UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Bakalaiska prace

Olomouc 2011 Lenka Knizova



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodowdecka fakulta

Katedra bui¢né biologie a genetiky

Geneticka variabilita sbirky genovych zdroj
Lactuca serriola detekovana pomoci SSR
marker i

Bakal&ska prace

Lenka Kr azova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bitina biologie

Forma studia: prezeni

Olomouc 2011 Vedouci praceRNDr. Miloslav Kitner, Ph.D.



ProhlaSuiji, Ze jsem tuto praci na téma “Genetickidabilita sbirky genovych zdnbjLactuca
serriola detekovana pomoci SSR mairkevypracovala samostatnpouze za uziti literatury

uvedené v fehledu pouzité literatury.

VOIomMmouCi dNe ..............



Rada bych patkovala vedoucimu prace RNDr. Miloslavu Kitneroviy@?, dale RNDr. Petru
Nadvornikovi, PhD., RNDrCubosi Majeskému a RNDr. IvarDolezalové, PhD. za jejich
cenné rady, odbornéfipominky, trglivost a ¢as, ktery mi ¥novali bthem psani
a vypracovavani meé bak#&&é prace. TakécHuji rodicim a sourozengn za psychickou

podporu po celou dobu studia.



Souhrn

Locika kompasoval@ctuca serriola je diploidni jednoleta bylina s autogamickym
typem rozmnozovani. Ratdo rodulLactuca celedi Asteraceaea fadu Asterales Z hlediska
ekologického je povaZzovana za typického r-stratégaste na susSich hlinitychtgéch
na slunnych nebo mién zastignych mistech, #@lezité jsou Zivinami bohaté substraty
s dostatkem vapniku a dusiku. Vyskytuje seétepo celé Evrop, dale v severni Africe,
Severni Americe, Btdni Asii, Australii, Argentiy, Tasmanii, na Blizkém vyched
a Novém ZélanduL. serriola je povazovana za vyznamného progenitora ke kémmau
Slechtni L. sativa protoZze EkiZzeni L. serriola a L. sativa probiha relativdh snadno
a vysledkem je pkh fertilni potomstvo.L. serriola tedy tvdai tzv. primarni genovy pool
L. sativa.

Tato bakalgska prace se zatifuje na vykr 5 polymorfnich mikrosatelitovych
markefi vhodnych pro studium genetické variability 88 éesinych poloZzekl. serriola
z pracovni kolekce roduactucal. uchovavané na Kates botaniky BF UP. Byly vyuZity
tyto zakladni laboratorni techniky: izolace DNA, lypoerazovarettzova reakce (PCR)
a agardzova a polyakrylamidova elektroforéza.

Celkem bylo testovano 16 mikrosatelitovych maikez nichz bylo vybrano &b
polymorfnich market, u kterych se paet alel pohyboval od 2 do 7,dnérny paiet alel byl
4. Pro tyto markery byly optimalizovany podminky R@eakce a doba separace. Pouzitim
tohoto souboru polymorfnich markena cely testovany soubor 88 polodekserriola byla
zjisténa velmi nizkad hodnota mérné pozorované heterozygotnodtio(= 0,016). Zjis&&na
hodnota odpovida udap publikovanym v literatte a odpovida autogamni povaze
studovaného druhu.

Informace ziskané v této bak@ké praci budou pouzitytipvyzkumu genetické
variability, biodiverzity, ekologii a dynamicefipodnich populaci genetickych zdiojodu
Lactuca ktery v sodasné dob probiha na Kateé botaniky BF UP v Olomouci.



