1) Pritomnost fytofaga klinénky jirovcové
2) Stav listové plochy (hodnocen vyskyt atypickych min, nizké poskozeni v ramci
lokality a vyskytujicich se jirovet, zdravotni stav a staii vybranych jedincit)
3) Lokalita a klimatické podminky (klimatické podminky ovliviiuji vyvoj larev
klinénky jirovcové a jeji populacni rist v dané lokalité)
4) Vzdalenost jednotlivych jedinci 800 — 1000 m (ptedejiti stejnému genetickému
materialu)
5) Osetieni systémovymi nebo kontaktnimi insekticidy ¢i pfitomnost $kodlivych
faktorli omezujici infestaci klinénky jirovcové
Tato kritéria byla diskutovana s doc. Sefrovou a doc. Safrankovou na Ustavu
pestovani, Slechténi rostlin a rostlinolékaistvi MENDELU, a s Ing. Mertelikem, na

VUKOZ, v.v.i., kde byl studovany soubor rozsifen o dalii druhy.

4.2 Rostlinny material
Soutadnice jednotlivych stromi byly lokalizovany pomoci GPS. Pfipadna aplikace

insekticidnich ptipravkli nebo primyslovych hnojiv byla ovéfena za rok 2013 a 2014.
Z4dny zuvedenych jedinci nebyl oSetien (Ustni sdéleni — Ing. Alexandra Koutna,
Vetejna zelent mésta Brna; Odbor Zivotniho prostifedi Brno stied; Bc. Jana Kuéetikova,
Odbor ziv. prostfedi Lednice; Ing. Oto Bernard, spravce parku Lednice; Ing. Jitka
Stépankova, Odbor Zivotniho prostfedi mésta Olomouc; pani Kvétoslava Smolkova, t.¢.
starostka obce Prusinovice; pani Dagmar Kiivkova, matrikaika mésta Biezova nad
Svitavou; pani Eva Kozakova, obecni rada obce Brnénec; pan Lubomir Kopecky, obec
Vit&jeves; Ing. Josef Mertelik, vedouci odboru fytoenergetiky a biodiverzity VUKOZ,

V.V.1.).
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Vybér druhti a jejich identifikace byla konzultovdna s Ing. Mertelikem, a na
Ustavu lesnické botaniky, dendrologie a geobiocenologie Lesnické a dievaiské fakulty
MENDELU.

Pro lepsi izolaci DNA byl rostlinny material (Tab. 3a/b) odebiran v mésicich
bfezen — duben roku 2014. Pro jednotny odbér vzorkl byly z kazdého stromu odebrany
Ctyfi letorosty o délce 40 — 50 cm, s nejméné Ctyimi pupeny. Tyto letorosty byly
vlozeny do kli¢icich nadob s destilovanou vodou a ponechany pii pokojové teploté. Po
otevieni pupent byly ziskany mladé¢ listy a velké mnozstvi trichomtl na kazdém listu
bylo mechanicky odstranéno pomoci skalpelu. Od kazdého stromu bylo odebrano 5 x
0,80 g do 1,50 ml mikrozkumavky.

Vzorky, odebrané v mésici ¢ervnu (A 1 — 10) a srpnu (A 27 — 31), byly
vzhledem Kk pokrocilému vegetatnimu obdobi jiz infestované larvami klinénky a na
jejich povrchu se vyskytovala silné vrstva kutikuly. Z listi bylo proto odebirano pouze
neposkozené pletivo bez tapikl a listové zilnatiny. Celkova navazka kazdého vzorku
byla opét 3 x 0,80 g do 1,50 ml mikrozkumavek. VSechny odebrané vzorky byly do
dalsiho zpracovani ulozeny pii —70°C do hlubokomraziciho boxu. Tento box se nachazi
v laboratofi molekularni genetiky Ustavu biologie rostlin AF MENDELU v Brné.
Kromé samotnych vzorki byl odebran a zamrazen i listovy materidl pro piipadné
opakovani.

Tabulka 3a — Prehled rostlinného materialu pro diplomovu praci

Druh Oznadeni | Lokalita | Soufradnice Dodateéné informace
Aesculus Al Prihonice | Pokusné  plochy | Semenac ziskany ze semen rezistentniho
hippocastanum VUKOZ, v.v.i. kultivaru MO06 A24, atypické miny,
rezistentni chovani
A2 Prthonice | Pokusné  plochy | Semena¢ ziskany ze semen rezistentniho
VUKOZ, v.v.i. kultivaru MO6 A24, niz8§i uroven
rezistence
A3 Prthonice | Pokusné  plochy | Semena¢ ziskany ze semen rezistentniho
VUKOZ, v.v.i.  |kultivaru MO06 A24, nizi droven
rezistence
Ad Prihonice | Pokusné  plochy | Roubovanec odvozeny z A26, atypické
VUKOZ, v.v.i. miny, niz§i poSkozeni
A5 Prthonice | Pokusné  plochy | Roubovanec odvozeny z A26, atypické
VUKOZ, v.v.i. miny, vy$si poskozeni
Aesculus glabra | AGLA Prthonice | Pokusné  plochy | Imunni jedinec
VUKOZ, v.v.i.
Aesculus pavia APA Prihonice | Pokusné  plochy | Imunni jedinec*
VUKOZ, v.v.i.
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Tabulka 3b — Prehled rostlinného materialu pro diplomovu praci (pokracovani)

Druh Oznadeni | Lokalita Souradnice Dodatecné informace
Aesculus glabra | AAR Prihonice Pokusné plochy | Imunni jedinec
var. arguta VUKOZ, v.v.i.
Aesculus x | ACARR Prihonice Pokusné plochy | Imunni jedinec
carnea VUKOZ, v.v.i.
ACARN Brno 49°11'33.261"N, Atypické miny, poskozeni G.
16°34'24.726"E aesculi, v aleji ojedinély
vyskyt larev klinénky
jirovcoveé
Aesculus AMA Prtihonice Pokusné plochy | Imunni jedinec
marilandica VUKOZ, v.v.i.
Aesculus APAR Prtihonice Pokusné plochy | Imunni jedinec
parviflora VUKOZ, v.v.i.
Aesculus Al3 Prusinovice 49°22'37.100"N Dobry stav listové plochy na
hippocastanum 17°35'9.564"E konci  vegetacniho  obdobi
2013
Al4 Brno 49°11'33.803"N Dobry stav listové plochy na
16°34'2.156"E konci  vegetatniho  obdobi
2013
Al15 Vit&jeves, okr. | 49°36'39.020"N, Dobry stav listové plochy na
Svitavy 16°27'55.633"E konci  vegetaéniho  obdobi
2013
Al6 Brnénec, okr. | 49°37'43.591"N, Dobry stav listové plochy na
Svitavy 16°31'14.193"E konci  vegetatniho  obdobi
2013
Al7 Bfezova nad | 49°38'43.428"N, Dobry stav listové plochy na
Svitavou, okr. | 16°31'1.103"E konci  vegetacniho  obdobi
Svitavy 2013
Al8 Lednice 48°47'36.071"N Silné  poskozeni  larvami
16°47'52.836"E klinénky j., kontrola
Al9 Lednice 48°47'46.140"N Mensi  poskozeni  listové
16°48'3.899"E plochy v ramci lokality
A20 Olomouc 49°35'43.634"N, Dobry stav listové plochy na
17°15'42.956"E konci  vegetatniho  obdobi
2013
A2l Brno Dodano MVDr. | Material odebrany z jednoho
A22 Ing. Vaclav Trojan, | jedince, A21 neposkozena Cast
Ph.D. stromu, A22 ¢ast stromu
vykazujici  silné  stresové
podminky neznamého ptivodu
Aesculus ATA Brno 49°12'57.775"N, Silné  poskozeni  larvami
turbinata 16°36'53.206"E klinénky j., BP
Aesculus MO6 Prihonice Pokusné plochy | Kultivar M06, BP
hippocastanum VUKOZ, v.v.i.
A25 Hardegg, Pokusné plochy | Explantatova kultura, BP
Rakousko VUKOZ, v.v.i.
A26 Priihonice Pokusné plochy | Eventualni donorovy material
VUKOZ, v.v.i. pro A4, A5, A28-31, atypické
miny, rezistentni chovani
A27 Prthonice Pokusné plochy Atypické minovani, rezistentni
VUKOZ, v.v.i. chovani
A28, A29, | Pruhonice Pokusné plochy Roubovanci odvozeni z A26,
A30, A3l VUKOZ, v.v.i. ruzna nachylnost ke klinénce j.

Vysvétlivky: BP — bakalaiska prace; A 1 — 31 — Aesculus 1 — 31; * - neovéfeno
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4.3 lzolace DNA

Rostlinna DNA byla izolovana ze zmrazenych pletiv a chlazena na ledu. Béhem izolace
bylo postupovano dle DNeasy® Plant Handbook (Qiagen, 2012a), a celkova DNA byla
ziskana pomoci kitu DNeasy® Plant Mini (Qiagen).

Vzhledem K pfitomnosti nékterych inhibicnich latek a ze zkuSenosti,
pletiv na 0,80 g. Tato hmotnost byla dostacujici v mésicich ¢ervenec/srpen 2013, kdy
byla izolovana DNA z listd v pokrodilej$im stadiu vyvoje. Béhem této analyzy (data
nejsou publikovana) byla snizenim navéazky sniZzena 1 koncentrace sekundarnich
metaboliti a lipofilnich latek, obsaZenych v kutikule a biologickych membranach.
Zaroven bylo navySeno mnozstvi pfiddvaného P2 pufru béhem inkubace pii 0°C
Z ptvodnich 130,0 pl na 300,0 pl. P2 pufr je dilezity pro spravnou degradaci proteinli a
rozpusténi polysacharidi, a tedy i na uvolnéni DNA z jejich organizovanéjsich struktur.
Doba inkubace zlstala vSak zachovana. Pro lepsi vytéznost byl rovnéz opakovan
nasledujici krok. Cely obsah 1,50 ml mikrozkumavky byl pifemistén po lyzi bun¢k do
specialni fialové mikrozkumavky s kolonou, ktera je soucasti kitu, a ve které probiha
centrifugace pii 18 000 otackach/min. Po prvni centrifugaci byl supernatant pfemistén
do druhé mikrozkumavky, bez poruseni vzniklého peletu. Timto zplisobem byla
odstranéna vétSina nedistot, ktera by v dalSich bodech izolace zpisobovala $patnou
funkcénost dalSich roztokii. Vzhledem ke snizeni navazky listovych pletiv doslo i ke
sniZeni celkového mnozZstvi DNA, proto bylo sniZeno i mnozstvi elu¢niho pufru z 100,0
ul na 50,0 pl. Pfi opakovani tohoto kroku byl jiz podle protokolu objem zachovéan.
Posledni modifikaci byla zména objemu RNézy na polovinu, tj. na 2,0 pl.

Kvalita a kvantita ziskané DNA byla méfena na 1,0 % agar6zové elektroforéze a
pomérem absorbance vinové délky 260 nm a 280 nm na UV-spektrofotometru Picodrop
(East Port). K méfeni DNA na agarézovém gelu bylo pouzito 2,50 pl nativni DNA a
2,50 pl nanéseciho pufru (Qiagen). Pro Picodrop byly odebrany 2,0 ul z kazdého vzorku
a jako slepy blank byl pouzit elu¢ni pufr AE (Qiagen). Vzorky s hodnotami nejblize 1,8

a pozitivnim vysledkem na elektroforetogram byly pouzity v nasledujicich analyzach.

