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ABSTRAKT

Obsahem této prace je teoretické a praktické wtudjenetické diverzity
mrkve obecné. Cilem byla analyza polymorfismu DN&ucus carota Lpomoci metod
molekularni biologie na bazi izolace DNA, PCR ak#leforeticka separace. Celkem
bylo analyzovano 20 vzoitk mrkve s vyuZitim 10 mikrosatelitnich markerBylo
detekovano celkem 50 alel sipiérem gti alel na lokus a velikosti alel mezi 180 a 380
bp. Dale byly vypsitany statistické parametry DI, Pl a PIC, kterévpaity vysokou
miru polymorfismu pouzitych SSR markeByl sestaven dendrogram, ktery poukéazal
na vztahy mezi jednotlivymi odami mrkve. Vysledky byly porovnany s odbornymi
publikacemi, zabyvajicimi se stejnou, nebo velndglmnou problematikou.
Kli¢cova slova: geneticka diverzitQaucus carota L.SSR markery, polymorfismus
DNA

ABSTRACT

This work is focused on theoretical and practidadg of genetic diversity in
carrots species. The aim of this work was to amatiie DNA polymorphism iDaucus
carota L by using molecular biology methods based on DN@élation, PCR and
electrophoretic separation. A total of 20 samplesrewanalyzed by using 10
microsatellite markers. It was detected a 50 alelgh an average of five alleles per
locus and alleles size between 180 and 380 bphéumvere calculated statistical
parameters DI, Pl and PIC, which confirmed the higlue of polymorphism of used
SSR markers. Dendrogram was compiled, identifyihg trelationships between
different varieties of carrots. The results werenpared with scientific publications
dealing with the same or very similar problems.
Key words: genetic diversitfpaucus carota L,.SSR markers, polymorphism of DNA
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1 UVOD

Mrkev obecn&Daucus carota L.je jednou z nejvyznandsich kulturrg
péstovanych plodin sita. Lidmi je gstovana uz po tisice let a po mnoho let je
také gednttem Slechini. Jako kéenova zelenina je neodmyslitelnou &asti
naseho jidelgku jiz od raného é&stvi. Vyznamnou hodnotu ve stiama
predevsim diky vysokému obsahu beta-karotenu, cpioptamin A, lykopenu
a dalSich latek nezbytnych pro lidsky organismusegnych zvlast pro své
antioxidani (€inky a vSestrannou podporu zdravi. Byv#stpvana také krmna
odrida mrkve jako tleZit4 sodést krmiv pro hospodské zvfata. Nejznarjsi
odrida mrkve ma oranZzovou barvuikoe a kuZelovity tvar Kene, existuje
vSak pestra Skala aidt s itizre¢ zbarvenymi kéeny, od bilé, fes Zlutou az po
tmaw fialovou, ¢i dokoncecernou. Tvary kéeni mohou byt také rozmanité,
nagiklad velmi tenké dlouhé, nebo naopak &nkulovité. Velmi vysoka
rozmanitost odrd mrkve obecné je #igobena moznosti volnéhdikeni mezi
planymi a kulturnimi odrdami a také snahotlovéka jiz po mnoho staleti
Slechtit stale nové oddy.

Tato prace je za#hena prav¥ na studium diverzity odd mrkve obecné na
arovni polymorfismu DNA. VyuZiva modernich metod leiaularni biologie,
zejména metodu studia polymorfismu DNA pomoci nsiatelitnich marke.

v s

ke studiu genetické diverzity mrkve, spoie s metodami AFLP, nebo FISH.



2 CILPRACE

e Vypracovani literarni reSerSe na téma studium gekeetvariability a
diverzity u rostlin se za#stienim na mrkev obecno®éucus carota

» lzolace genomické DNA vybranych genolymrkve.

* Analyza polymorfizmu DNA pomoci metod molekulérnibiologie, které
jsou zaloZzeny na principu PCR a nasledna sepanapdifizované DNA
pomoci gelové elektroforézy

* Vyhodnoceni a interpretace dosazenych vysiedk
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3 LITERARNI P REHLED

3.1 Mrkev obecna(Daucus carota)

Mrkev je rostlina z c¢eledi miikovitych (Apiaceag pestovana jako
kofenova zelenina. Je cenndegevSim vysokym obsahem provitaminu A,
vitamini B1, B2, PP a mnohymi minerdlnimi latkami (www.lemdcr.cz).
Mrkev je naSi nejvyznamdsi korenovou zeleninou, pat spolu s cibuli,
zahradnim hrachem, okurkami nakl&kiami, rafaty a zelim mezi Sest nasich
nejvyznamgjSich zelenin s plochou nad 1000ha. Plocha mrki& byoce 2015
1052ha s produkci 27 737t. (Sitmd a vyhledova zprava 2015). Velice
vyznamna je jeji produkce i ve &v, kde dosahla v roce 2010 33,7 mikiotun

sklizenych z 1,16 milionu ha (Maksylewicz, Barangi13).

3.1.1 Morfologicka charakteristika a systematické za&azeni

Mrkev je dvouletd, 20-70 cm vysoka bylindepel gizemnich a dolnich
lodyZnich listi v obrysu trojuhelnikovita az wgfa, 2—3x lichozp#ena, stedni a
horni lodyzni listy v obrysu podlouhlé, ¢#g nebo trojuhelnikovité, 1-2x
zpaené. Okoliky skladajici se z 20—40 okkiti, listeny obalu ¥tSinou kratSi
nez stopky okotka, listeny obakka c¢arkovité. KaliSni cipy malé,
trojuhelnikovité, korunni listky bilé, obw#é, na vrcholu hluboce vykrojené,
okrajové kwty paprskujici. Centralni R¢ okoliku byvéa ¢asto fialovy. Po

odkwtu se okoktky k sol& nakloni. Plodem je dvounazkaww.kvetenacr.cy

Celed’ Apiaceaeobsahuje 455 rada vice nez 3500 drahrostlin a je jednim
z nejtSich rodi krytosemennych rostlin (Pimenov, Leonov, 1993)adkmi
taxonomické charakteristiky v obrovské komplextgledi Apiaceae a jeji
podteledi Apoidae do které pat rod Daucus byly matouci a zadny klasifikai
systém této pagkledi nebyl dlouhou dobu vSeobécpiijat (Plunkett et al.,
1996). Spalik et al. (2010) proved| biogeografickanalyzu roduDaucus
Daucus carota L. subsp. carofa nejznamjSi druh mrkve rostouci ve volné
piirodk. Peéstovand mrkev,Daucus carota L. subsp. sativudyl prvni
domestikovany druh mrkve z populaci divokych mrR®ducus carota subsp.
carota ze stedni Asie. Taxonomidaucus carota L je problematickd kii
rozsahlému experimentalnimuiZeni a spontannimutigeni s komemnimi

odridami dalSich poddruh LepSi pochopeni hranic tohoto druhu a
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3.1.2

fylogenetickych vztalh rodu Daucus bude hrat kfovou roli v budoucich
Slechtitelskych programech (Arbizu et al., 2014).