Summary

Prickly Lettuce actuca serriola is a diploid one-year herb with autogamic type
of reproduction. It belongs to the genluactuca Asteraceaeand orderAsterales From
the ecological point of view is considered a typieatrategist. It grows on drier clayey soils
in sunny or slightly shaded places and importast muntrient-rich substrates with plenty
of calcium and nitrogen. It occurs across most afoe, then in North Africa, North
America, Central Asia, Australia, Argentina, Tasimarthe Middle East and New Zealand.
L. serriolais considered important for commercial breedinggpnitorL. sativag L. serriola
as crosses arid sativais relatively easy and the result is a fully fleroffspring.L. serriola
therefore constitute a primary gene poolo$ativa

This bachelor work focuses on the selection fieg/morphic microsatellite markers
suitable for studying the genetic variability of 8&st items byL. serriola held
at the Department of Botany, Faculty of ScienceeyTlvere used the following basic lab
technigues: DNA isolation, polymerase chain reac{CR) and agarose and polyacrylamide
electrophoresis.

It was tested 16 microsatellite markers, of whicle were selected polymorphic
markers for which the number varied from 2 to 7% twverage number of alleles was 4.
For these markers were optimized conditions of RE€&ction and the time of separation.
Using this set of polymorphic markers on the engieé of items by.. serriolafound a very
low value of the average observed heterozygosity£ 0,016) and expected heterozygosity
(He = 0,462). These values corresponds to the datigsheat in the literature and corresponds
autogamous nature of the studied species.

Information obtained in this work will be used f@search of the genetic variability,
biodiversity, ecology and dynamics of natural papiohs genetic resources bhctuca

which is currently running at the Department of 8ot, Palacky University in Olomouc.
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Cile prace

1. Shromazdit dostupné literarni zdroje a vypracovtrdrni reSerSi na téma

bakal&ské prace.

2. Zvladnout zakladni laboratorni techniky — izolacNA, optimalizaci PCR,

agardzovou a polyakrylamidovou elektroforézu.

3. Testovat SSR markery publikované u rddactucana mensim ptiu genotyf

Lactuca serriola.

4. Vybrat 3 — 5 polymorfnich mark&ra aplikovat je na kolekci cca osmdesati

polozkachL. serriola



2  Uvod

Mikrosatelity (STRs -single tandem repeatSSRs -simple sequence repepjsou
tandemové repetice s délkou zakladni jednotky oyakiov jednotkach bazi, rejstji vSak
od 1 do 6 bp. Existence mikrosatéltiyla poprvé objevena v 70. letech 20. Stoleti @vigi
et al, 2005). V sotasné dob jsou mikrosatelity povazovany za jedny z nejviopydarnich
molekularnich markér Jsou aplikovany v mnoha biologickych a h&#gch oborech, jako
nag. v popul&né genetickych a fylogenetickych studiich, diagnastichorob, ufovani
otcovstvi apod. Bvodem je jejich vysoky polymorfismus a relativsnadna interpretace
vysledki. Mezi jejich hlavni nedostatky gatskut&nost, Ze museji byt izolovarge novo
z organism, které maji byt fednmttem dané studie, a stim spojed@sova i finanni
nara:nost jejich vyvoje (Zanet al., 2002).

Jednou z alternativ odstram téchto nedostatk je vyuZiti veejné dostupnych
genomickych zdraj zaloZzenych na genovych markerech SSR. Jako vhiededi se ukazal
rychly a levny vyvoj SSR z cDNA (DNA kopii vzniklyc zpgitnym prepisem — reverzni
transkripci z mRNA) neboli EST. Kramtoho EST databdze NCBI (National Center for
Biotechnology Information — Narodni centrum pro tb@hnologické informace) obsahuje
stale vice cDNA sekvenci, které Ize vyuzit protrefe& levny a rychly rozvoj velkého gtu
takzvanych EST-SSRs. EST-SSRs také poskytuji irgfiadterpretovatelna data ve srovnani
s jejich anonymnimi preéjsky (Ellis et Burke, 2007).

Tato bakalgskd prace je zafena na nalezeni 5 polymorfrnich matk¢EST-SSR)
pro studium genetické variability 88 polozékserriola Pro tyto dely byly pouzZity tyto
zakladni laboratorni techniky: izolace DNA, poly@sovarettzova reakce (PCR), agarézova

a polyakrylamidova elektroforéza.