4.4 Protokol PCR mikrosatelita

Pro kazdy vzorek byla ptipravena reakéni smés do 1,50 ml mikrozkumavek. Tato smé&s
byla nasledné rozdélena do 0,20 ml PCR zkumavek po 24,0 ul a doplnéna na 25,0 pl
templatovou DNA analyzovanych vzorki. Cely obsah byl pipetou promichén a vzorky

byly vloZeny do komory termocykleru T3 (Biometra).
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Diky pienositelnosti SSR markera (kapitola 3.5.6) byly pievzaty primery a profil
reakce z prace Minami et al. (1998) i pro ostatni druhy, pficemz byly amplifikovany
pouze oblasti vykazujici vysokou miru variability. Teplotni a ¢asovy profil,
elektroforetickd separace, kone¢na vizualizace a hodnoceni vysledkt je stejné jako

Vv predchozi praci Bacovsky (2013) a Vyhnanek et al. (2013).

4.5 Protokol PCR nrDNA
Primery pro ITS oblasti (Tab. 4) byly pievzaty z prace White et al. (1990), kde dle

protokolu na Ustavu biologie rostlin byly upraveny pro optimalni amplifikaci. V ramci
ribozomalni jaderné DNA byla amplifikovana oblast ITS1 — 5.8S — ITS2 bez vyuziti
vnitinich primert. Piiprava reakéni smési, slozeni reakce (Tab. 5) a teplotni profil (Tab.
6) jsou podobné jako pro mikrosatelity, pouze s jinym objemem Taq polymerazy,
vyssim objemem dinukleotid trifosfatu a vys$s$im poétem cykld. Po ukonceni PCR byly

vzorky uloZeny pii 4°C.

Tabulka 4 — Sekvence primeru pro nrDNA (White et al., 1990)

Oznadeni primeru | Sekvence primeru Teplota nasedani primeru
ITS5 F:5-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G - doporucena 63°C

3
ITS4 R:5'-TCC TCC GCT TAT TGATAT GC-3' doporucena 58°C

Zkratky: F — forward primer, R — reverse primer

Tabulka 5 — SloZeni PCR reakce pro ITS oblasti

SloZky reakce 1 vzorek
dd H,0 16,60 pl
Pufr 5,0 ul
dNTP 0,20 ul
Primer ITS5 1,0 ul
Primer ITS4 1,0l
Taq polymeraza 0,20 pl
Celkem 24,0 pl

Zkratky: dd H,O — deionizovana voda; dNTP — dinukleotid trifosfat; Tag — Thermus aquaticus

40



Tabulka 6 — Profil PCR pro primery ITS5a ITS4

PCR Teplota (°C) Casovy priibéh  Pocet opakovani
Inicia¢ni denaturace 94 9 min 1x
Denaturace 94 30s
Annealing (nasedani primert) 55
Elongace (prodluzovani) 72 60 s 35x
Koneéné prodluzovani 72 7 min. 1x

45.1 Hodnoceni ¢istoty ITS fragmenti a purifikace
Kontrola tspésnosti a Cistoty fragmentti po PCR s ITS primery byla provadéna rovnéz

na 1,0% agar6zovém gelu s IXTAE pufrem (postup stejny pro SSR markery)
(Bacovsky, 2013). Z kazdého vzorku byly odebrany 2,0 pl pro zachovani co nejvétsiho
objemu. Velikostni marker Quick Load 100 bpDNA Ladder (Biolabs) byl pipetovan
v objemu 5,0 ul na zacatek a konec kazdého gelu (koncentrace uvedena od vyrobce se
vztahuje pro 10,0 pl). Pomoci tohoto markeru byla zaroven odeCtena i pfiblizna
koncentrace pro sekvenovani (kone¢na koncentrace vydélena 4). Separované fragmenty
byly vizualizovany na UV transiluminatoru Ultraviolet (UltraLum Inc.) a nasnimany
kamerou CCTV (Panasonic) programem Vision Capt (Analis).

Pted sekvenovanim byly vSechny vyhodnocené fragmenty v dostacujici Cistoté a
koncentraci purifikovany komeréné dodavanym QIAquick PCR Purification Kitem
(Quiagen), kde bylo postupovano podle piislusného protokolu QIAquick Spin
Handbook (Qiagen, 2012b) za pouziti originalnich roztokd.

4.6 Klonovani
Po tspésné amplifikaci a kontrole produkti bylo, u vySe uvedenych deseti vzork,

naneseno na 2 % agarozovy gel 23,0 ul PCR produktu (2,0 pl spotiebovany na
pfedchozi kontrolu). Izolace DNA z gelu byla provadéna pomoci komerén€ doddvaného
kitu Invisorb Fragment CleanUp (Stratec Molecular) a postupovano podle protokolu
Invisorb® Fragment CleanUp User Manual (Stratec Molecular, 2014) s originalnimi
roztoky. Izolovany DNA fragment byl za dodrzovani bezpecnostnich podminek
mechanicky vyfiznut z gelu pomoci sterilniho skalpelu. Kazdy vzorek byl nasledné
zvazen a prenesen do 1,50 ml mikrozkumavky. Rozpusténi vzorku probéhlo podle

protokolu ve 30,0 ul elué¢niho pufru.
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Klonovani bylo provedeno dle navodu k produktu pGEM-T Vector System
(Promega, 2010), podle kterého byla spocitdna i hmotnost inzertu a transformacni
uspésnost pro kazdy vzorek:

ng hmotnost vektoru * velikost (kb)inzertu inzert
*
velikost (kb)vektoru vektor

x(inzert) = [ng/pl]

pocet ziskanych kolonii

Trasnsformacni uspésnost = [cfu/ug DNA]

hmotnost (ng) inzertované DNA

Obrazek 7 — Kultivace E. coli na pevném LB médiu s priomérnou transformaéni usp&nosti 2x 108 cfu/pg DNA

(orig. Batovsky)
4.6.1 Ligace

Pred ligaci bylo opét provedeno odecteni pfiblizné koncentrace na 1% agarézovém
gelu. Optimalni pomér vektoru:inzertu je 3:1. Vektor pPGEM-T ma hmotnost 50 ng a
velikost 3 kb. Velikost inzertu v tomto piipadé je 0,75 kb. Po dosazeni do vzorce pro
vypoCet hmotnosti inzertu vychdzi hodnota 37,5 ng/ul. Vzhledem Kk primémé
koncentraci 20 — 30 ng z gelu vyfezanych fragmentd je celkova davka do ligaéni smési
2 ul (Tab. 7). Doba ligace byla 16 hodin pii 14°C.

Tabulka 7 — SloZeni reakéni smési ligace

Slozky reakce 1 vzorek
Ultracista voda 6,0 ul
10x koncentrovany pufr pro 1,0 ul
T4 DNA ligazu
pPGEM-T vektor 0,50 pl
PCR produkt 2,0 ul
T4 DNA ligaza 0,50 pl
Celkem 10,0 pl

4.6.2 Elektroporace a kultivace
Pti elektroporaci byl pouzit stejny postup jako v praci Konecnd (2010). Do 80,0 ul

rozmrazenych elektrokompetentnich bun¢k byl pfidan plazmid v objemu 5,0 — 10,0 ul
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(v zavislosti na el. napéti byl objem sniZzen) a minutu ponechan na ledu. Vzorek byl
nasledné prenesen do elektropora¢ni kyvety (2 mm) a plazmid vnesen do bun¢k
elektroporatorem (Easyjet, Equibio) pti 12,5 Kv/cm, 25 pF a 400 Q. Ke vzorku bylo
ptidano 1,0 ml SOC média (Tab. 8), a vzorek byl nasledné ptenesen do 15 ml sterilni
zkumavky s vickem, kde byl kultivovan 30 minut za stalého tfepani pti 37°C a 60 rpm.
Takto transformované bakterie E. coli byly ve sterilnich podminkach jehlou vneseny do
tekutého LB média a kultivovany pies vikend pii 4°C. Po kultivaci byly buiky E. coli
vysety na Petriho misky, do kterych bylo pfedem pfipraveno pevné LB médium. Pevné
LB médium, stejn¢ jako tekuté médium, bylo s agarem autoklavovano pii 120°C po
dobu 30 minut. Pii teploté 50 — 60°C (udrzitelné v ruce) byly pfidany komponenty pro
selekci blue/white a ampilicin. Takto pfipravené médium bylo rozlito do Petriho misek
a ponechano 30 minut tuhnout. Kultivace probihala ptes noc pii 37°C. Nasledujici den
bylo provedeno vzorkovani. V zavislosti na uspé$nosti transformace bylo vybrano 7
bilych kolonii a jedna modra jako kontrolni vzorek. Kolonie byly odpichnuty sterilnimi
paratky a ponotfeny v PCR zkumavkach s Tris a MgCl, roztokem.

Tabulka 8 — Seznam pouzitych chemikalii p¥i transformaci

SOC Tekuté LB médium Zasobni roztok X-gal

20,0 g trypton 10,0 g trypton 20 mg/ml rozpusténo v N, N —
dimethyl formamid

5,0 g kvasni¢ny extrakt 5,0 g kvasni¢ny extrakt Zasobni roztok IPGT

0,50 g NaCl 5,0 g NaCl 100 mM roztok v dH,O

0,186 g KCI 1,0 ml 1M NaOH Zasobni roztok ampilicinu

5,0 ml 2M MgCI2 Pevné LB médium: 100 mg/ml ampilicinu rozpusténo

20,0 ml 1M glukozy + 15,0 g agaru v dH,O

Zkratky: dd H,O — deionizovana voda; X-gal — 5-bromo-4chloro-3-indolyl-B-D-galaktosid; IPTG —
isopropyl-1-thio-p-D-galaktosid

4.6.3 Testovani aspésnosti transformace pGEM-T vektoru

PGEM-T vektor nese v okoli inzer¢niho mista sekvence homologni k primerim T7 a
SP6, pomoci kterych byla otestovana uspéSnost transformace a ligace. Plazmidy
z odpichnutych E. coli byly izolovany kitem GeneJET ™
2006) a nasledné otestovany PCR (Tab. 9 a 10) dle prace Kone¢na (2010). Po skonceni

PCR byly vzorky zchlazeny na 14°C.