Historie a rozSieni

Mrkev jako zelenina byla vyuzivana jizigg mnoha tisici lety. Ve
Svycarskych neolitickych pilotovych stavbach bykiklad nalezena semena
mrkve, kterd pochéazeji z doby 2000 léeg Kristem. Skut@¢ domacky a ve
velkém ngfitku se gstovala ve sedni Evropg teprve ve sedowku. Teolog a
piirodowdec Albertus Magnus zifuje ve 12. stoleti mrkev ve svych spisech
jako daucus jeji prvni znamé vyobrazeni pochazi z roku 157 ad P. A.
Matthioliho. Divoké formy mrkve rostou v jizni Evp® a Asii — vlast mrkve se
podle toho rozprostira na velmi rozsdhlém Uzend. WJiantice byla mrkev
ocaiovana jako hodnotny druh zeleniny a r&&jako I€iva rostlina (Carlsson,
2003).

Za centrum fivodu mrkve je povazovana i8tni Asie. Z primitivnich
mrkvi se Zlutymi a purpurovymi Keny vyvinuly moderni jedlé mrkvelenény
na vychodni a zapadni typy, které se liSi htéavnmorfologii listh a kdeni,
bark a tvaru. Domestikace mrkvi#izena selekce a Slechtitelské programgij m
za néasledek vyvoj novych audt, liSicich se od jvodnich divokych mrkvi
hlavré v morfologickych znacich kene, toleranci &i chorobam a dkdcam a
v chemickém sloZeni. Tyto moderni vlastnosti jsbarakteristické pro mrkve s
oranzow¥ zbarvenymi keéeny, které obsahuji vysokou Urdivbeta-karotenu a je
jednim z hlavnich zdréjprovitaminu A v lidské strav(Maksylewicz, Baranski,
2013).

Pavodni divok& mrkev jeipmym predkem dnesni kultivované mrkve, pat
ke stejnému roduD@aucug, a proto se mohou mezi sebou snadiiZitk
Nizozemi v 17. nebo na paétku 18. stoleti bylo hlavnim centrengspovani
mrkve. Bylo zde pozorovano, Ze pyl zé&kw voln¢ rostouci divoké mrkve se
muze dostat doidehlého pole a ,zn#stit* tak semena komeéné péstovanych
a bilou formou mrkve za&ginilo vznik prvni zapadni mrkve s oranzov
zbarvenymi kéeny. Bylo zjiS€no, Ze volg rostouci mrkve filehlé k polim s

kultivovanou mrkvi, mily pramérnou kombinaci morfologickych vlastnosti
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3.1.3

divokych a kultivovanych rostlin, coz naznge, Ze KiZeni prokhlo praw u
téchto dvou drufh mrkve (Rong et al., 2010)

Rozdéleni odrid

V dnesni dob jsou odfidy mrkve rozdlovany tiznymi zpisoby, podle
raznych kritérii. V sotasnosti existuje #kolik set odfid ¢lenénych podle
raznych typologii www.carrotmuseum.co.)k Obrazek¢. 1 ukazuje zakladni

rozckleni odfid mrkve podle velikosti a tvaru kene.

Nantes Flakkee  Chantenay Imperator  Kuroda
(@=252a35)  (@=45) (@=45) (@=25) (@=50)

—zzz

_Ocm

_______ 5
............. 10

....... 15
20 \
25

30 cm

In———————EEEEEEERS——— — — - |

Obrazek 1: Zakladni rozdleni odfid mrkve (upraveno podletp://www.carrotmuseum.co.yk/

Typ ,Flakee* ma velmi dlouhé, koénicky zGzenéidwoy s Sirokou plochou
hlavou, nejastji péstovan ve vychodni Evrép Typ ,Chantenay* ma kratSi
koren konického tvaru a je popularni ve Francii azmiJAmerice. Typ ,Nantes*
je pistovan nejastji — je to typickd karotka (asi 50% objemu éaweé
produkce). Typ ,Kurdoa“ ma kratky kulaty ken, gstovany hlava v Asii.
Typy s delSimi a uzSimi keny, jako je ,Imperator®, preferuji v Severni

Americe (vww.carrotmuseum.co.lla (vww.zemedelskekomodity.t.z

Casto se mezi Sirokou kegnosti zmiuji dva nazvy mrkve, a to mrkev a
karotka. Z gstitelského hlediska jde o rozdil v ranosti. Kaeojk oznaeni pro
rané odidy, uené k okamzité spibs a jako mrkev byvaji ozravany
pozdrgjSi odiidy, vhodné k uskladmi. Z botanického hlediska jsou karotka a

mrkev to samé, ne ale z hlediska trzniho hosfstdia a ve vztahu k
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3.14

pramyslovému zpracovani. Zde se ody presré rozliSuji podle tvaru. Kratké,
zaoblené odrdy s tupym koncem a kulovitymi keny se nazyvaji karotka,
odrady s polodlouhymi kteny vybihajicimi ve Spku naproti tomu mrkev.
Existuje ale rovi&%Z mnoho tvak mezi okkma uvedenymi (Carlsson, 2003).