3  Souwasny stavieSené problematiky

3.1 Locika kompasova [(actuca serriolalL.)

3.1.1 Taxonomické zBazeni

Systematické Zazeni lociky kompasové.éctuca serriold podle Woodlanda (2009):

Rige: Plantae

Odctleni: Krytosemenné (Magnoliophyta)

Trida: Dvoudlozné (Magnoliopsida)

Rad: Hwzdnicotvaré (Asterales)

Celed”: Hwvézdnicovité (Asteraceae)

Rod: Locika actucal..)

Druh: Locika kompasovd. éctuca serriolal..)

Celed’ hvézdnicovité Asteraceappati mezi nejétsi a celosstové rozstené skupiny
kvetoucich rostlin (Heywood, 1978). Tateled obsahuje cca 1 200 rdch 20 000 druin
(Slaviket al.,2004). xlime ji do ti pocteledi, kterymi jsouBarnadesioideaeCichorioideae
aAsteroideaezahrujici 17 trii (Bremeret al, 1994). TribusLactuceaepati do podeledi
Cichorioideae (Tomb, 1977), ktery se daleild do 10 monofyletickych podtrib véetns
podtribu Lactucinae (Gemeinholzeret Kilian, 2005). Tento podtribus zahrnuje 17 iod
(v¢etre rodulLactucg a @iblizné 270 druti (Bremeret al,, 1994).

Rod Lactuca L. pafi do skupiny Cichorium podskupinyCrepis (Jeffrey, 1995)
a zahrnuje asi 100 drih 17 z nich se vyskytuje v Evrdp 40 v Asii, 33 v Africe,
10 v Americe (Lebedat al, 2004). Evropské druhy rodiactucase roz@luji do 4 hlavnich
sekciPhoenixopus, Mulgenium, Lactucopsis, Lact(fearakova, 1977). Nazev rodactuca
pochazi z latinského slovdagted (v prekladu ,mit mléko"), zastupci tohoto rodu maji
v pletivech mlénice, které v centralni vakuole obsahuji latex ¢mé&i §avu). V kontaktu
se vzduchem latex tuhne ackne (Ferdkova, 1977; Lebeda, 1998).
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3.1.2 Morfologie roduLactuca L.

Do roduLactucapati jednoleté, dvouleté nebo vytrvalé byliny. M&gisto Yetenovité
az fepovit ztlustlé kadeny, gimé nebo vystoupavé a jednoduché nebo v hi@sti Wtvené
lodyhy, které mohou byt lysé, chlupat&tstaté nebo ostnité. Listy jsou&tavé, jednoduché,
cleréné, mér casto celistvé a na Zilnatina na okrajich¢asto ostnité. Tvid poietné
a zpravidla drobné ubory se 4 — 2%Kdy aZz 50) kety skladajici vrcholinaté, latovité,
hroznovité nebo klasovité Ekienstvi. Listeny jsou Supinovité, na baziekivité nebo
hralovité. Zakrov je 20 mm dlouhy, ®agtji valcovity, vzacr kulovity. Zakrovni listeny
byvaji lysé nebo na vrcholu brvité a na ¢§gi ¢asto fialové. izko uboru je ploché
a bez plevek. K&ty jsou jazykovité se Zlutou ligulou, kterda je na¢jgi strag neékdy
natervenald nebo modra, vz&muze byt i bila. Korunni trubka je zdéli poloviny Uily.
Prasnikova truldka je Zluté barvy a ma kratkéiypesky. Blizna je dvouramenna a tato ramena
jsou ntovita. Nazky jsou stigené, zobankate, obvykle Zebernaté a na okraji Kizd&até, bez
zobanku 3 — 15 mm dlouhé, 1 — 2 mm Siroké, v&dnohou zobanky chyh. Chmyr 2 — 7
mm dlouhy, bily nebo naZzloutly, paprsky jednodudtéjré dlouhé a opadavé (Slavék al,
2004).