Plasmid Miniprep (Fermentas,
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Tabulka 9 — SloZeni PCR pro testovani transformace

Slozky reakce 1 vzorek
dd H,0 18,60 pl
Pufr 5,0 ul
dNTP 0,20 ul
Primer T7 0,50 ul
Primer SP6 0,50 pl
Taq polymeraza 0,20 pl
Celkem 24,0 pl

Tabulka 10 — Teplotni profil PCR pro primery SP6 a T7

PCR Teplota Casovy pribéh | Polet opakovani
(°C)
Inicia¢ni denaturace 95 3 min 1x
Denaturace 95 30s
Annealing (nasedani primert) 55 50s 30 x
Elongace (prodluzovani) 72 2 min
Koneéné prodluzovani 72 10 min. 1x

4.7 Sekvenovani
Produkty PCR byly sekvenovany firmou Macrogen Korea. VSechny vzorky,

kromé& 10, byly osekvenovany bez klonovani, ihned po purifikaci. U vzorkd Al, A6,
A8, A9, A10, Al1, A19, A22, A27 a A31, u kterych nebyl zcela jasny ptivod fragmentt
v oblasti 700 bp, a zaroven byla u nékterych amplikont i slaba koncentrace, bylo
vyuzito procesu klonovani. Ziskané sekvence byly ohodnoceny softwary ClustalX (SFI)
a BioEdit (Bioedit). Sekvence reverse complement byly pievedeny na webovych
strankach www .bioinformatics.org/sms/rev_comp.html a porovndny s genovou databazi
NBCI (National Center for Biotechnology Information)

www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

4.8 Testovani SB pufru a jeho sloZeni
Schopnost a u¢innost separace SB pufru (Tab. 11) byla porovnavana s TBE pufrem na

polyakrylamidovém gelu se standardni metodikou pomoci SSR markert. Pro srovnani
bylo vybrano 11 vzorkt s rozdilnou velikosti fragmentt, za pouziti variabilni primerové

kombinace AT6D8 (Minami et al. 1998), pouzité i pro molekularni analyzu v této praci.
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Pii pripravé SB pufru bylo postupovano podle prace Broody & Kern (2004b).
Piipraveny 10 mM roztok hydroxidu draselného o celkovém objemu 500,0 ml byl
upraven kyselinou boritou na pH 8,5. Mnozstvi hydroxidu draselného bylo vypocitano
pomoci vztahu latkového mnozstvi n = m/M, kde po dosazeni do vzorce na Ix
koncentrovany roztok vychézi hodnota 0, 39998 g (zaokrouhleno na 0,40 g). Celkové
mnozstvi Kyseliny borité pro kone¢nou tpravu pH bylo 6,8665 g (zaokrouhleno na 6,90
g). Pro ptipravu 10 x koncentrovaného roztoku byly 2,0 g NaOH rozpustény ve 500,0
ml deionizované vody a nasledné bylo pfidano 34,50 g kyseliny borité, kterd byla
rozpusténa za mirné¢ho zahtivani.

Tabulka 11 — SloZeni médii TBE a SB pufru

Slozky TBE médium SB médium
Destilovana H,0O 34,650 ml 34,650 ml
TBE (10x koncentrované) 5,0mi X

SB (10x koncentrované) X 5,0 ml
AKRYL/BIS 10,0 ml 10,0 ml
TEMED 334,0 ul 334,0 ul
APS (10%) 334,0 ul 334,0 ul

Zkratky: TBE — trisbaze (=trishydroxymethyldiaminomethan; Biotech), kys.boritda, EDTA — disodium
ethylendiaminotetraoctova kys. (Biotech); AKRYL/BIS - akrylamid/bisakrylamid; TEMED -

tetramethylendiamin (Biotech); APS — amonium persulfat (Biotech)

4.9 Hodnoceni rezistence
Hodnoceni stavu listové plochy bylo provedeno jako dopliujici ukazatel molekularnich

markeri pouze u nékterych jedinct (Tab. 12). Hodnoceni nebylo provadéno u
donorového jedince A21 a A22 (stejny geneticky materidl), ktery byl do této prace
zatazen az pozdé¢ji, a A25, kde listy nebyly hodnoceny z divodu ndrocnosti a
vzdalenosti. Jedinec A27 byl hodnocen pouze jednordzové na konci vegetace. Pro
ostatni jedince byla listova plocha a jeji poskozeni hodnoceny od zafatku do konce
vegetacniho obdobi v roce 2014 nebo do doby Uplného zniceni listovych pletiv (100 %
poskozeni). Kazdy 1. a 15. den v mésici byl pofizen digitalni zaznam. Vzhledem ke
znalostem ziskanym v pfedchozi praci Baovsky (2013), byly fotografovany pouze listy
ze spodnich pater (infestace listh larvami klinénky jirovcové pifezimujich generaci
vV opadaném listi).

Na prub¢h infestace v pfirozenych podminkach ma bezesporu velky vliv vyvoj
klimatickych podminek za minuly i soucasny rok. AvSak vzhledem k rozdilnym

lokalitam, ze kterych geneticky materidl pochazi, nebyly teplota, Uhrn srazek béhem
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vegetace, ani teplotni profil v pribéhu zimniho obdobi mapovany. Vzhledem
k zaméfeni této prace je prumérna teplota diskutovana pouze okrajové. Hodnoty byly
porovnany na Www.chmi.cz, kde pro uvedené soufadnice v kapitole 5.2 byly na portalu
Ceského hydrometeorologického ustavu vyhledany stanice nejblize lokalitam vyskytu
jirovel — Olomouc, Holesov, Brno — Tutany, Svratouch.

Pro testovani rezistence v umélych podminkich je vyuzivan systém umélé
infestace, kde se jako zdroj kukel pouziva listi s pfezimujicimi kuklami. Hlavnim cilem
V tomto pfipade je hodnoceni prubéhu rezistence u testovanych jedincii (Ing. Mertelik,
ustni sdélent).

Procentualni poSkozeni bylo vypocitano programem Assess verze 2.0 (ASP) a
postupovano dle manualu Assess 2.0 Image Analysis Software for Plant Disease
Quantification (ASP, 2008). Tento program je specializovany software pro hodnoceni
stupn€ napadeni rostlin patogeny na zaklad¢ digitalizace obrazu a zpracovani vzniklého
souboru dat v pocita¢i. Digitalni zdznam byl pofizen V rozliseni 4 608 x 3072 pixela
S horizontalnim a vertikalnim rozliSenim 96 dpi a 300 dpi v zavislosti na pouzivaném
fotoaparatu. Obé dvé rozliSeni jsou dostacujici pro kvantifikaci poSkozeni. Samotné
hodnoceni bylo provedeno v panelu Classic s nastavenim barevného spektra, které
nejvice vyhovovalo barevnému spektru minovani larev klinénky jirovcové (Obr. 8).

Ziskané vysledky byly zpracovany v MicrosoftExcel 2007.

The Classic Panel ﬁ The Classic Panel ﬁ

GEN
’T

Color Plane Color Plane
R (G (8 Apply Cv (s @H Apply
Leaf RGE Lesion HSY o |
Area Area
Smoath [Median) v Smoath [Median) v
% Area % Area
" Filter used with % are; -
Tooale 1 o Tooale o e
Outling Smoath Outling Smoath Floot L
Erade Dilate Erade Dilate
Open Close blob Diiis Open Close blob o
: g:g 0wl Calibrate g:g 0wl Calibrate
Area Lesion Area Lesion
Percent Count |20 A Percent Count |20 B

Obrazek 8 — Nastaveni barevného spektra pri hodnoceni listové plochy (A — barevné spektrum pro oznaceni

celého listu, B — barevné spektrum pro minovani)
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Tabulka 12 — Pi‘ehled hodnoceni rezistence u vybranych jedinci

Oznaceni Vyskyt Hodnoceni Oznaceni Vyskyt Hodnoceni
klinénky rezistence klinénky rezistence
Al Ano Kontrolovana Al7 Ano Ptirozené
infestace podminky
A2 Ano Kontrolovana Al8 Ano Ptirozené
infestace podminky
A3 Ano Kontrolovana Al9 Ano Ptirozené
infestace podminky
A4 Ano Kontrolovana A20 Ano Ptirozené
infestace podminky
A5 Ano Kontrolovand | A21 Nepotvrzeno X
infestace
AGLA Ne X A22 Nepotvrzeno X
APAV Ne* X ATA Ano Ptirozené
podminky
AAR Ne X MO06 Ano Kontrolovana
infestace
ACARR Ne X A25 Nepotvrzeno X
ACAR N Ano Ptirozené A26 Ano Kontrolovana
podminky infestace
AMA Ne X A27 Ano Ptirozené
podminky**
APAR Ne X A28 Ano Kontrolovana
infestace
Al3 Ano Ptirozené A29 Ano Kontrolovana
podminky infestace
Al4 Ano Pfirozené A30 Ano Kontrolovana
podminky infestace
Al5 Ano Ptirozené A3l Ano Kontrolovana
podminky infestace
Al6 Ano Ptirozené
podminky

Vyznam zkratek: X — nehodnoceno; * — netdplny

provedeno pouze na konci vegetace
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5 VYSLEDKY

5.1 Poskozeni jiroveld v podminkach umélé infestace
Poskozeni testovanych jirovcli v podminkach umélé infestace probihala v zavislosti na

jejich ptivodu, bylo tedy rozdilné u jedinci ziskanych ze semen a pro roubovance na
riznych typech podnozi. Pribéh samotné infestace byl ovlivnén znejvétsi cCasti
schopnosti testovanych jirovci zastavit vyvoj larev klinénky jirovcové. Z tohoto divodu
bylo hodnoceni stavu listového aparatu provadéno pouze u dvou jedincl, ktefi
dokumentovali vyvoj minovani u celého souboru jedinct. Tento soubor 1ze rozdélit na
jedince s nachylnym a rezistentnim chovanim, které bylo v ramci dané skupiny podobné

(Graf 1).
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10.6 13.6 16.6 10.7 24.7 8.8
Rozvoj min béhem umélé infestace

Poskozeni listové plochy %

B Nachylné chovani B Rezistentni chovani

Graf 1 — Poskozeni listi larvami klinénky jirovcové v podminkach umélé infestace

Néachylné chovani vykazovali jedinci A2, A3, A30 (semenéce) a roubovanci AS,
A28, A29, A3l. Rezistentni chovani vykazovali jedinci Al (semenac), A4
(roubovanec), M06, ktery je donorovy material pro uvedené semenace a A26, ktery je
donor pro uvedené roubovance. Z uvedenych hodnot vyplyva, Ze u nachylnych jedinct
doslo k témét uplnému poskozeni jiz po 30 dnech infestace, ve srovnani s rezistentnimi
jedinci, u kterych je posSkozeni az 17x mensi (v priméru métfeni nepiesahovalo 5%).
Umeéla infestace byla provadéna v optimalnich podminkach pro vyvoj klinénky

jirovcové, nebude zde tedy uvadén vliv klimatu.