DalSi rozdleni odid mrkve je na zakladdvou samostatnych genofand
podle oblasti, kde byla domestikovana. Prvni gemdbfie mnohem rozmasjsi,
zahrnuje skupinu odd vychodniho typu (Eastern), které pocha&devsim z
Asie a druhy genofond zapadniho typu (Western)rykimahrnuje odrdy z
Evropy, USA a Japonska (Maksylewicz, Baranski, 2013

Obsahové latky, nutriéni hodnoty a vyznam mrkve

Oranzové mrkve maji podstatny vyznam v lidské wza/ jsou kzZre
péstované v Evrop a USA, ale kéeny mrkve mohou mit i jiné barvy, jako je
cervena, zluta nebo fialova. Takto zbarven&eky mrkve jsou taktéz bohaté na
Ziviny a latky podporujici zdravi lidského organismcéetné karotenoid jako je
lutein nebo lykopen, fenoly a polyacetyleny, ktek§kazuji vysokou
antioxida&ni aktivitu a zbavovani se volnych kyslikovych kadi. Ukazaly se
jako cenné latky v prevenci rakoviny, stdech onemocéni a nemoci
souvisejicich s¢kem (Maksylewicz, Baranski, 2013).

Jezeni syrové mrkve nanmiese pouze polowi uzitek. Karoten ze syrové
stravy gijme t€lo pouze asi z 1%, nebdeta-karoten se vyskytuje vidkéch v
krystalické forn¢ a je obklopen pevnou, nestravitelnou &tmou stnou. Kdyz
se burcény obal uvolni nebo rozrusi nastrouhanim, pokréjena malé kousky,
od¥avréenim anebo mirnym zaétim a pidd se malé mnoZstvi tuku, vyuziti
karotenu se optimalizuje (Carlsson, 2003).

Karotenoidy pedstavuji Sirokou skupinu pigmént které jsou
vSudygitomné v celé firok. Mrkev obecna fedstavuje dlezity zdroj beta-
karotenu (provitaminu A), alfa-karotenu a luteidayaraj et al. 2008). NejvysSi
akumulace beta-karotenu a alfa-karotenu je v zdshbkaenech a v listech
mrkve (Moreno et al., 2013). Syntetické drahy kamoidi v mrkvi jsou

zobrazeny na obrazku 2.
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Isopenty]l Diphosphate (IPF)

4} PP Lomerase

Dimethylallyl Diphos phate (DIWLAFF)
PP
H+,PFi

Ceranyl Diphosphate (GFF)

§  FPP syt
Fernesyl Diphosphate (FPF)

i (3PP Symthase

Greranyl Gerany] Diphosphate (GGPF)
Phytoene Symthase

Phyrtoene

* Flortoene Degaturase
Lyecpens

Lycopens s-cyclase / \:\ Lycopane B-Cyclase

H].ph&-l:argtem Beta-Carotene .
Teinoxanthin Beta-Cryptoanthin
Lutjn Zemanthin Vitarin & (all-trams Retinol)

Obrazek 2: Synteticka dréha karotendidhttp://cbc.arizona.edu)

3.2 Geneticky polymorfismus a DNA markery

Polymorfni gen je takovy gen, u kterého se v jedniokusu vyskytuji
minimalré dw rizné alely (varianty genu). Molekularni markery jsaivelké
mite vyuzivany ke studiu genetického polymorfismu.

Molekularni markery jsou ¥azovany do dvou hlavnich skupin, a to na
markery biochemické a DNA (Deoxyribonukleova kysa)i gipadre RNA
(Ribonukleova kyselina) markery. DNA markery jsceutralni a jsou nezavislé
na jakychkoliv environmentalnich pottach nebo na vyvojovém staditaéow
a prostoro¥ nezavisla), maji tudiz obrovskou vyhodu oproti chiemickym
markefim pfi analyzach genetické diverzity. Podle metod molbgtt DNA
markery dale &deny do dvou skupin, v prvni skugirisou metody na bazi
hybridizace a v druhé skugima bazi PCR (Polymerazovéatzova reakce).

Prehled a srovnani metod s vyuzitim DNA matkjgr zobrazen v tabulce 1.
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Lze rozliSit d¥ oblasti vyuZziti marker. Prvni je zaloZena na vyuzZiti DNA
markeii pro stanoveni genetickych vztahTyto aplikace zahrnuji identifikaci
odridy s moznosti vyuziti pro ochranu prav préstiele, nebo naijklad
stanoveni ro@ovstvi. Druh& oblast je zaloZena na pouZiti gektic market
pro identifikaci a mapovani loktiskvantitativnich znak a sledovani échto
lokusi béhem transgenoze nebo Slechtitelskych progré8oller, Beckmann,
1983). DNA markery z&ly byt vyuzivany jako vhodné prastiky pro rychlou
a detailni genetickou analyzu vySSich orgaiiiskelmi rozstené pouziti DNA
markefi je ve vystav® genetickych map, diky kterym tbe byt napiklad
stanoveno umishi geri na chromozomech, oviiwjici jednoduché, nebo
slozité znaky. DalSi vyuziti genetickych mankge rozpoznavani evatuich
vztahi uvnitt i mezi jednotlivymi druhy, rody, neboétgimi taxonomickymi
seskupenimi. Tyto studie zahrnuji zkoumani podadidnas rozdii mezi
jednotlivymi taxony s pouzitimady DNA markei (Paterson et al., 1991).
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Tabulka ¢. 1: Srovnani metod vyuZivajicich DNA markery (uprav@modle Sarwat

et al., 2011)
Parametry/
RFLP SSR CAPS EST RAPD AFLP
metoda
Dostupnost omezend pridmérna |primérna prdmérna neomezend|neomezena
Stupeni nizky az stfedniaz
P . . y ) i stfedni stfedni vysoky vysoky
polymorfismu |stfedni vysoky
Spolehlivost |vysoka vysoka vysoka vysoka nizka vysoka
Potfebné stfedniaz
. vysoké vysoké nizké nizké nizké ,
znalosti vysoké
Naklady na
L. ¥ vysoké stredni stredni stredni nizké stredni
VYVOj
Naklady na
y vysoké stfedni nizké nizké nizké nizké
provoz
Radioaktivni
3 ano ano ne ne ne ano/ne
latky
Mnozstvi DNA |vysoké (5-10 |vysoké (3-5] ,  , L nizké (25 [stfedni (250
. nizké (100 ng) |nizké (100 ng)
na experiment|ug) ug) ng) ng)
Kvalita stfedniaz
. vysoka vysoka nizka nizka ) vysoka
(Cistota) DNA vysoka
Moznosti ol iy v NS NSO N
) zadné zadné Castecné ¢astecné CasteCné |Casteclné
automatizace
Typ markeru |kodominantnildominantni |kodominantni |kodominantniJdominantni]dominantni
Pocet lokust |jeden vice jeden jeden vice Vice
mapovani
genomu, geneticka [genetickd
Vvusiti evolucni geneticka |genové genové diverzitaa |diverzitaa
y mapovani, diverzita mapovani mapovani znaceni znaceni
geneticka pomoci BSA|pomoci BSA
diverzita