3.1.2 Morfologicka charakteristika lociky kompasové(Lactuca serriola L.)

Druh Lactuca serriolase fadi do sekcd.actucaa subsekcé.actuca Diky vysoké
variabilitt ve tvaru list, pcattu trichomi, antokyanové pigmentaci a mnoZstvi vosku
poryvajici epidermis uvadi Ferdkova (197#)uariety druhu —L. serriola var. coriacea
L. serriolavar. serriola s p&enolal@natymi a péenosénymi listy aL. serriolavar.integrata
s celistvymi listy. Princeet Carter (1977) rozfluji druh do dvou forem zalozené taktéz
na variabili¢ lista. Jednd se d. serriola f. serriola (peenoal@naté listy) aL. serriola
f. integrifolia (listy s celistvym okrajem).

Locika kompasoval( serriola) pati mezi jednoleté byliny sietenovitym kaéenem.
Jeji lodyha je tuhd,fpma, plna, lysa nebo dolesghata, v horntasti wtvena a mze byt 50 -
180 cm vysoka. Barva lodyhytke byt Elava, rekdy diky antokyafim cerveré az fialow
nakEhla. Jeji listy jsou tuhé, sivozelené, az 25 crmuléy na spodni strama stedni Zilce
osténkaté aipsedaji srditou az hralovitou bazi. #zemni listy jsou v obrysu obkopinaté,

negasgji perenodilné, vzaayi mohou byt i celistvé. Lodyzni listy jsou hluboggernené
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a Ukrojky na okrajich list zubaté nebo osténkaté. Rostou svisle a jsou psdav
v severojiznim siru (odtudéesky druhovy nazev ,kompasova“). Timtaispbem se rostlina
brani silnému oz&ni a pehrati listi béhem polednich hodin. Ubory se &agtji s 8 — 15
(nékdy az 35) kety skladaji v husté, latnaté a bohatétlkwstvi se Supinovitymi, kopinatymi
listeny gisedlymi stelovitou bazi. Zakrovni listeny jsou Supinovité, jmkopinaty tvar
a stelovitou bazi a vyskytuji se ve 3 -radach. Kéty jsou usptadané ve dvou kruzich.
VeétSinou jsou sitle Zluté a suSenim mohou stamodrat. Pdet chromozom: 2n = 18
(Slaviket al.,2004).

Nazky jsou relativlh malé, ¥tSinou 3 — 4 mm dlouhé, £ 1mm Siroké, zphtét
obvegité, s 5 — 10 Zebry a jemnymi osténky&suji k vrcholu. Barva je &Sinou Sedohtda
az Sedava. Bavy nitkovity zobanek byva stejndlouhy nebo delSi nezld nazky (Slavik
et al, 2004). Nazky se 8i predevsSim wtrem (BrantetHolec, 2004), protoZze maji chmyr
(pappus, ktery je vzdy monomorfni sestavajici ze dvounymhiad Elavych S&tin. Na jejich
vrcholu jsou jemné te&y raznych velikosti a tvdr. Skladaji se ze dvou nehio $vislychiad
burgk (Ferdkova, 1977). Rozdily v nazkach zaviseji moina faktorech. Morfologie nazek
vyznamré koreluje s ekogeografickymi vlastnostmi — zgmsnou délkou, $kou a mdni
strukturou stanovi§ NazkyL. serriolaf. serriola jsou kratSi, te¥i a maji vySSi piet Zeber
ve srovnani s.fintegrifolia (Novotnaet al, 2011).

flower head

Obrazek 1: Locika kompasova.@ctuca serriold: A) kvét, B) listy,
C) sazenice, D) zrala rostlina, E) semena.
Zdroj: http://www.ipm.ucdavis.edu/PMG/WEEDS¢gly _lettuce.html
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3.1.3 Ekogeografid.. serriola