5.2 Poskozeni jiroveid v prirozenych podminkach
Hodnocenim poskozeni listovych pletiv v pfirozenych podminkéch byl zjistén rozdilny

prubéh infestace Vvramci kazdé lokality (Graf 2). Zuvedeného hodnoceni byla
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stanovena stupnice (Tab. 13) vyjadiujici rozsah infestace a ilustrujici jeji prubéh (Obr.
9a/b). U jedincu vyskytujicich se v Lednici, A18 a A19, byla listova plocha poskozena
témet ze 70 — 80 % jiz od konce kvétna a od 2. poloviny Cervence dosSlo k témér
kompletni defoliaci a zakladani malého poctu sekundarnich listti, které ke konci
vegetace byly rovnéz zcela poSkozeny larvami klinénky jirovcové (data nejsou zahrnuta
do hodnoceni). Pro jedince A16 a A20 lze pozorovat postupny nartst poskozeni listi,
kde byl masivni rozvoj housenek opozdén oproti jedincim Al18 a A19 témét o dva
mésice. AvSak ke konci vegetacniho obdobi bylo rovnéz mozné pozorovat velké
poskozeni listového aparatu, i kdyz cast listi byla stidle schopna fotosyntetické
asimilace. Tento rozdil Ize vysvétlit ¢asteénym nebo Gplnym znicenim opadanych listt
Vv minulém roce, které u jirovcli A18 a A19 zlstava na dané lokalité, zatimco u jedince
A20 je zcela odpraveno a kompostovano, nebo v piipadé A16 vyplaveno fi¢nim tokem
Svitava. Uklid opadaného listi probihad rovnéz u jedincti Al3, Al4 a Al7, kde je
zajimavosti stav jejich listového aparatu v pribéhu hodnoceni. Jirovec A13 se vyskytuje
v lokalité, kde listova plocha nebyla ptili§ poSkozena i u ostatnich jirovci, avSak z dané
lokality vykazuje za dvé vegetaéni obdobi podobny prubéh infestace, kdyz na konci
méfeni dosahovalo poSkozeni pouhych 30%. Jedinec A14 se vyskytuje v lokalité, kde
stejn€ jako u jedinct A18 a A19 dochézelo u nékterych stroml na daném misté k uplné
defoliaci. Ackoli je tento jirovec nachylny (poskozeni listové plochy 15.8. necelych 44
%), k dalsimu vyraznému rozvoji min u tohoto jedince jiz nedoslo. Prib¢h infestace byl
obdobny 1 vroce 2013 (stupeit posSkozeni 7), kdy vSak nebyla provadéna
fotodokumentace a hodnoceni programem Assess. Z celého souboru analyzovanych
jirovei vykazuje nejmensi poSkozeni jedinec Al7. PoSkozeni nepiesdhlo kromé
posledniho hodnoceni 10%, ackoli jedinec A16, vyskytujici se v obci Brnénec (spadajici
do stejné oblasti), dosahuje od 15.8. poskozeni az 70%, které se do konce vegetace jiz
vice nezvysuje. Casovy nebo teplotni tinik klinénce jirovcové miize byt tedy vylouden.
Po dvé vegetacni obdobi se pohybuje troven infestace na konci vegetace v rozmezi 10 —
15% (stupeni poSkozeni 4). Zajimavym vysledkem je i troven minovani u jedince Al5,
kde k masivnimu poSkozeni dochazi az v pribéhu mésice srpna. Tento jedinec se
vyskytuje v piimé blizkosti druhého jirovce (nebyl analyzovan), kde u obou dochazi
k silné infestaci, avSak u tohoto jedince byva opozdéna, ptfi¢emz opad listi zustava
neodstranén (stupent poSkozeni za 2013 vice nez 50%). U jirovce japonského (ATA)
dochazi k poSkozeni listového aparatu kazdym rokem, i kdyz zifejmé oproti priib&hu

infestace u jirovce madalu je pocatek minovani opozdén. Tento prubéh ukazuje

49



srovnani s jedincem Al4, u kterého je poskozeni mensi, ale minovani larev klinénky
jirovcové bylo detekovatelné jiz od konce kvétna (30.5.).

A. x carnea (ACAR N), vyznacujici se vyskytem klinénky, byl hodnocen pro
doloZeni nachylnosti, ve srovndni s rezistentnim jedincem, ktery byl rovnéz analyzovan
VvV ramci genetickych analyz. Ackoli miny a larvy klinénky na tomto nachylném jedinci
objeveny byly, poskozeni listové plochy nepiesdhlo béhem celé vegetace 5%. V zari
vSak nebyly detekovany z4dné miny z diivodu silného vyskytu houbovych patogenti na
stanoviSti u ostatnich jirovcd vramci lokality. Na zacatku fijna doSlo jiz k Gplné

defoliaci.
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Graf 2 — Poskozeni listii larvami klinénky jirovcové ve vegetaénim obdobi 2014; A13 — A20 — jedinci

A. hippocastanum; ATA — A. turbinata; ACAR N — nachylny A. x carnea

Tabulka 13 — Stupnice poskozeni jirovca larvami k. jirovcové

Uroveii poskozeni PoSkozeni v %
0-1
1,1-5
51-10
10,1-15
15,1-20
20,1-25
25-30
30-50
50<

-

OO (N |OB|W|N
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0-1% 1,1 -5%
5,1 -10% 10,1 - 15%

20.1 - 25%

Obrazek 9a — Stupniovité poskozeni listi jirovci (orig. V. Bacovsky)




25,1 -30%

50<%

Obrazek 9b — Stupiiovité poSkozeni listii jiroved (pokracovani); A — Ohodnoceni listové plochy

vV programu Assess 2.0 (orig. V. Bacovsky)

V piirozenych podminkach byl hodnocen i genotyp jirovce madalu A27 (Obr.
10), ktery vykazuje stabilni chovani béhem poslednich tii let (Ing. Mertelik, ustni
sdeleni). Na konci vegetacniho obdobi za minuly rok bylo zjisténo jeho primérné
poskozeni pouhych 35,22%, které¢ spada do 8. stupné poskozeni. Na listech tohoto
genotypu bylo pozorovédno i atypické minovani larev klinénky jirovcové. Miny jsou
malé a maji nepravidelny tvar oproti béZnym minam na obrazku 8.

Priimérné teploty pro jedince A13, Al14, A18, A19, A20, ATA a ACAR N se na
danych lokalitdich v uvedenych terminech téméf neliSily. Teplotni maxima nastavala

v mésicich Cervenec a srpen (primérna teplota 20 — 25°C). Tento prubéh teplot miize
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Obriazek 10 — Atypické minovani na listech genotypu A. hippocastanum A27; ¢ervené vyznaceny
nepravidelné miny

vysvétlovat pozd¢€jsi rozvoj larev u téchto jedinct. Stejny vyvoj teplot se vyskytoval i
na lokalité jiroved Al15, A16 a Al7, kde vSak primérna teplota byla ve srovnani s
ostatnimi lokalitami Vv této praci 0 4 — 5 °C niz8i. Stejn€ jako u ostatnich jedinch
dochazelo k nejvétsimu poskozeni listovych pletiv v ¢ervenci a srpnu, kdy primérné
teploty dosahovaly nejvyssich hodnot (15 — 20°C).

Primérny thrn srazek na vSech lokalitach byl béhem vegeta¢niho obdobi 2014
velmi proménlivy. Néktera maxima (az 200 mm srazek) byla namétfena v mésicich, kdy
dochézelo k nejsiln€jSimu rozvoji larev klinénky, jako tomu bylo napf. na lokalité
jedincti A15, A16 a A17. Na ostatnich lokalitach bylo primérné mnozstvi srazek v dobé
nartistu poskozeni mezi 80 — 100 mm. Z téchto vysledkt Ize usoudit, ze Ghrn srazek
v uvedenych mésicich nemél na miru poSkozeni vétsi vliv, ackoli v ptipadé
podrobnéjsich analyz by bylo nutné ovéfit mortalitu a viabilitu minujicich larev.

V ramci hodnoceni poskozeni listové plochy byly rovnéz zaznamenany velké
rozdily mezi jednotlivymi terminy. Tyto rozdily byly zptisobené vysokym poctem min
(data nejsou uvedena), které béhem aktudlniho méfeni dosahovaly maximalni velikosti
jeden mm. Tento vysoky pocet min se projevuje jako ,,zdanlivé okamzita* infestace

béhem dalsiho méfeni, jako je tomu v piipade¢ jedinct A16, A18, A19, A20 a ATA.
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5.3 Vyhodnoceni analyz jednotlivych SSR markeri

Vyhodnocenim jednotlivyjch SSR markeri nebylo zjist€éno uniformni spektrum
Bacovsky (2013). Genetickymi analyzami byla zjisténa v ramci celého souboru vysoka
mira heterozygotni konstituce, ktera u 38,7% jedincti dosahovala 50% a vice (Tab. 15).
Nejvyssi byla zjisténa u A. pavia a genotypu jirovce madalu A16 a A17, nejmensi pro
genotyp A30, ktery se navic neshoduje s profilem jeho donorového jedince A26 hned ve
ttech analyzovanych lokusech AT6D2, AT3D6 a AT7D1. Pro roubovance A4, A5, A8,
A29 a A31 vsak existuje jiz prokazatelna shoda s profilem rostliny oznacené jako
donor. Profil semenacl, ziskanych ze semen MO06, se lisil v lokusech AT6D2 pro
genotypy Al a A2, v lokuse AT5D2 pro genotypy Al a A3, v lokuse AT6DI12 se jiz
odlisoval pouze genotyp Al a v lokuse AT5D10 genotyp A3. U SSR markerd AT7D8
byly detekovany dvé zony amplikont v oblasti 80 — 120 bp a druha, v oblasti 140 bp.

Tabulka 14 — Vyhodnoceni jednotlivych SSR markerii spole¢né s vyctem

heterozygoti na kazdy lokus

SSR Velikost | Pocdet | Pocet DI | PI PIC | Heterozygotni konstituce
marker | (bp) alel alel
celkem
AT6D2 260-320 6 47 0,79 | 0,05 | 0,77 | A2, A3, AMA, APAR, Al3, Al4, Al6,
Al7, A18, A19, A20, A21, A22, MO6,
A25
AT3D6 260-320 4 41 0,50 | 0,30 | 0,45 | A4, A5, AGLA, APAV, AAR, AMA,

A26, A28, A29, A3l

Al, A2, A3, AGLA, APAV, AAR,

ATSD2 | 240-280 | 5 50 | 064|017 | 059 | ACARR, ACAR N, AMA, APAR, A3,
Al4, A5, A16, Al7, Al8, A9, A20,
A21, A22

ATSD10 | 220-280 | 6 41 059015 | 059 | A3, APAV, ACAR R, ACAR N, AMA,
A13, A15, A16, AL7, ATA

AT7D1 | 180-220 | 5 39 [058]012 058 APAV, ACAR R, ACAR N, Al5, A6,
Al7, A18, A20, ATA, A27

AT6D12 | 120-180 | 6 47 067|014 | 0,63 | AL, A3, APAV, Al3, Al5, Al6, Al7,
ATA, A26, A27, A28, A29, A30, A31

AT6D8 | 120-160 | 6 35 |047 028046 | A7, A8, ALl ATA

AT7DS8 80- 6 47 0,74 004 | 0,73 AL, A2, A3, AGLA, APAV, AAR,

130,140 ACAR N, AMA, A13, Al4, Al5, AlS,
T— 55 | 4338 | 062|015 | 060 | Al7. Al8, A20, ATA, M6, A25

Zkratky: DI — diverzity index, Pl — pravdépodobnost identity, PIC — polymorfni informa¢ni obsah
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Tabulka 15 — Heterozygotni konstituce u analyzovanych jedinci

Jirovec Heterozygotni konstituce Jirovec | Heterozygotni konstituce
(%) (%)

Al 37,5 Al7 75,0
A2 37,5 Al8 37,5
A3 62,5 Al9 25,0
A4 12,5 A20 50,0
A5 12,5 A21 25,0
AGLA 37,5 A22 25,0
APAV 75,0 ATA 62,5
AAR 37,5 MO06 25,0
ACARR 37,5 A25 25,0
ACAR N 50,0 A26 25,0
AMA 62,5 A27 25,0
APAR 12,5 A28 25,0
Al3 62,5 A29 25,0
Al4 37,5 A30 12,5
Al5 62,5 A3l 25,0
Al6 75,0

IA A6 A8 AI0 Al2 Al4 Al6 A8 A0 A2l
SZ 3A oA ATEAO S RAIE A13  JALS JAIT AL § SZpm

Obrazek 11 — Polyakrylamidovy gel; SSR marker AT3D6 (SZ — 20bp velikostni marker, A1 — A22
— analyzovani jedinci rodu Aesculus; A6 — AGLA; A7 — APAV; A8 — AAR; A9,10 — ACAR RI/N;
All - AMA; A12 - APAR)
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5.4 Vyhodnoceni genetické diverzity analyzovanych jedinca
Analyzou mikrosatelitnich oblasti a jejich statistickym vyhodnocenim doslo ke dvojimu

rozliSeni, znazornéného v grafu 3. Prvni pfedstavuje odliSeni nachylnych, rezistentnich
a imunnich genotypt, druhé pak druhové rozliSeni do 5 sekci (Aesculus, Pavia,
Parviflora, Calothyrsus a Hybrid), které jsou v korelaci s prvnim.