Vyswetlivky: RFLP-Restriction Fragment Length Polymorgin, SSR-Single Sequence Repeats,

CAPS- Cleaved Amplified Polymorphic Sequence, ESkpressed sequence tag, RABDvine

Serum Albumin -Random amplified polymorphic DNA, AFLPAmplified Fragment Length

Polymorphism, BSA-Bovine Serum Albumin.
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3.2.1 Mikrosatelity

Mikrosatelitni markery (SSR) jsou tandemiose opakujici Useky DNA
slozené z 1-6 parbazi (bp), (Téth et al., 2000). Tyto tandemovéetiee mutuji
velice vysokou rychlosti, 0aZ7 13 mutaci na lokus za generaci (Buschiazzo,
Gemmell, 2006). Proto e byt pdet repetic mezi jednotlivymi genotypy
velice variabilni, coZéini z SSRs vysoce polymorfni markery, uZité pro
genetické analyzy. Obegnplati, Ze vySSi pget repetic je spojen s¢égi
genotypovou variabilitou a kratSi motivy (rfapinukleotidy) maji obvykle vice
opakovéani nez delSi motivy (naptetranukleotidy), (Zalapa et al., 2012).
Mikrosatelity lze nalézt kdekoliv v genomu, a tok ja kddujicich, tak i
nekddujicich oblastech. Vzhledem k jejich vysokéonmmlivosti je
pravdépodobné, Ze hraji vyznamnou roli v evoluci genorpti, vytvéareni a
udrzovani kvantitativni genetickeé variability (Tawdt al 1986; Kashi et al 1997).
Kromé toho, koreluje obsah mikrosatélitv genomu s celkovou velikosti
genomu organisin(Hancock, 1996).

SSR markery jsou velice nestabilni. Tuto viastwystgtluji dveé priciny, a
to ,prokluzovani“ DNA polymerazy a nerovn@mma rekombinace (Téth et al.,
2000).
alel v jednom lokusu (az 10 alel v populaci). Thywmervariabilita dla z SSRs
vice informativni markery, nez Single Nucleotide lymrphism (SNP)

markery, které jsou zpravidla bialelické (Hamblirak, 2007).

3.3 Vyuziti SSR markenria pri studiu variability rodu Daucus

Patet haploidni sady chromozdnpro rodDaucusse pohybuje v rozmezi
n=9 po n=11. Diploidni sady pak v rozmezi 2 n=18a222. Byly take zjighy
dva tetraploidni druhy (Grzebelus et al., 2011)likést haploidniho genomu
mrkve se odhaduje na 473 Mbp (Arumuganathan, EB9lel).

Popis variability roduDaucus byl nejdive proveden pouze na zakéad
morfologickych charakteristik. N@si metody zaloZzené na DNA markerech,
jako jsou RAPD (Random Amplified Polymorphic DNAAFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) a ISSR (Inter-Simfequence Repeat),

umoznily rozliSeni mezi divokymi a domestikovanyfmimami Daucus carota
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coz umoznilo genetickou analyzu biodiverzity. SSBteada zaloZzend na DNA
markerech je vyuZivana fip posuzovani genetické variability u mnoha
rostlinnych druli. V nedavné dab byly identifikovany nové SSR markery v
mrkvi a byly pouzity pro vyhodnoceni genofondu ukwa, coZz vedlo k
identifikaci dvou samostatnych genofdngodle zempisného jpvodu na
vychodni a zapadni typ. Cilem sagného vyzkumu je charakterizovat
intrapopul&ni variabilitu mrkve za pouziti SSR metod aciiv predchozi
zawry, tykajici se vychodfizapadni struktury genofondu mrkve (Maksylewicz,
Baranski, 2013).

Nogales et al. (2016), provedli analyzu intronu dnyg cAOX1, jenzZ je
genem pro alternativni oxidazu (AOX), ktera jec&liym enzymem alternativni
respir&gni drahy a podili se na odpmi rostlin na stres z prasdi. Analyza
umoznila diferenciaci hlavnich skupin genatymrkve (které byly wtSinou
domestikované a &Sinou gFibuzné s planym typem) a také pomohla najit
dikazy o ,out-crossingu“ mezi Kkultivovanou mrkvi a apbu mrkvi.
Polymorfismus nalezeny v této intronové oblastjjm@ma v oblasti SSR, ma
potencial byt dobrym zdrojem variability k vyvojiatekularnich markei, bud’
pro Slech&ni mrkvi na toleranci ke stresu, nebo pro studiiverdity.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material
Pavodni materialkéinil 30 vzorki mrkve, které poskytla firma SEMO a.s.
Smrzice (Ing. Jan Prasil), ukazku z kolekce je néoviakt na obrazkw. 2, po
stanoveni obsahu beta-karotenu a lykopenu bylo angor20 vzork, které
slouzily jako vychozi materidl k experimentu (tdtaul2). Vybrané vzorky
sestavaly z deviti linii, §i F1 hybrich a Sesti klasickych ofld. V experimentu

byla pouzita nejprve DNA izolovana z lisea poté DNA izolovana z kem

mrkve.

Obrazek 3: Ukazka z kolekce vzotkmrkve
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Tabulka 2: Seznam odid pouZzitych v experimentu.

Poradi Charakter Nazev
1. Linie Ps3
2. Linie Ps3
3. Linie Ps20
4. Linie Ps20
5. Linie Nanrub
6. Linie Maxika
7. Linie Krdska/Nantes
8. F1 hybrid Jarana F1
9. F1 hybrid Jolana F1
10. F1 hybrid Jitka F1
11. F1 hybrid Koloseum F1
12. klasicka odrida |Marquette
13. F1 hybrid Fire wedge F1
14. klasicka odriida |Desi Red
15. klasicka odrida |Karkulka
16. klasicka odrida |Krdska
17. klasicka odrida |Katlen
18. klasicka odrida |Rubina
19. klasicka odrida |Kardila
20. klasicka odrida |Nantes 3
4.2 Metodika

V experimentu byly provedeny nasledujici kroky:

Izolace DNA z rostlinného materialu

Polymerazovdetizova reakce

Kontrola PCR produktpomoci elektroforézy na agar6zovém gelu
Vizualizace vysledk PCR reakce pomoci elektroforézy na
polyakrylamidovém gelu

Vyhodnoceni vysledk

4.2.1 lIzolace DNA z rostlinného materialu

Navazka 100 mg rostlinného materidlu jak Zilistak z kdeni byla

homogenizovana pomoci tekutého dusiku a DNA bytdoiAna pomoci kitu
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) podleiplusného navoduMww.giagen.com

Nasledr byla zneiena koncentrace @stota extrahované genomické DNA na
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pristroji Picodrop Spectrometr PICO100 (Picodf®p Koncentrace (ng/ul) i

¢istota byly vyhodnoceny jako dosténe pro pokréovani dalSich analyz.