Z hlediska klimatickych podminek de. serriola vyskytuje od nizin az do hor.
Optimalni nadmiska vyska jejiho vyskytu je 200 az 600 m. n. m.rdkeva, 1977).
Vyskytuje se tér& po celé Evrop, dale v severni Africe (Kanarské ostrovy, od Marok
po Tunisko, Egypt), na Blizkém vychod ve stedni Asii (Slaviket al, 2004). Postughbyla
zavlegena do Australie, Tasmanie a na Novy Zéland a Hadaj Argentiny a Severni
Ameriky (Burbingeet Gray, 1970; Weblet al, 1988). VCeské republice se vyskytuje
ve fytochorioech termofytika a nizSich a teplejSicasti mezofytika. Na fechodnou
dobu pronikad ido vysSich poloh mezofytika (do natbkych vySek 500 — 600 m)
a oreofytika (Slavilet al., 2004).

L. serriolaje z hlediska ekologického povaZzovana za typickébwatéga (Ferakova,
1977). Vyskytuje se na okrajich komunikaci, navébkazeminy, kamenolomech,
ruderalizovanych okrajich polnich kultur, rumistiatakatinach. Roste na susSich hlinitych
pudach na slunnych nebo mérmastignych mistech, iezité jsou Zivinami bohaté substraty
s dostatkem vapniku a dusiku (Slavét al, 2004). Dobe se ji d& v rostlinnych
spole&enstvech ozimych jednoletych a dvouletych druhostoucich na narusSenych
stanovistich [kokoSka pastuSi tobolkzapsela bursa pastolishluchavka objimavd_amium
amplexicaul® rdesno pté& (Polygonum aviculareapod.] (Ferakova, 1977; Amor, 1986).

Hooftmanet al. (2006) zjistili, Ze Bhem poslednich 60 let vyskit serriola prudce
vzrostl a rostliny nyni zabiraji SirSi Skaly vegeiiah typi. Invaze novych stanovis
pravéEpodobré Uzce souvisi s lidskotinnosti (Lebedat al, 2001, 2004), jako je doprava
a dalSi aktivity, které vytu@ji optimalni stanovistproL. serriola

Hybridizace mezi druhy rostlin iiie vést k ekologickym zénam v druhu a zvySuje
jejich potencial stat se invazivnimi. Rostoudkazy naznéuji, Ze roz&eni L. serriola by
(¢ast&ne) mohlo byt zgisobeno hybridizaci s jejimi nejblizSimiipuznymi (. sativg.
(Hooftmanet al.,2006).
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3.1.4 VztahLactucaserriola L. k péstovanému salatu_actuca sativa L.

L. sativaje jednou z nejvyznamdjsich a Siroce roz&nych listovych zelenin, ktera
se zne péstuje ve velkovyrobnich podminkach. Jeji blizédyznou rostlinou j&. serriola
(Slavik et al, 2004). Sotasné studie povazuji. serriola za gimého pedka L. sativa
(Kesseli et al, 1991; Hill et al, 1996; Witsenboert al, 1997). Lactuca serriolaje
povazovana za vyznamného progenitora ke konieu Slechini L. sativg protoze kiZzeni
L. serriola a L. sativa probiha relativé snadno a vysledkem je glrfertiini potomstvo
(F1 generaci) mezidruhovych hybridi, coz potvrzyggich blizky pibuzensky vztah.
L. serriolatedy tvdi tzv. primarni genovy podl. sativa(Lebedeet al, 2007).

Genovy pool je termin zieci zdsobu geih schopnych vzdjemné genetické &y
v danémc¢ase a tedy dostupnych pro Sléchtdaného druhu rostliny. Seasti primarniho
genového poolu jsou primarni genové zdroje. Prindrgenovym zdrojem je kulturni druh
nebo jeho blizky buzny druh. Tyto polozky i druhy Ize snadniiZzit (Dolezalovaat al.,
2001). Mezi druhy spadajici do primarniho genov@oolu pati tedy krong L. serriola
i L. acuelata, L. scarioloides, L. azerbaijanica,deorgicaa L. dregeanado sekundarniho
genového poolu se tazujel. salignaa do terciarniho genového podlu virosa (Zohary,
1991).