Sekce Aesculus zahrnuje jak nachylné, tak i rezistentni genotypy A.
hippocastanum a A. turbinata. Vzhledem k vyhodnoceni poskozeni v ramci této
skupiny doslo k rozliSeni na dvé mens$i skupiny, Vv této praci dale oznafené jako
»hachylna“ a ,rezistentni®.

Nachylnd skupina predstavuje jedince sriznym stupném nachylnosti a
poskozeni listového aparatu housenkami klinénky jirovcové. VSichni jedinci byli
vybrani do této studie na zadklad¢ stavu listové plochy za pfedchozi vegetaéni obdobi
pfed méfenim infestace, tj. rok 2013, kde vramci vybranych lokalit bylo jejich
poskozeni mensi nebo minovani zapocalo az pti vysSim poskozenim ostatnich jirovct
v dané lokalité. Zajimavou skutecnosti je odliSeni jedince A13 od ostatnich genotypil.
Tento jedinec vykazoval niz§i nachylnost ke klinénce jirovcové béhem méfeni v roce
2014 a jeho listova plocha byla ve srovnani s ostatnimi genotypy stale dobte zachovala i
vzhledem Kk pokroc¢ilému vegetacnimu obdobi, kdy na konci roku pied zacatkem
dormance dosahovalo poskozeni maximalné 30% Vv obou po sob& nasledujicich letech.
Avsak, vzhledem k uvedenym hodnotam v kapitole 5.2, nejmensi poskozeni z celého
souboru jirovcl vykazoval genotyp A17. Poskozeni jeho listové plochy nepiesahovalo
prumérné 10%. V ramci dendogramu podobnosti v§ak doslo spole¢né s genotypem Al4,
u kterého bylo oproti ostatnim jirovciim nameéteno nizsi poskozeni (mén¢ nez 40% na
konci vegetace 2014), k ptifazeni téchto dvou jedinct do podskupin jiroved, u kterych
dochazi bud’ k uplné defoliaci (A18 a A19) nebo poskozeni listové plochy dosahuje od
meésice srpna vice nez 50% (A15, A16, A20). I kdyz k vyssimu poskozeni dochazi
mnohem pozdé&ji u genotypu A 15, ktery vytvaii podskupinu praveé s jedincem Al7, oba
dva jirovce se nachazeji v souboru sjedincem A20, u kterého dochazelo k naristu
poskozeni pravideln¢ béhem kazdého méfeni za rok 2014 (za rok 2013 vsak byla jeho
listovéa plocha mén¢ poSkozena, stupen poSkozeni 8).

Za pozornost stoji donorova rostlina genotypi A21 a A22. Genotyp A21 byl
odebran z poloviny stromu, ktera je témét bez piiznaku poSkozeni biotickym nebo
abiotickym agens. Genotyp A22 byl odebran z poloviny stromu, u které dochazi velmi

brzo k defoliaci (Cervenec, srpen), avSak nikoli vlivem larev klinénky jirovcové.
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Zkratky: A1 - A31, M06 — genotypy A. hippocastanum; ATA — A. turbinata, ACAR R/N — A. x carnea
rezistentni/nachylny; APAV — A. pavia; AAR — A. glabra var. arguta; AGLA — A. glabra; AMA — A.

Graf 3 — Dendogram podobnosti analyzovanych genotypt jirovce

marilandica ; APAR — A. parviflora



Toto chovani bylo pozorovano opakované 3 roky po sobé. Analyzou mikrosatelitnich
oblasti byla zjisténa statisticky prikazna shoda, Ze se jedna o stejny geneticky material
u obou genotypt. Na donorovém jedinci nebyla ale doposud pozorovana klinénka
jirovcova. V ramci dendrogramu vytvari oba genotypy mensi podskupinu s nachylnymi
jedinci, v&etnd genotypu Al4. Po konzultaci s pani doc. Safrankovou bylo zjisténo, Ze
na dané lokalité je zfejmé velké zasoleni. Vzhledem k postupu a tvaru skvrn na listech
(data nejsou zahrnuta do hodnoceni) postizené poloviny je nutné zvazit i pritomnost
patogenniho Cinitele.

Genotyp ATA predstavuje A. turbinata, ktery je kazdoro¢né vystaven masové
infestaci klinénkou, a jeho napadeni byva ke konci vegeta¢niho obdobi na stejné urovni,
jako u ostatnich nachylnych genotypt. V rdmci druhového rozliSeni vSak doslo k jeho
statisticky prikaznému odliseni od A. hippocastanum.

Do rezistentni skupiny byli za¢lenéni jedinci s rozdilnym stupném odolnosti ke
klinénce jirovcové, jejichz poSkozeni bylo vyhodnoceno v kapitole 5.1. V této skupiné
lze pozorovat rozliSeni genotypli do tfi menSich podskupin. Prvni mensi podskupinu
predstavuje rezistentni kultivar jirovce mad’alu M06 a jeho semendci, rezistentni Al a
nachylni A2, A3. V této podskupiné¢ doslo k rozliSeni nachylnych a rezistentnich
genotypl mezi sebou a semenacl od mateiské rostliny M06. Zajimavou skutecnosti je,
ze semenac A2 vykazujici v podminkach umélé infestace nachylné chovéni, je v rdmci
SSR analyz podobny MO06 vice, nez genotyp Al s rezistentnim chovanim. Druhou
mensi podskupinu predstavuje genotyp A26 s vysSi stupném rezistence, ktery slouzil
jako donorovy materidl pro jeho roubovance. Ti se vyznauji rozdilnym chovanim
k larvam klinénky. Kromé& roubovance A4, ktery stejné¢ jako donorova rostlina
Vv podminkach umélé infestace vykazoval rezistentni chovani, bylo u ostatnich jedinci
AS, A28, A29, A30 a A31 pozorovano nachylné chovani. U vSech roubovanct byl
zjistén stejny mikrosatelitovy profil, jako u donorové rostliny A26. Pouze genotyp A30
se odlisuje ve tfech lokusech uvedenych v ptedchozi kapitole. Genotyp A30 navic tvofi
samostatnou podskupinu s genotypem A25, u kterého nebyla zjiSténa ptitomnost
klinénky v opadaném listi a zaroven nebyla prokazana nachylnost k tomuto drobnému
fytofagovi. Genotyp A25 se opakované zafazuje mezi rezistentni genotpy, které
pfedstavuje rezistentni skupina.

Velmi k vyznamnymu rozliseni doslo u genotypu A27. Tento genotyp se

projevuje rezistentnim chovanim za posledni tii vegetacni obdobi a miny v listech
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nemaji typicky tvar jako u nachylnych jedincti (Obr. 10). Tento jedinec se navic pomoci
mikrosatelitnich analyz zatradil rovnéz do rezistetni skupiny, kde vytvari podskupinu
spole¢né s genotypem A26 a jeho roubovanci. V ramci této podskupiny vsak tvori
samostatnou vétev.

V ,,imunni“ skupiné se nachazeji druhy rodu Aesculus, u kterych nedochazi
k vyvinu larev, a byl proto zvolen i odpovidajici nazev skupiny. Jedna se o sekce Pavia,
Calothyrsus a Parviflora. V sekci Pavia doslo ke spravnému rozdéleni, kde A. glabra a
jeho varieta A. glabra var. arguta vytvorily v ramci sekce svoji podskupinu. Do této
sekce se pak spravné zafadil i A. pavia. Vramci celé Imunni skupiny pak A.
marilandica a A. parviflora vytvotily rovnéz skupinu, u které by ziejmé pii analyze
vétSiho poctu piibuznych jedincii doslo k rozliSeni do dvou podrobnéjsich podskupin.

Posledni nediskutovanou sekci Hybrid tvoii dva jedinci, A. x carnea
S rezistentnim chovanim (ACAR R) a A. x carnea nachylny (ACAR N), u kterého bylo
pfi hodnoceni urovné minovani zjisténo 1 — 5% posSkozeni listového aparatu za rok 2014
Vv ptirozenych podminkach. A. x carnea vznikl kiizenim A. hippocastanum x A. pavia.
Zaclenéni této sekce do skupiny Aesculus nam naznauje, Ze v piipadé studovanych
mikrosatelitnich oblasti je vétsi podobnost s A. hippocastanum. Soucasné doslo u téchto
dvou jedinct k vzajemnému odliSeni na trovni SSR markert pfi rozdilném chovani ke

klinénce.

5.5 Srovnani alternativnich pufri béhem elektroforetické separace
Pii testovani elektrolytickych pufrl byla zjiSténa stejnd doba separace (105 minut) pro

lokus AT6DS, ktera je dostacujici k rozliSeni velikosti kazdého amplikonu jak pro TBE,
tak i pro SB pufr. Velikost fragmentii analyzovaného lokusu vsech jedinct v této praci
se pohybuje v rozmezi 120 — 160 bp. U vybranych jedinct pro testovani uvedenych
elektrolytti se pohybuje velikost v rozmezi 135 — 150 bp.

Z uvedenych vysledki (Obr. 12) je mozné pozorovat termalni vykyvy pro oba
pufry, které mély na separaci v polyakrylamidovém gelu deformacni ucinek, zejména
po levé a pravé strané v oblasti velikostnich markerti. Pro pufr TBE doslo k n&jveétsi
deformaci a k tzv. ,,smile efektu” u velikostniho markeru (dale je SZ) na pravé (P)
stran¢ gelu. Na levé (L) strané je 140 bp fragment SZ 140 v arovni separovanych
amplikon A1 — A11, avSak na pravé stran¢ je témet o 20 bp nad touto urovni. K malé

deformaci doslo také u jednotlivych amplikont, zejména na léve strané pro A1 — A3 a
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na strané pravé pro amplikony A8 — All. Vzorky A8 — A10 jsou navic mnohem méné

zietelné.