4.2.2 Polymerazovaietézova reakce

Nejprve byla do reaki snesi pro PCR pouzita DNA izolovana z fist

mrkve a 13 mikrosatelitnich markea poté DNA izolovana z keni mrkve s 10

novymi mikrosatelitnimi markery. Seznamy maskeouzitych od vSech autor

jsou zaznamenany v tabulkach 3 a 4.

Tabulka 3: Charakteristika markérpouzitych v experimentu - prviast (Rong et

al. 2010)

Nazev SSR|Opakujici se motiv|M13 - tailed Forward primer Optimalni teplota annealingu]
Reverse primer

1-3C (ACAT)n CACGACGTTGTAAAACGAC 55
ACG AAGG GAG AAT GAT GA

1-5E (AG)n CACGACGTTGTAAAACGAC 50
CTT CCA TCT CCT TCA CTC

1-7C (AC)n CACGACGTTGTAAAACGAC 48
CCC TCTACT TTC AAA TTA GTC

1-9C (AG)n CACGACGTTGTAAAACGAC 45
GCT GGG GAT CAA TAA TTT

1-12A (AC)n CACGACGTTGTAAAACGAC 50
TGG AAG TGG TGT TGA TTA C

1-12E (AC)n CACGACGTTGTAAAACGAC 50
ATA AGA TGC AAA GTA TGTAATA

1-12F (AC)n CACGACGTTGTAAAACGAC 53
CAA AGT TTC AAG AAC AATATC

2-3G (AAC)n CACGACGTTGTAAAACGAC 51
CCC GAG TAA TTTAGT GTCAG

26C (ACAT)n CACGACGTTGTAAAACGAC 48
AAC ATC ACA TGA AGC ATT AT

2-7TA (ACC)n CACGACGTTGTAAAACGAC 55
AAG ACG ATG TTG ATGATA ATA GT|

2-10C (ATC)n CACGACGTTGTAAAACGAC 48
CAC TCT CTC CAC TGA AAC TAT

2-10H (ATC)n CACGACGTTGTAAAACGAC 48
CGG AAG AGG AGC TGT AA
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Tabulka 4: Charakteristika markér pouzitych v experimentu - druh&ast

(Cavagnaro et al. 2011)

Nazev SSR |SSR - motiv Forward primer (5'-3') Optimalni  teplota annealingu Velikost (bp)
Reverse primer (5-3')

GSSR-4 (TCTA)21 CAATCTTGCCACTAAAAGAGCA 55 314
CAGATACAATAGACAGGAAACATCG

GSSR-6 (TC)9a(CT)11 (CAGTAG)M TCTCCTCTTGATTCTTCTTCGC 57 306
CCAATAAGCGTAAGCGTTTCTC

GSSR-9 (TG)13ata(TATG)10gatgg(ATGT)3 TTGACGCTGTAGTCGCACTTAT 54 316
CAGCAAATCAGAGGAAGGGTAG

GSSR-14 (AC)10(AG)18 CCACCTTGGACAAAGCAAAC 55 224
GCCCAGTTCTTCTTAATTGCAG

GSSR-16  [(TG)otacgc(ATGT)3 ATGCAAACGACAATATCCACAG 57 212
GCCCAGCCACTTCCTAGAT

GSSR-31 (CAAA)3(GTTT)8 GGATTCTAACTGGCCTCAAACA 54 381
TGTATATTTCCGCAACAAAGGC

GSSR-85  [(TCTA)4tttatca(ATCT)4gtctgtcta(TCTG)3 TGACTCGGTGGATGAATTAAGA 58 227
CACTGCTTTGCCATTGTTTT

GSSR-91 (TATG)5 ATTCACCTTCAGTGCCTCCTAA 55 244
GAATTGTGTGTGGTGCCTTCTA

GSSR-107 [(ATAC)8(ACAT)4 TTCTGGTCTTTTGACATGAAGG 54 265
CGGATTTGAGGTGAGTTGAATA

GSSR-138 [(GT)5ata(GT)7(AG)21 CGCTCGAGTTTCGTAGAGT 56 519
CCTCCCCAACTCAATCCAAT

Reakni smés pro PCR vznikla smichanim sloZzek reakce, ktemd js
uvedeny v tabulc&. 5, rozélenim do mikrozkumavek po 24 ul &ganim
jednoho pl izolované DNA. Zkumavky byly fa/¢ uzaweny a vloZzeny do
termocykleru T3 (Biometra) a naslednyl nastaven ifislusny program.

Pro prvni sadu primérPCR program zahrnoval 5 minut iniciaci denaturace
pii 94°C, nasledovanou cyklem: 1 minutd $4°C, 1 minuta nasedani prinier
(annealing) @ teplot, ktera byla specificka pro kazdou primerovou kamaloi
(teploty jsou zaznamenany v tabutce3) a 1 minuta id 72°C. Cyklus ndl 40
opakovani. Polymerazovétzova reakce byla ukéana 10 minutamiijp 72°C.
Pro druhou sadu primibyl termocykler naprogramovan na 3 minuty §4°C
pro iniciaci denaturace, nasledovanou 40 cykly @usd @i 94°C, 1 minuty
nasedani primér (annealing) p teplo€, ktera byla pro kazdou primerovou
kombinaci specificka (teploty jsou zaznamenanyhukze ¢. 4) a 1 minuty f
72°C. Reakce hyla ukgena zaerecnym krokem 5 minut i 72°C.
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Tabulka 5: Seznam sloZzek mastermixu pro PCR

Chemikalie Objem v jedné mikrozkumavce (ul)
Deionizovana destilovana voda 16,8

Pufr 5

dNTP 0,1

Forward primer 1

Reverse primer 1

Taq polymeraza 0,1

Celkem: 24

4.2.3 Agarozova gelova elektroforéza

Po skokieni PCR a vyjmuti zkumavek z termocykleru, byla kitkpvana
DNA separovana a vizualizovana pomoci elektrofomayagarézovem gelu pro
kontrolu usgsnosti PCR.