Genové zdrojd.. serriola jsou tedy povaZzovany za velmildzité zdroje mnoha
Slechtitelsky vyuZzitelnych vlastnosti¢etne odolnosti proti chorobam, odolnost keidkim,
chorobam, abiotickym faktém a hraji nezastupitelnou roliiglecheni L. sativa (Lebeda
et al.,2007).
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3.2 Repetitivni sekvence DNA

Prokaryotické organismy obsahuji ve svém genomADRjiZz wtSina koduje ufity
protein, tRNA nebo rRNA. V malém mnoZstvi se v ganmovyskytuje i nekddujici oblast,
ktera ma pedevSim regutmi funkci. Kodujici sekvence nukleotidprobiha od z&tku
do konce beziieruseni. Naproti tomu eukaryoticky genom jerevokodujici DNA a DNA,
ktera nekdduje protein ani RNA. Tatdst DNA v genomu eukaryot procentuelievazuje
a je tvdena introny a repetitivni DNA (Campbeli Reece, 2006).

Repetitivni DNA je sloZzena z nukleotidovych seksiekteré jsou v genomuipomny
v mnoha kopiich (Campbetit Reece, 2006). Repetitivni sekvence DNAZzeme na zaklad
jejich organizace v genomu radd na rozptylené a tandemové. Rozptylené sekvence
reprezentuji hlawhtranspozony aipdstavuji velkowast genomu (Weisingt al, 2005). Jak
nazev napovida, jednotlivé jednotky opakovani negspdadany wadt za sebou, ale jsou
v DNA rozptylené. Délka jednoho motivu je obvykl® 817 tisic par bazi a jeho kopie jsou
podobné, avSakasto ne identické (Campbeadt Reece, 2006). &ime je na d¥ skupiny,
kterymi jsou kratké rozptylené repetice SINEshort interspersed repedtsa dlouhé
rozptylené repetice LINEdong interspersed repedtéCarter, 2000).

Tandemova opakovani jsou ugpdané za sebou a skladaji se ze dvouchnlika
tisici sekvenci (Weisingt al, 2005). Tandemova repetitivni DNA se svym nukbimtym
sloZzenim liSi od zbytku b@tné DNA, coZ zfisobuje odliSnou hustotu a untaoge jeji izolaci
diferertni ultracentrifugaci. Repetitivni DNA, kterd bylaolovana timto zfsobem, se
ozna&ovala jako satelitni DNA. Nyni se pojem satelitnNA pouziva pro tandemové
repetitivni sekvence vSeobeécfCampbellet Reece, 2006). Dale se pro tandemové repetitivni
sekvence pouziva ozteni VNTRs yariable number of tandem repegpt3yto sekvence lIze
klasifikovat z hlediska délky a mnozstvi kopii z#khiho motivu na satelity, minisatelity
a mikrosatelity (Weisingt al, 2005).

3.2.1 Satelity

Satelitni DNA byla poprvé popsana v 70. letech 26leti a byla pojmenovana diky
odctlitelnosti od zbytku DNA na z&klgdhustotniho gradientu. Je tema 1 000 aZ vice nez
100 000 kopiemi zakladniho motivu. Délka jednohadimpse obvykle pohybuje ve stovkach

parti bazi. V buice satelity ¢asto tvdéi heterochromatin a jsou lokalizovany
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v subtelometrickych a telometrickych oblastech olwadémi. Tento typ tandemovych
repetici se jen velmitika pouziva jako molekularni marker (Weisgtgal, 2005).

3.2.2 Minisatelity

Jako dalsi tandemové repetice byly v roce 19854mopminisatelity. Jejich repetitivni
jednotky jsou ¥tSinou rékolik desitek (ngjastji 10 — 60 bp) dlouhé a ve srovnani se satelity
maji mer repetici. Minisatelity byly klonovany a sekvencayé rekolika organisni. Jako
molekularni markery byly vyuZivanyuznymi zpisoby. V jedné metad se sondy
komplementarni k minisatelitn hybridizovaly na restriné S€penou genomickou DNA
k produkci vysoce variabilniho délkového polymarfis restriknich fragment (RFLP). Tato
technika byla znmé pouzivana v minulosti, v dnedSni dobse jiz minisatelity jako

molekularni markery takasto nepouzivaji (Weisirgs al, 2005).