200 bp

Obrazek 12 — Srovnani ispé$nosti TBE a SB pufru béhem elektroforetické separace; TBE — Tris,
kys borita, ethylendiamintetraoctova kyselin (disodium); L, P — levd/prava strana; SB -
tetraboritan sodny; SZ — 20 bp velikostni marker; Al — All — genotypy jirovce mad’alu; A6 —
AGLA; A7 - APAV; A8 — AAR; A9,A10 — ACAR RIN; All - AMA

Separace PCR produktii v prostfedi SB pufru probéhla za stejnych podminek
jako pro separaci v TBE. Pro SB pufr je gelova deformace nejvice znatelna na levé
strané u velikostniho markeru. Velikostni fragment 140 bp je vSak ve stejné urovni po
obou stranach, jako separované amplikony, u kterych doslo rovnéz ke ,,smile efektu®, a
proto je odecteni velikosti a vyhodnoceni mnohem pfesnéjsi, oproti vyhodnoceni
separovanych produkti v TBE pufru. AvSak ostrost a zietelnost vSech vzorki na
polyakrylamidovém gelu je pro SB pufr slabsi nez pro TBE. Spatnou zietelnost je
mozné pozorovat u separovanych PCR produktl A4 a A7 — A10, které jsou vSak méné

zietelné 1 v ptipad¢ separace v prostiedi TBE.

5.6 Vyhodnoceni klonovici reakce
Po prvotni amplifikaci ITS1 — 5.8S — ITS2 oblasti pomoci PCR bez pouziti vnitinich

specifickych primert byla ziskana ¢ast amplikont (Obr. 13) o dostacujici koncentraci i
kvalité pro piimé sekvenovani po purifikaci. U vzorkll, pro které byla sila amplikonti
prili§ slaba nebo se v oblasti 700 bp vyskytovalo vétsi mnozstvi fragmenti, byla

zvolena vice specifickda PCR s postupné zvysujici iniciani denaturaci. Vzorky, které
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byly nadéle vyhodnoceny jako nevhodné pro sekvenovani, byly nasledné inzertovany

do vektoru pGEM-T a klonovany v bakteriich E. coli.
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Obrazek 13 — Separované produkty po PCR z genomické DNA; SZ — 100 bp velikostni marker; 1 —
26 — genotypy jirovei Al — A26; 6 — AGLA; 7 - APAV; 8 - AAR; 9,10 - ACAR R/N; 11 - AMA; 12
— APAR

Klonovanim byly ziskdny amplikony téméf u vSech genotypld v primérné
koncentraci 50 ng/ul o spravné Cistoté i velikosti (Obr. 14). Vzhledem k ¢aste¢né
amplifikaci i vektorové sekvenci je velikost vSech inzertovanych fragmentt v priméru o
150 — 200 bp vetsi nez u fragmentt ziskanych pifimou amplifikaci z genomické DNA.
Vzorky 22K, 27K, 27K, 31K, 9K, 10K, 11K a 6K byly vybirany z modrych kolonii
produkujicich B — galaktosidazu, a slouzi jako kontroly uvedenych fad se stejnym
Ciselnym indexem. Velikost téchto fragmentd je v rozmezi 150 — 200 bp, kromé
kontroly 22K, u které ziejm¢e doslo k ¢aste¢né ligaci inzertu, avSak bez preruseni genu
lacZ. Pro genotyp AAR (fragment 8A) a genotyp 1A (fragment 1H) se nepodafilo
nakultivovat modrou kolonii kvili nizké vytéznosti klonovéani (byla ziskdna pouze 1
bila kolonie pro oba uvedené vzorky). Pro genotyp AGLA (6H, 6G, 6F) se nepodafilo
ziskat Zadnou kolonii s ligovanym inzertem, byla ziskdna pouze kontrolni kolonie 6K.
Pro purifikaci a sekvenovani byly vybrany vzorky, jejichz velikost odpovidala 850 —

900 bp.
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Obriazek 14 — Amplikony PCR po klonovani DNA v kulturach E. coli; SZ — 100 bp velikostni
marker; 1 — 31 — genotypy jiroved Al — A31; 6 — AGLA; 8 — AAR; 9,10 - ACAR R/N; 11 — AMA;
pismena za Cisly A — H — pozice vzorkii na PCR plati¢ku (12 x 8)

5.7 Analyza ziskanych sekvenci
Vétsina ziskanych sekvenci byla dobfe Citelnych. Z genomické DNA bylo citelnych 20

z21 sekvenci, kde u sekvence genotypu A30 byl velky vyskyt piekryvl, které
zpusobovaly nejednoznac¢nou Citelnost (Obr. 15). U sekvenci druhu A. parviflora a
genotypit A28 a A29 byly ziskdny pouze oblasti ITS2, zbyla ¢ast sekvenci jiz byla
necitelnd. Z klonovani byla uspésnost ziskanych sekvenci o dobré Citelnosti nizsi. Pouze
34 ziskanych sekvenci z celkového poctu 48 odpovidalo zvolenym genotypiim rodu
Aesculus. Ostatni sekvence byly bud’ necitelné, nebo v ramci klonovani byla ziskana
sekvence odlisného druhu, jako napft. savenky finské (Euseius finlandicus Oudesman),

kde byla v databazi NBCI nalezena 99% shoda.
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Obrazek 15 - Priklad Spatné ¢itelné sekvence genotypu A30
Pro kazdou sekvenci nachylnych genotypt hybridniho druhu A. x carnea byly

vybrany do databaze NBCI pouze ty, které vykazovaly nejvice polymorfizmii — ACAR
R01/02/05 a ACAR NO05/06. Srovnanim sekvenci vnitinich transkribovanych mezernika
byly nalezeny ¢etné polymorfni mista vzniklé delecemi nebo inzercemi v rozsahu 1 — 10
bp, jako je tomu v ptipadé nejdelsi delece u sekvence ACAR NO4 v rozmezi 152 — 162
bp (Obr. 16). Pro sekvence ACAR R/ACAR N byly detekovany rovnéz cetné
jednobodové mutace, nejvice pak v oblasti 200 — 220 bp, 250 — 270 bp a 470 — 490 bp

pro vSechny klonované lokusy.
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Obriazek 16 — Polymorfni sekvence hybridniho druhu A. X carnea; ACAR R01 — 05/ACAR NO1 - 07

— rezsitentni a nachylny genotyp, ¢iselné indexy 0X znaci osekvenované kolonie

Ostatni sekvence, ziskané klonovanim, byly rovnéz porovnany, a V ptipadé
vysS§iho poctu indeli a jednobodovych polymorfizmli nasledné srovnany s celym
souborem. Z klonovaci reakce byly vyhodnoceny jako nejvice polymorfni klony
sekvenci A19 a AMA 01/02, A27 01/02, A31 01/02.
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Srovnanim vSech uvedenych sekvenci ITS1 (Obr. 17) byl nalezen specificky 6
bp lokus pro A. turbinata (ATA) a to v oblasti 138 — 143 bp. U sekvenci ACAR R02,
ACAR R03, ACAR NO5, AMA 01 a AMA 02 byla detekovana 3 bp inzerce AGG, ktera
se u zadné dalsi sekvence jiz nevyskytuje. Pro tyto sekvence se 1 nukleotidova inzerce
nasledn¢ opakuje v oblasti 216 bp. Jako nejvariabilngjsi misto lokusu ITS1 lze oznacit
oblast 152 — 186 bp, kde je mozné u vsech sekvenci pozorovat krom¢ indeld i velky
pocet jedno- a dvoubodovych mutaci. Za variabilni oblast 1ze také oznacit lokusy 222 —
241 bp a také 249 — 275 bp, které jsou nejvice promeénlivé pro sekvence genotypu
ACAR R/N a AMA.

Obrazek 17 — Srovnani sekvenci ITS1 a vybranych klonii; AL — A31, M06 — genotypy druhu A.
hippocastanum; APAV — A. pavia; ACAR R/N - rezistentni/nachylny genotyp A. x carnea; AMA - A.

marilandica; Ciselné indexy 0X znadi osekvenované kolonie

Srovnanim ITS2 oblasti (Obr. 18) u analyzovanych genotypt byla zjisténa
daleko mensi varibalita, nez u ITS1. Jednobodové mutace se vyskytuji u jednotlivych
sekvenci v ramci celé této oblasti. Nejvyssi variabilita mize byt pozorovana v oblasti
467 — 501 bp, kde byla pro sekvenci ACAR NO5 nalezna dvounukleotidova inzerce.
Cetné mutace lze pak pozorovat v oblasti 520 — 515 bp, 532 — 537 bp, 560 bp, 574 —
581 bp a voblasti 595 — 604 bp. Nejvice mutaci bylo vypozorovano u sekvenci
genotypi APAV, ACAR R/N, AMA a APAR.
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Obrazek 18 — Srovnani skekvenci ITS2 a vybranych kloni; Al — A31, M06 — genotypy druhu A.
hippocastanum; APAV — A. pavia; ACAR R/N - rezistentni/nachylny genotyp A. X carnea; AMA - A.

marilandica; APAR — A. parviflora; ¢iselné indexy 0X znaci vybrané osekvenované kolonie

V tabulce 16a/b je uvedena podobnost dobfe Citelnych sekvenci sekvenci, které
byly porovnany v NBCI se sekvencemi druhii A. hippocastanum (taxid:43364), A.
turbinata (taxid:83375), A. turbinata Blume (taxid:83375), A. pavia (taxid:43872), A.
chinensis (taxid:83375), A. glabra (taxis:322042), A. parviflora Walt. (taxid:322043),
A. flava (taxid:322040). Pro druh A. glabra var. arguta byla nalezena pouze sekvence
hybridniho druhu A. glabra var. arguta x A.esculus pavia (taxid:322033). Pro druh A. x
carnea nebyla nalezana zadna sekvence. Pro vétsi presnost byla kazda oblast ITS1 —
5.8S — ITS2 porovnavana zvlast.