Byla sestavena vatka pro elektroforeticky gel s plastovymiegieny pro
tvorbu jamek v gelu, ten byl potdipraven postupnymijdavanim chemikalii,
uvedenych v tabulcé. 6. Nejprve bylo odrteno 1891,5 ml destilované vody,
do které bylo pdano 38,5 ml 50x koncentrovaného tris-acetatovphéru
(TAE). Z tohoto z&sobniho roztoku bylo do skieé odnérky odlito 270 ml a
piidano 4,2 g agardzy. S byla promichana, vloZzena do mikrovinné trouby na
3-5 minut a pivedena kvaru, aby se agar6za v roztoku zcelausi#p. Po
vyjmuti odnerky z mikrovinné trouby byl roztok ochlazen proudestudené
vody a v digestih do ngj byly pridany 2 pl ethidium bromidu s koncentraci 10
mg/ml a obsah odénky byl nalit do glipravené variky, do které se poté vilozily
plastové bkebeny. V digest® gel tuhnul 20-30 minut, poté byly odstisny
hiebeny, gel byl vyjmut z vagky, presunut do elektroforetické aparatury
Agagel Maxi (Biometra) a zalit zbytkem zasobnihoztobu TAE. Do
vytvorenych jamek bylo napipetovano 8 ul amplifikovanéAMparatura byla
zawena ochrannym krytem a elektroforéza byla sm#t gi 80
V stejnosmdrného napti po dobu piblizné 1,5 hodiny.

Po ukorteni elektroforézy byl gel vyjmut z aparatury a segana DNA
byla vizualizovana pod UV gtlem pomoci transluminatoru Ultraviolet (Ultra.

Lum. Inc.).
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Tabulka 6: Seznam slozek agar6zového gelu

Chemikalie Objem
Destilovana voda 1891,5ml
TAE (tris-acetatovy pufr) 50X 38,5ml
Agardza (Serva, USA) 4,29
Etidium bromid (Serva, USA 2ul

4.2.4 Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Pomoci vertikdIni elektroforézy na polyakrylamidav gelu byly
separovany amplifikované fragmenty DNA na zaklagejich velikosti
(molekulové hmotnosti). Nejprve byl&ipravena skla pro naliti gelu, ktera se
pelivé omyla a distila etanolem, poté se mezi par skel viloziksnini,
piipevnila se dohromady plastovymi svorkami a takimsktddana skla se

iiprava

polyakrylamidoveého gelu spivala v umistni magnetického michadla do

postavila do vertikalni polohy, fipravena knaliti gelu.
sklerené odnérky a postupnémipavani chemikalii, zaznamenanych v tabulce
¢. 7 v presré stanoveném gadi, nejprve destilovana voda, 10x koncentrovany
TBE pufr (trisbaze (trishydroxymethyldiaminometh&igtech), kyselina borita,
disosium; Biotech), AKRYL/BIS (akrylamid/biskrylaahi v pong€ru 19:1,
TEMED (tetramethylendiamin; Biotech) &sté pred nalitim gelu byl pdan
APS (persiran amonny; Biotech), po jeho#id@ni z&al roztok okamZzit
polymerovat. Gel byl rychleiplit do pgipravenych skel, byly do& umisgny
plastové kebeny pro vytvieni jamek a nechal se tuhnout 20-30 minut.

Tabulka 7: Seznam slozek polyakrylamidového gelu

Chemikalie Pouzité mnozstvi
Destilovana voda 34,650 ml
TBE (10x) 5mi
AKRYL/BIS 10ml
TEMED 334ul
APS 334ul

Béhem tuhnuti gelu bylaffpravena aparatura pro vertikalni elektroforézu a

roztok elektrolytu, jehoz slozky jsou uvedeny vukge . 8.
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Tabulka 8: SloZeni elektrolytu pro polyakrylamidovou elekb#zu

Chemikalie Pouzité mnozstvi
Destilovanéa vodal 900 ml
TBE (10x) 100 ml

Po ztuhnuti gelu byly vyjmuty plastovéetbeny a do vzniklych jamek byl
nalit elektrolyt, ¥tSinou do druhé a posledni jamky byl napipetovdikestni
standard (DNA ladder) a do ostatnich jamek bylytya® napipetovany
amplifikované vzorky DNA. Ze skel byly odstiary svorky, vyjmuto
silikonové sreni, byla po dvou vioZena do elektroforézové apayatuzalita
zbytkem elektrolytu. Aparatura byla uzawa ochrannym vikem a byla spimgt
elektroforéza, ktera se¢lda na dva kroky. V prvnim kroku bylo spégb
stejnosmirné napti o velikosti 120 V po dobu 10 minut a v druhénoka
probihala elektroforézafip300 V 60 — 120 minut v zavislosti na velikosti
vyslednych produkt

Po ukoreni elektroforézy byly gely barveny désanem sibrnym
(AgNO3), jehoz sloZeni je uvedeno v tabuleed. Gely byly opatréh odejmuty
ze skel, peneseny nejprve do nadoby s tiram roztokem (sloZeni v tabulce
10) a umisiny na tepaku, kde byly po dobu 1 minuty, poté bylyesunuty do
nadoby s dughanem gibrnym a umisiny na tepace po dobu 3 minut. Po
navazani stbra byly gely proplachnuty destilovanou vodou aisi#ny do
nadoby s vyvojkou (slozZeni v tabulée1l), ktera byla umi&ha na tepaku a
za 5 — 10 minut doSlo k zviditeini separovanych DNA fragme&nbbarvenych
sttibrem. Nakonec byly gely umésty do folii, zataveny, popsany, nafoceny a

uloZeny do lednice, ukazka takto upraveného gehajebrazky. 4.