3.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity (STRs -single tandem repeatSSRs -simple sequence repepjsou
dalSim typem tandemovych repetici. Délka jejichladii jednotky opakovani se pohybuje
v jednotkach bazi, n&stji vSak od 1 do 6 bp. Existence mikrosateliyla poprvé popsana
v 70. letech 20. stoleti v satelitni DNA kraba pewaika. Od té doby se mikrosatelity hojn
vyuzivaji v mnoha molekularnich studiich a jejiclritgmnost byla dokumentovana
v genomech bakterii, hub, rostlin i Z#roha (Weisinget al, 2005). Nyni jsou mikrosatelity
povazovany za jedny z nejvice popularnich molekitér markei pouzivanych stznymi
aplikacemi v mnoha biologickych a lés&ych oborech (n&p popul&né genetické
a fylogenetické studie, diagnostika chorob¢ow@ni otcovstvi apod.). i¥odem je jejich
vysoky polymorfismus a relati¢n snadna interpretace vyslédk Mezi jejich hlavni
nedostatky pdt skut&nost, Ze museji byt izolovange novoz organism, které maji byt
predmeétem studie (Zanet al, 2002).

Mikrosatelity se nepsgji rozdeluji z hlediska délky jejich z&kladniho motivu
na mono-, di-, tri-, tetra-, penta- a hexanuklemt&l Mezi nejastji zastoupené mikrosatelity
pati di-a trinukleotidové. U savcse hoji vyskytuji motivy (A), a dinukleotidova sekvence
(CA)n, urostlin se zasecasto vyskytuji motivy (A), (AT),, (GA), a (GAA).
Mononukleotidova opakovani z A/T nukleatidsou také fitomny v genomu chloroplast
(Weisinget al,, 2005).
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DalSim kritériem pro rozdeni mikrosatelit je jejich geruSovanyi neperuSovany
vyskyt v genomu. Bli se tedy na jednoduchéiepuSované a sloZzené. Jednoduchymi
mikrosatelity jsou ty, které se vyskytujic&® za sebou néprusovan (nag (AT),). Dale se
jedna o typ perusovany, kdy jsou po séljdouci jednotky repeticeipruSeny nahodnym
sledem nukleotidovych sekvenci (#agAT), CTG (AT)). A posledni typ mikrosatetit
déleny podle tohoto kritéria se nazyva slozeny, ksbuj mikrosatelity sloZzeny z vice mativ
opakovani (nap (AT), (CT),) (Oliveiraet al.,2006).

Vyvoj mikrosatelitnich markér Ize obecd rozclit na ti hlavni zpisoby. Ri
klasickém postupu vyvoje jsou mikrosatelity izolay& DNA daného druhu (z genomickych
knihoven), ktery chceme testovat. Jeji zakladnikkrepaivaji v jiz zmiréné izolaci
genomické DNA a jejiho nasledného rozstipani pomoestrikknich endonukleaz
nebo ultrazvuku. Restriki fragmenty se dale podrobi elektroforetické segiar agar6zovém
gelu. Na zaklagl vysledki z elektroforetické separace se vyselektuji fragsnerdélce 300 -
700 pati bazi. Tyto fragmenty se pak vkladaji do plazmidumvéektoru a takto upraveny
vektor se transformuje do kompetentnich baktecalrburgk. Dale se klony testuji, zda
obsahuji mikrosatelitové repetice, a selektuji siky dnavdzanym probam. Takto
vyselektované klony se namnozi a osekvenuji. Pess konstrukce primier které jsou
specifické pro dany mikrosatelitovy lokus (Zaeteal, 2002).