V ramci vSech druhti byla zjiSténa rozdilna variabilita. NejvEtsi byla zjisténa u A.
x carnea, kde vsechny klonované sekvence byly zjiStény jako rozdilné. Nejvétsi

homogenita byla nalezena pro genotypy A. hippocastanum.
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Tabulka 16a - Vystup
algoritmem BLAST

srovnani sekvenci v databazi NBCI vyhledavacim

Genotyp | Délka | Podobnost Oblast | Max. | Total. | Oblast E Identita | Kéd
bp NrDNA | skére | skére | srovnané hodnota % sekvence
sekvence%
A2 682 | A. hippocastanum ITS1 298 298 31 2,00E-81 92 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 255 255 22 1,00E-68 96 EU687652.1
A. turbinata ITS2 326 326 28 1,00E-89 97 EU687636.1
A3 680 | A. hippocastanum ITS1 351 351 31 2,00E-98 96 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 283 283 23 6,00E-77 99 EU687652.1
A. turbinata ITS2 342 342 28 1,00E-95 99 EU687636.1
Ad 679 | A. hippocastanum ITS1 351 351 31 2,00E-97 96 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 291 291 23 4,00E-80 99 EU687672.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 5,00E-98 100 EU687636.1
A5 681 | A. hipppocastanum ITS1 363 363 31 8,00E-101 97 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 294 294 23 3,00E-80 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 5,00E-98 100 EU687636.1
APAV 677 | A.pavia ITS1 281 281 28 2,00E-76 90 EU687605.1
A. chinensis 5.8S 243 243 23 1,00E-65 94 EU687672.1
A. pavia ITS2 303 303 28 5,00E-83 95 EU687641.1
ACAR 726 | A. hippocastanum ITS1 351 351 29 2,00E-98 96 EU687600.1
RO1 A. chinensis 5.85 294 294 21 4,00E-81 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 26 5,00E-99 100 EU687636.1
ACAR 726 | A. pavia ITS1 418 418 31 2,00E-118 100 EU687605.1
R02 A. chinensis 5.8 289 289 21 1,00E-79 99 EU687664.1
A. pavia ITS2 353 353 26 5,00E-99 100 EU687641.1
ACAR 728 | Aflava ITS1 348 348 31 2,00E-97 94 EU687610.1
RO5 A. parviflora 5.8S 274 274 21 4,00E-75 97 EU687672.1
A. flava ITS2 305 305 26 1,00E-84 95 EU687647.1
ACAR 726 | A. flava ITS1 412 412 31 8,00E-116 99 EU687611.1
NO5 A.chinensis 5.85 294 294 21 3,00E-81 100 EU687652.1
A. pavia ITS2 331 331 26 2,00E-91 98 EU687641.1
ACAR 726 | A. hippocastanum ITS1 368 368 29 2,00E-103 98 EU687600.1
NO06 A. chinensis 5.8S 294 294 21 3,00E-80 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 26 5,00E-99 100 EU687636.1
AMA 01 726 | A. flava ITS1 403 403 31 5,00E-113 99 EU687610.1
A. chinensis 5.8S 294 294 21 3,00E-81 100 EU687664.1
A. flava ITS2 342 342 26 1,00E-94 98 EU687647.1
AMA 02 726 | A. flava ITS1 418 418 31 2,00E-118 100 EU687611.1
A. chinensis 5.8S 294 294 21 3,00E-81 100 Eu687652.1
A. flava ITS2 337 337 26 5e-94098 98 EU687641.1
APAR 411 X ITS1 X X X X X X
A. chinensis 5.8S 283 283 38 4,00E-77 99 EU687652.1
A. parviflora ITS2 270 270 45 3,00E-73 93 EU687632.1
A13 680 | A. hippocastanum ITS1 368 368 31 2,00E-103 98 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 294 294 23 3,00E-81 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 348 348 28 3,00E-97 99 EU687636.1
Al4 682 | A. hippocastanum ITS1 363 363 31 8,00E-101 97 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 294 294 23 3,00E-80 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 5,00E-98 100 EU687636.1
Al5 680 A. hippocastanum ITS1 368 368 31 2,00E-102 98 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 294 294 23 3,00E-80 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 5,00E-98 100 EU687636.1
A16 680 | A. hippocastanum ITS1 368 368 31 2,00E-102 98 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 294 294 23 3,00E-80 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 5,00E-98 100 EU687636.1
Al7 681 | A. hippocastanum ITS1 363 363 31 9,00E-102 97 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 294 294 23 3,00E-81 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 348 348 28 3,00E-97 99 Eu687636.1
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Tabulka 16b — Vystup srovnani sekvenci v databazi NBCI vyhledavacim

algoritmem BLAST (pokracovani)

Genotyp | Délka Podobnost Oblast Max. Total. Oblast E Iden- | Kéd
bp nrDNA skore skére srovnané | hodnota | tita sekvence
sekvence %
%
Al7 681 A. hippocastanum ITS1 363 363 31 9,00E- 97 EU687600.1
102
A. chinensis 5.8S 294 294 23 3,00E-81 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 348 348 28 3,00E-97 99 Eu687636.1
Al8 680 A. hippocastanum ITS1 351 351 31 2,00E-97 96 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 294 294 23 3,00E-80 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 5,00E-98 100 EU687636.1
Al19 725 A. hippocastanum ITS1 357 357 29 4,00E- 97 EU687600.1
100
A. chinensis 5.8S 289 289 21 1,00E-79 99 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 26 5,00E-99 100 EU687636.1
A20 680 A. hippocastanum ITS1 363 363 31 9,00E- 97 EU687600.1
102
A. chinensis 5.8S 294 294 23 3,00E-81 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 6,00E-99 100 EU687636.1
A21 679 A. hippocastanum ITS1 351 351 31 2,00E-98 96 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 289 289 23 2,00E-79 99 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 6,00E-99 100 EU687600.1
ATA 684 A. turbinata ITS1 318 318 29 2,00E-87 95 EU687597.1
A. chinensis 5.8 267 267 23 7,00E-72 97 EU687652.1
A. turbinata ITS2 326 326 27 1,00E-89 97 EU687636.1
MO06 680 A. hippocastanum ITS1 363 363 31 8,00E- 97 EU687600.1
101
A. chinensis 5.8S 289 289 23 1,00E-78 99 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 5,00E-98 100 EU687636.1
A25 680 A. hippocastanum ITS1 368 368 31 2,00E- 98 EU687600.1
102
A. chinensis 5.85 294 294 23 3,00E-80 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 5,00E-98 100 EU687636.1
A26 680 A. hippocastanum ITS1 359 359 31 1,00E-99 97 EU687600.1
A. chinensis 5.8S 291 291 23 4,00E-79 99 EU687672.1
A. turbinata ITS2 353 353 28 5,00E-98 100 EU687636.1
A27 01 726 A. hippocastanum ITS1 357 357 29 4,00E- 97 EU687600.1
100
A. chinensis 5.8S 294 294 21 3,00E-81 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 348 348 26 2,00E-97 99 EU687636.1
A27 02 726 A. hippocastanum ITS1 363 363 29 8,00E- 97 EU687600.1
102
A. chinensis 5.8S 294 294 21 3,00E-81 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 348 348 26 2,00E-97 99 EU687636.1
A28 413 X ITS1 X X X X X X
A. flava 5.8S 246 246 38 5,00E-66 94 EU687672.1
A. turbinata ITS2 337 337 46 3,00E-93 98 EU687636.1
A29 413 X ITS1 X X X X X X
A. chinensis 5.8S 278 278 38 2,00E-75 98 EU687652.1
A. turbinata ITS2 331 331 46 1,00E-91 98 EU687636.1
A3101 726 A. hippocastanum ITS1 363 363 29 9,00E- 97 EU687600.1
101
A. chinensis 5.8S 294 294 21 3,00E-80 100 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 26 5,00E-98 100 EU687636.1
A3102 726 A. hippocastanum ITS1 368 368 29 2,00E- 98 EU687600.1
103
A. chinensis 5.8S 289 289 21 1,00E-79 99 EU687652.1
A. turbinata ITS2 353 353 26 5,00E-99 100 EU687636.1

Zkratky: A2 — 31, M06 — genotypy Aesculus hippocastanum; ATA — A. turbinata, ACAR R/IN — A. x

carnea rezistentni/nachylny; APAV — A. pavia; AAR — A. glabra var. arguta; AMA — A. marilandica ;

APAR — A, parviflora, ¢iselné indexy 0X znadi vybrané osekvenované kolonie; X — neditelna sekvence
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6 DISKUSE
Cilem této prace byla molekularni analyza vybranych druhG rodu Aesculus a jejich

genotypt s rozdilnou nachylnosti ke klinénce jirovcové. Predlozené vysledky hodnoceni
listové plochy v kapitolach 5.1 a 5.2 maji dopliujici charakter k molekularni ¢asti a
ptredstavuji chovani jirovetl s rozdilnou nachylnosti na rtiznych stanovistich.

Fenotypové rozliSeni jedinci na nachylné a rezistentni bylo umoznéno
stanovenim stupnice napadeni listové plochy 1 — 9, jejiz parametry byly stanoveny
poskozenim a softwarovym zpracovanim listovych pletiv. Ve srovnani se stupnici
Gilbert & Grégoire (2003) ma tato stupnice mnohem piisnéj$i parametry. V uvedené
praci je hodnoceno celé spektrum poskozeni 0 — 100% pro stupnici 0 — 8. Pii infestaci
vSak dochazi velmi Casto k téméf Uplnému poskozeni, proto ptisnéj$i hodnoceni 1épe
vystihuje rezistenci a nachylnost.

Samotné chovani jirovet miize byt ovlivnéno celou fadou faktord, stejné jako
infestace klinénkou jirovcovou. Nejvyznaméjsim faktorem jsou v tomto piipade
klimatické podminky. Jak uvadi Mrkva (1999), k lihnuti imag dochazi pti pramérné
denni teploté 10°C, kdy termin rojeni i lihnuti vajic¢ek je ovlivnéno teplotni dynamikou.
Na termin rojeni a tedy i vyskytu klinénky na dané lokalit¢ ma velky vliv i nadmotska
vyska, kde posunem o jeden stupen na sever a zvySenim o 100 m mize dojit ke
zpozdéni o 3 — 4 dny. Vzhledem K vyvoji teplot na uvedenych lokalitach je vysoce
pravdépodobné, ze mensi vyskyt min na listech genotypt A13, Al14, Al7a A27 bude
ovlivnén teplotou. Novakova (2008) uvadi, ze k vyraznému ubytku min dochézi pfi
pramérné teploté za vegetacni bodobi 14,0 — 14,5°C. Velky vliv na zacatek infestace ma
1 odklizeni opadaného listi, které oddaluje opad listii nasledujici rok o 10 — 20 dni
(Trandzik, 2005). V pifipadé ovéfovani odolnosti nebo nachylnosti je nutné vyuziti
systétmu umélé infestace pro ovéfeni stability rezistence a omezeni vnéjSich faktort,
zasahujicich do pribéhu infestace v pripad¢ jiroved, vykazujicich nizky stupen napadeni
(Mertelik, tstni sdé€leni), jako je tomu u vySe zminénych jedinct. U genotypd A26 a
rezistentnich roubovanct, stejné jako u rezistentnich semenacki M06, kteii vykazuji
niz§i poskozeni v pfitomnosti klinénky, lze predpokladat vyskyt sekundarnich
metaboliti Vv jejich listech. Nejezchlebova (2011) detekovala u nékterych odolnych
druhti rodu Aesculus, véetné rezistentniho kultivaru M06 vyssi hladinu diglykosidu
kverticinu, vyssi hladiny kyseliny chlorgenové a escinu.