Tabulka 9: SloZeni roztoku AgN@pro barveni polyakrylamidového gelu

Chemikalie Pouzité mnozstvi
Destilovanéa vodal 1000 ml
AgNO; 29

Tabulka 10: SloZeni fix&niho roztoku pro barveni polyakrylamidového gelu

Chemikalie Pouzité mnozstvi
Destilovanéa vodal 356,4 ml
Etanol 41,6 ml
Kyselina octova 2 mi
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Tabulka 11: Slozeni vyvojky pro barveni polyakrylamidovéhowgel

Chemikalie Pouzité mnozstvi
Destilovana voda 730 ml
37% formaldehyd 10 ml

NaOH 22,29

Obrazek €. 4: Upraveny polyakrylamidovy gel s SSR markerem 14

Vyswvétlivky: VM-velikostni standardy (DNA ladder), 1-Ps3-Ps3, 3-Ps20, 4-Ps20, 5-Nanrub,
6-Maxika, 7-Kraska/Nantes, 8-Jarana, 9-Jolana,itk@;J11- Koloseum, 12-Marquette, 13-Fire
wedge, 14-Desi Red, 15-Karkulka, 16-Kraska, 17-¢t@tll8-Rubina, 19-Kardila, 20-Nantes 3
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4.2.5 Vyhodnoceni vysledki

Podle nasnimanych polyakrylamidovychigeyla sestavena binarni matice,
ktera ukazovala naifpomnost (1) nebo népomnost (0) alel. Pro kazdy SSR
marker byly vypditany hodnoty DI (index diverzity), Pl (index
pravdpodobnosti) a PIC (polymorfni inforrdai obsah podle Russel et al.
(1997). Déle byla matice zpracovana softwarem FemTerze 9.1 (Hampl et
al.,, 2001) metodou péarovani pomoci nevazenych atitkych paméra
(UPGMA) a s pomoci Jaccardova koeficientu pegadiobnosti (Jaccard, 1908).
Vystup ze softwaru FreeTree byl vizualizovan pomalSiho softwaru
TreeView verze 6.1 (Page, 1996), ktery vytvaysledny dendrogram.

28



5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Analyzy DNA z lista a z kareni

Nejprve byla DNA izolovana z ligt predpokladalo se, ze v listech bude
DNA ve WwtSim mnozstvi neZz v kenech, a proto budou dalSi analyzy
kvalitngjSi. Hodnoty koncentrace zifené na Picodropu Spectrometr PICO100
(Picodropg™), byly pomerng nizké, ale byly uznany jako dostaté pro
provedeni PCR. Po provedeni kontrolni agarozoudrelerézy vsak z 20 vzéar
byly viditelné produkty pouze u 2 az 3 vzorkSe stejnymi vysledky byly
provedeny elektroforézy jeStlalSich¢tyi mikrosatelifi a poté bylo rozhodnuto
upustit od DNA z lisi a zkusit ji izolovat z kiena.

K negasgjSim problénim u téng vSech postup izolace DNA pat
piitomnost kontaminujicich sléanin ve vzorcich, zvlaSt RNA, proteiny,
polysacharidy, polyfenoly a nejaderné DNA (Varma at 2007). Spatné
vysledky z elektroforézy mohly byt takétgmbeny napklad chybou v postupu
pii pfipraw mastermixu pro PCR, nebo mohly byt listy mrkvi adeny
néjakym patogenem.

DNA izolovana z kéeni méla vysokou koncentraci distotu a agarézova
elektroforéza potvrdila uspnost PCR. Elektroforéza na polyakrylamidovem

gelu a zbytek experimentu byl proveden s DNA exdvaimou z kéeni.

5.2 Vyhodnoceni analyz jednotlivych mikrosateliti

V experimentu bylo pouZzito pro analyzu dvaceti ko mrkve 10
mikrosatelitnich markér VSechny SSR markery byly polymorfni, nebyl zjist
Zadny uniformni marker. Celkéwylo zjiS€no 50 alel, coZz odpovida 5 alelam
na lokus, coz je poémn¢ maly paimér, nagiklad oproti Baranski et al. (2012),
kteri popisuji 7,6 alel na lokus, nebo Maksylewicz ardBaki (2013)
zaznamenali dokonce 9,37 alel na lokus. Nizkyepalel na lokus iize byt
zpasobeny nizkym ptiem analyzovanych SSR markenebo malym souborem
vzorka pro analyzu. Baranski et al. (2012), ve své pu&ddi analyzu 30 SSR
markefi a celko¥ zjiSttnych 227 alel z kolekce 88 driuimrkve, ovSem zéthto
dvou citovanychilanki nevyplyva, zecim vice marker a vzorki mrkve, tim
vice identifikovanych alel na lokus, protoZze Magiyicz a Baranski (2013), ve

své praci analyzovali 27 SSR markea pouze 18 druh mrkve. Z 10
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mikrosatelifi byly nad p&imérnou hodnotou markery 107, 31 a 91. Hustota
mikrosatelift v genomové DNA mrkve se odhaduje na 1,74 Mbp, oz
priblizné¢ 134,5 SSR na 1 Mbp DNA. V porovnani s jinymi maigini
organismy, jako jsou najklad Arabidopsis thalianaréva vinna, ryze, nebo
topol, je tato hustota pamné nizka (Cavagnaro et al., 2011). Velikost alel se
pohybovala mezi 180 a 380 bp (tabulka 11), coz woitfgo také vysledkm
Cavagnaro et al. (2011), ze kterych bykrpano g navrhovani primatr, ve
kterych jsou té¥ shodné velikosti alel, pouze s malymi odchylkani44 az
390 bp. Maskylewicz a Baranski (2013) uvadi mnohdeiSi fragmenty,

s délkou az 540 bp.

Tabulka 12: Vysledna charakteristika SSR mairker

SSR | VELIKOST (bp)|POCET ALEL | DI Pl PIC
6 260-280 4 0,738 | 0,090 0,705
138 260-280 4 0,848 | 0,026 0,839
4 220-280 5 0,885 | 0,012 0,881
9 260-320 4 0,809 | 0,040 0,795
107 240-280 6 0,916 | 0,008 0,913
31 320-380 6 0,885 | 0,016 0,880
85 180-240 5 0,867 | 0,018 0,860
14 280-340 5 0,854 | 0,019 0,852
91 200-240 7 0,936 | 0,004 0,935
16 200-240 4 0,799 | 0,052 0,780
PRUM ER 5 0,854 0,028 0,844

Pro jednotlivé mikrosatelity byly vygitany statistické hodnoty DI
(diversity index), PI (prawipodobnost identity) a PIC (polymorfni inforgm
obsah), hodnoty jsou zaznamenané v tab&ildel. Hodnoty Pl se bliZily nule,
nejvice SSR marker 91, kteryghmejnizsi hodnotu PI1 (0,004) a naopak nejvyssi
hodnotu DI (0,936) a PIC (0,935), které se naophHkily jedné. U vSech
mikrosatelifi byly hodnoty PIC velice vysoké, ionérnd hodnota byla 0,844.
Mikrosatelity s nejvy§Simi hodnotami PIC, a tedyjvhednsjSi pro analyzy
genetické variability, byly 107 a 91, které mafiotyhodnoty vy3ssi nez 0,9 a takée
maji nejvyssi peet alel na lokus. Tyto zji&hé hodnoty u vSech mikrosatélit
presahuji hodnoty s ostatnimi porovnavanymi expertyaerag. Baranski et al.
(2012) uvadi pimérné hodnoty dvou sledovanych skupin 0,62 a 0,53stdii
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Maksylewicz a Baranski (2013), kde hodnoti IT&nych populaci mrkve, se
hodnoty PIC pohybuji mezi 0,18 a 0,48.

5.3 Genetickd diverzita
Geneticka diverzita a vztahy mezi jednotlivymi gamy mrkve, byly
zjisteny shlukovou analyzou pomoci dendrogramu (obr&zélx
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Obrazek ¢. 5: Dendrogram genetické diverzity

31



Vysvétlivky k dendrogramu: 1. A Il. — shluky, A a B — podshluky, 1-Ps3, 2-P&Ps20, 4-
Ps20, 5-Nanrub, 6-Maxika, 7-Kraska/Nantes, 8-Jar@ndolana, 10-Jitka, 11- Koloseum, 12-
Marquette, 13-Fire wedge, 14-Desi Red, 15-Karkulké;Kraska, 17-Katlen, 18-Rubina, 19-
Kardila, 20-Nantes 3

20 odid mrkve se roztlilo do 2 shluki, kdy se do shluku Il. separovala
pouze odida Maxika, coz byla linie a ve shluku I. se nachaaylych 19
vzorki. Shluk I. se déle roztll na podshluk B, kde byla nalezenagojen jedna
odrida Fire wedge, coz byl F1 hybrid a v podshluku Aaehazi zbytek odd.
Podshluk A je mozné rogtit jeSte na dw skupiny, kdy v prvni skupihjsou dva
totoZné genotypy 1 a 2, coz je vzorek Ps3 (linidake vzorek Nanrub (linie) a
odridy typu F1 hybrida Jitka. V druhé skupipodshluku A se nachazi zbytek
kolekce a kroma vzorki 3 a 4 (Ps20) se shodnym genotypem a vzdrk a 18
(Katlen a Rubina), které jsou klasické idly, neukazuje dendrogram na
skut&nost, Zze by se genotypy seskupovaly dohromady piodile, jestli jsou
linie, hybridi, nebo klasické otldy. ProtoZe geneticka diverzita roBaucusje
opravdu vysoka, jetkké srovnavat vysledky diverzity tohoto souboruajgpi
pouzitého v mém experimentu a vysledky jinych studie byly pouzity odlisSné
genotypy mrkve. Jak uz jsem uvedla, vysledky méRpeementu nevedly
k separaci nafklad genotyg klasickych odiid od ostatnich vzotk Naproti
tomu Briard et al. (2000), analyzovali ®nych ,volrg spraSenych“ populaci a
4 elitni inbredni linie a podle dendrogramu je m@yvZe se inbredni linie Ugn
odcElily od zbytku genotyfi. Baranski et al. (2012) zadili genotypy mrkve do
dvou klastfi podle zempisného fivodu, kde se do jednoho klastrucignila
vétSina genotyp z kontinentalni Asie a do druhého klastru patswna genotyp

z Evropy, Japonska a USA.
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6 ZAVER

Mrkev obecna je vyznamna rostlina, dasggji vyuzivana jako kéenova
zelenina. Diky mnohym Slechtitelskym progiiama skuténosti, Ze se zastupci
rodu Daucus v¢etre planych forem, mohou mezi sebou vokrizit, obsahuje
tento rod obrovské mnoZzstvi @dr, jejichz identifikace a taxonomickéiaaeni
je predmétem sodasného vyzkumu mnohych odboriik

V této praci jsem se zabyvala studiem polymorfisBNA mrkve. Byla
testovana izolace DNA u vybranych gendtyprkve a analyza polymorfizmu
DNA pomoci PCR a elektroforetickych metod. K analyz bylo pouzito 20
genotymi mrkve obecné a 10 mikrosatelitnich matker Diky statistickym
ukazatehm DI, Pl a PIC bylo zji$no, Ze vSech deset SSR matkeykazuje
vysokou miru polymorfismu a dva &hto markeit (107 a 91), byly
vyhodnoceny jako velmi vhodné markery pro studiuemeagické diverzity u
mrkve. Bylo detekovano 50 alel a z§iStprimér 5 alel na lokus. Velikost alel se
pohybovala od 180 do 380 [dvazi.

Dale byla zjiovana geneticka diverzita pomoci dendrogramu, kigézal,
Ze z celé kolekce genotyse separovala samostatdrida Maxika v shluku 1.
a zbytek genotyip byl fazen do shluku I. Ve shluku I. se také &dd jedna
odrida do samostatného podshluku B, a taiddrFire wedge a v podshluku A
se nachézelo zbytek dadf. Téchto zbylych 18 genotypse nélenil pravidelrd
podle toho, jestli byla dand ddla linie, hybrid, nebo klasicka agfa.
Shromazdny byly pouze vzorky 1., 2. a 3., 4., které sediawatotoZznych
genotym a vzorky 17. a 18, coz byly klasické ady.

Pro &tSi variabilitu a lepSi vysledky v genetické divigfzby bylo poteba
rozsftit kolekci odfid mrkve a navrhnout vice mikrosatelitnich matker

VSechny praktické analyzy v této praci probihaliaboratgich na Ustavu
biologie rostlin Agronomické fakulty Mendelovy ueirzity v Brre. Védomosti
a praktické zkuSenosti ziskané v této praci bydharayuzila pi psani své
diplomové préace.
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