Analyzou mikrosatelitnich markert bylo v celém souboru detekovano 347 alely,

Na jeden lokus pfipada v praméru 43,38 alely. V praci Minami et al. (1998) bylo
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detekovano 18 alel na lokus pfi studiu 43 jedinci A. turbinata pouzitim deseti SSR
markert, pfi¢emz osm nejvice polymorfnich lokust bylo pouZito pro tuto studii. V praci
Isagi el al. (2007) bylo Sesti stejnymi SSR markery detekovano 19,3 alely na lokus u
221 jedincu pfi studiu genetické variability A. turbinata. U druha A. flava, A. pavia, A.
sylvytica a jejich kiizenct amplifikovali Thomas et al. (2008) pouzitim stejnych SSR
markert, jako v této praci, Vv priméru 15 — 35 alel na lokus u 391 jedinct (24 populaci).
Ve srovnani s ptedchozi praci Bacovsky (2013), kde bylo detekovano celkem 28 alel u
3 riznych genotypt A. hippocastanum, A. turbinata a jejich klont ziskanych cestou
somatické embryogeneze a organogeneze, vykazuje analyzovany soubor vysokou
uroven polymorfizmu. Tuto Groven potvrzuji i primérné hodnoty pro jednotlivé SSR
markery: DI 0,62; P1 0,15 a PIC 0,60. Tato pomérné vysoka variabilita byla dosazena
ruznorodosti studovaného souboru jak na tUrovni vnitrodruhové, tak i na Urovni
mezidruhové, kdy pro studovany soubor 25 riznych genotypt s rozdilnou rezistenci ke
klinénce jirovcové bylo zvoleno 8 riznych druhit rodu Aesculus (celkem 31
analyzovanych jedincit).

Zbéna amplikont o velikost 140 bp,detekovana primerovou kombinaci AT7DS,
nebude oblasti 126 bp popsané v praci Minami et al. (1998), ktera byla v ramci SSR
analyz rovnéz identifikovédna. Tato primerova kombinace ziejmé naseda pro tento lokus
na dvé mista. V ramci dalSich analyz by bylo vhodné tuto obast osekvenovat nebo
vyzkousSet Sir$i spektrum teplot pro primerovou hybridizaci s templatovou DNA jako
v praci Ondrouskova (2011), kde pro optimalizaci nasedani primert byla vyuzita
gradientovd PCR. RozliSenim genotypu A30 od rostliny A26, kterd byla plvodné
oznacena jako donor, bylo zpétné zjisténo, ze v ramci kolekce genetického materidlu
doslo k zd&méné€ jednoho ze semenackl za roubovance. Tento vysledek ukazuje na
vyuziti SSR markerti pro dostate¢né prikazné rozeznani roubovanct od semenacu, tedy
geneticky homogenniho materialu od geneticky heterogenniho.

V ramci dendogramu podobnosti doslo k rozliSeni vSech analyzovanych jirovcl
do tfi skupin — rezistentni, nachylnd a imunni. Podobného rozliSeni bylo dosazeno 1 v
ptedchozi praci Bacovsky (2013) a vpraci Vyhnanek et al. (2013). Pomoci
mikrosatelitnich markerd byly rozliseny druhy A. turbinata a A. hippocastanum, a
zaroven byly rozdéleny do jednotlivych skupin dle jejich nachylnosti. Irzykowska et al.
(2013) pomoci technik RAPD a SRAP rozlisili polymorfni lokusy 14 rozdilnych
genotypu druhu A. x carnea a 26 genotypu A. hippocastanum s rozdilnou nachylnosti ke

klinénce a padli, které doporucuji pii genotypovani novych, méné€ nachylnych jirovct.
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RozliSeni na mezi- a vnitrodruhové trovni pomoci SSR markeri umoznuje jejich
vysoka mutaéni rychlost, ktera dosahuje 10 az 10 na lokus za generaci (Provan et al.,
1999). Vysledky této analyzy ukazuji zvolené¢ mikrosatelity jako vhodny marker pro
genotypovani zastupct rodu Aesculus s rozdilnou nachylnosti, kdyz genotyp A26 a
A27, vykazujici stabilné mensi poskozeni byly zatazeny do rezistentni skupiny.

Srovnanim alternativnich pufri pro genetické analyzy byly zjistény gelové
deformace jak pro SB pufr, tak i pro klasicky TBE, avSak v prostiedi SB pufru
dochéazelo k daleko menSim deformacim v bo¢ni oblasti velikostnich markerti. Jak
uvadéji v praci Brody & Kern (2004a), vyssi termostabilni aktivita SB pufru je dana
pomalym uvoliiovanim volnych boratovych iontl do prostfedi, které se mohou nasledné
vazat na molekuly DNA, ¢imZ zvySuji jejich elektronegativitu, ale zaroven i jejich
hmotnost a objem. Pomalym uvoliovanim boratovych ionth dochédzi zéaroven
k pomalejSimu vycerpavani volnych aniontii na katodalnim konci elektroforézy a
umoznuje delsi prib¢h elektroforézy bez recirkulace nebo nebo doplnéni jako v piipadé
TAE a TBE pufri (Broody & Kern, 2004b), které jsou i mnohem draz8i pfi vySsi
frekvenci pouzivani.

Pomoci mikrosatelitnich markerii doslo zaroven k rozliSeni druhti do péti sekci
Aesculus, Pavia, Calothyrsus, Parviflora a Hybrid. Stejného rozdéleni + sekce Paryana
dosahli ve své praci Xiang et al. (1998) srovnanim matK a ITS sekvenci. Analyzou
sekvencnich oblasti matK, trnHK, rpsl16, ITS a LFY Harris (2007) rozdélil druh
Aesculus do vsech zminénych sekci, kromé& Hybrid, kde pro tuto studii nebyly vybrani
zadni hybridni jedinci. Klonovaci reakei ITS oblasti v této studii pak ukazalo vnitini
variabilitu jak pro ITS1, tak i pro ITS2 vSech genotyptli a zejména pak hybridniho druhu
A. x carnea. Detekci druhu savenky finské, ktera je predatorem drobnych skidct jako
napt. druhu Tetranychus urticae Koch aj., vyskytujicich se bézn¢ béhem vegetace na
celé fadé plodin i okrasnych rostlin, bylo dokazano, ze technika klonovani je vhodna pti
amplifikaci malého mnoZstvi nativni DNA. Ackoli byly dodrZzovany spravné izola¢ni 1
klonovaci protokoly, byl zfejmé pti odbéru vzorki s listy odebran i tento maly predator
nebo alespon jeho mala ¢ast, ktera byla izolovana DNeasy® Plant Mini kitem od firmy
Qiagen. Ligaci do vektoru bylo naslednou amplifikaci mnozstvi ptivodni templatové
DNA mnohonasobn¢ zvySeno. Zamezeni vstupu nezadouci DNA uvadi v praci Zhang et
al. (2006), kde sekvenovani genomické DNA z jediné bunky aReal-time izotermalni
klonové amplifikace doslo k eliminaci cizorodé DNA. Ze ziskanych vysledkii mizeme

usoudit, Ze pro studované genotypy hybridniho druhu A. x carnea nebyly
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koordinovanou evoluci doposud homogenizovany oblasti vnitinich transkribovanych
mezernikt. Pro kazdou oblast v ramci kazdého klonu byla v genové databazi nalezena
rozdilnd shoda. Podobnost podjednotky 5.8S u vétSiny sekvenci ukazuje spiSe jeji
konzervativnost. V ramci této oblasti byly objeveny pouze jednobodové polymorfizmy.
Z uvedenych vysledki je i patrna vyssi substituéni rychlost pro ITS1 mezerniky nez pro
ITS2 (Casta 100% shoda ITS2 oblasti v genové databazi). Tuto skutecnost potvrzuji ve
své praci i Blaalid et al. (2013) srovnanim 134 692 wvnitinich transkribovanych
mezernikd. Fylogram ptibuznosti taxonl nebyl sestrojen z divodu nutnosti porovnani

nrDNA se sekvencemi cpDNA, jako v ptipadé vyse zminénych studii.
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7 ZAVER

Tato prace byla zaméfena na studium genetické diverzity jirovce madalu a nékterych
druhti rodu Aesculus. Cilem bylo zjistit Groven genetické variability u vybranych
jedinct s rozdilnou nachylnosti k fytofagu C. ohridella na riznych stanovistich.

V ramci hodnoceni listovych pletiv byl zjistén rozdilny vyvoj min u jedinct
hodnocenych v pfirozenych podminkach. Tento vyvoj odpovida prubéhu teplot v ramci
kazdé lokality, kde velky vliv na pocatek infestace mélo odklizeni opadanych listi
vV minulém roce. ,,Zdanlivé okamzitd“ infestace byla zplisobena velkym poctem min
béhem posledniho hodnoceni. Podle zjisténych hodnot nartstu listového poskozeni se
jevi uhrn srazek bez vétSiho vlivu na Groveil minovani, avsak tato hypotéza by méla byt
ovéfena testovanim viability, respektive mortality larev béhem vegetace. Stanovenou
stupnici poskozeni ze ziskanych vysledkli bude nadale mozné hodnotit vyskyt klinénky
a vybirat tak mén¢ poskozené jedince pro srovnavaci analyzy. U vSech takto zatazenych
jirovet vSak bude nutné provést testovani stability rezistence v podminkach umélé
infestace, které vylucuje vliv vnéj$ich podminek na vyskyt klinénky.

Molekularni analyzou mikrosatelitnich oblasti u vSech testovanych jedinct byla
zjiSténa vysoka hodnota genetické diverzity, kterou potvrzuje primérnd hodnota
polymorfniho informa¢niho obsahu 0,60. V ramci dedrogramu podobnosti doslo ke
statisticky prukaznému rozliSeni vSech studovanych jedinci do péti sekei a tii skupin
dle jejich rozdilné nachylnosti ke klinénce. Vyuziti SSR markert pfi rozliSovani
genotypl s rozdilnou Urovni nachylnosti dokazuje zafazeni dvou méné nachylnych
genotypu jirovce mad’alu do rezistentni skupiny. Primerovymi kombinacemi, pouzitymi
V této praci, lze zaroven rozlisit jednotlivé genotypy mezi sebou jak na vnitrodruhové
tak i na mezidruhové trovni. Béhem genetickych analyz byla ovéfena i ucinnost
nového, termostabilniho SB pufru, ktery vlivem nizs$i koncentrace pirebytéenych
volnych ionth projevuje lepSi rozliSovaci schopnost pii SSR analyzach a
elektroforetické separaci na polyakrylamidovém gelu. Jednoduchosti pfipravy se tento
pufr nabizi i jako levnéjsi alternativa k zavedenym TAE a TBE pufrum.

Osekvenovanim vnitfnich transkribovanych mezernikii byla zjiSténa velka
variabilita ITS1 oblasti ve srovnani s ITS2. Velké variabilita ITS oblasti u hybridniho
druhu A. x carnea lze vysvétlit pomalou homogenizaci vnitinich mezerniki v ramci
celého genomu. Rozdilné sekvence klonovanych lokusti dokazuji vhodnost klonovani
pro rozliSeni vnitini variability kazdého lokusu. Toto tvrzeni podporuje identita kazdého

klonu pro genotypy ACAR R/N a ziskana sekvence druhu savenky finské, ktera byla
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klonovaci strageii detekovana. U ostatnich klonovanych sekvenci jiz byla v ramci
genotypu zjisténa témet uplnd identita v rdmci klonovaci reakce. Ziskané sekvence A. x
carnea jsou zaroven unikatnimi sekvencemi, kdy nebyla nalezena zadna shoda pro tento
druh v genové databazi NBCI. Pro dalsi fylogenetické studie druhti rodu Aesculus bude
vhodné sekvenovani i chloroplastovych oblasti jako jsou trnH — psbA, trnL — trnF a
matK, které jsou pomérné variabilni a vhodné pro analyzu blizce ptibuznych druht.

Ziskané unikatni sekvence v této praci budou ulozeny do genové databaze.
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