Tato metoda ziskavani novych mikrosateji velmi finargné i ¢asow nara@na. Proto
se ¢astji pouzivaji mikrosatelitové lokusy jiz izolovanéblizce pgibuzného druhu. Tato
metoda se nazyvéross-specie$CR amplifikace (Primmeet al, 1996). U mikrosatelit
které jsou polymorfni, pak dochazi k optimalizac€@RP podminek a doby elektroforetické
separace.

Diky jiz vySe zmignym nedostatkm SSR markeér a problénim vychazejicich
ze zmsobu jejich klasického vyvoje se nyni pouzivajiSRSmarkery odvozeny z databazi
EST (expressed sequence tag — ,mista s expressaad). V dnedni dabje dostatek viejne
dostupnych dat sekvenci DNAgetre velkych sbirek EST z mnohéaanych taxod. Primery
pouzity k amplifikaci pi PCR jsoucasto druho¥ presné, coZz znamena, Zze markery, ktere
pochazi z jednoho taxonu, nelze tkaplikovat na druh jiny. Jednim z mozZnyi&seni je
vyuziti verejné dostupnych genomickych zdéogaloZzenych na genovych markerech SSR,
které jsou vice i@nositelné fes taxonomické hranice (Ellest Burke, 2007). Jako vhodné
feSeni se ukazal rychly a levny vyvoj SSR z cDNA fOkopii vzniklych zgtnym pgrepisem
— reverzni transkripci z mRNA) neboli EST (Snustadimmons, 2009). Kromtoho EST
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databdze NCBI National Cente for Biotechnology Information -Narodni centrum pro
biotechnologické informa) obsahuje staleice cDNA sekvenci, které jsou nezbytné
efektivni rozvoj velkého pfiu takzvanych ES-SSRs. EST-SSRtaké poskytuji i snadj
interpretovateln@ata ve srovnani s jeji@anonymnimi pragjsky (Ellis et Burke, 2007).

Tyto ESTSSR jsoutedy s uspchem vyuzivany jakanolekularni markey, protoze
jejich vyvoj je relativie levny, predstavuji geny jiz transkribovanéjgjich domrelé funkce
mohou bytcasto odvozepn diky vyhledavani homoldg ProtoZe jsou odvozeny zigpidi,
jsou uziténé pro analyzdunkénich rozmanitosti ffrodnich populachebo sbirky genovych
zdroja (Varshneyet al.,2005.

Pouzitimspecializovanyc pcitatovych program lze data prc EST, geny a cDNA
klony stahnout z GenBanoka prohledat zacglem identifikace SS. Nasled® jsou navrzeny
specifické primery kEST-SSR nebo mohou byt navrzeny tak, aby zly mikrosatelitni
lokusy gitomné v genecliVarshneyet al.,2005).Obecny postup vyvoje a vyuZziti E-SSR

je shrnut na Obrazku 2.

Obrazek 2: Schéma navrhovani auziti EST-SSRs.

Singletons
Kiony Shotgun

Charakterizované

a anotované sekvenovani Unigenes
consensi
| Vefejné databaze (NCBI, EMBL) |
| Dostupna data sekvenci z gent nebo EST |

| Identifikace SSR markeru ze sekvenci genu nebo EST |

J/ Navrhovani primer( pro genové SSRs

| Amplifikace mista genu |

Aplikace |
Funkéni Asociované Analyza Mapovani PiEveeliclnes! Al
enomika mapovani diverzi enomu | & e gl & Qi
9 P iy 9 mapovani analyza

Vyvoj univerzalnéh marken, které mohowyt analyzovany v ramaiznych taxoi
a jsou uvnit taxoni polymorfni, mize usnadnit i srovnavaci studi fylogenetické analyzy
Chapmanet al. (2007) pogsal vyvoj tchto marketl pro pouziti veéeled Asteraceae, ktera
zahrnuje plodiny salatuluneinice a s\tlice, stejié jako desitkydilezitych plodin a plevél

Pouzitim alignmentu (povnévani) COS ¢onserved orthologous $et ESTs od hlavkového
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salatu, slungnice a DNA sekvencArabidopsis byly navrZzeny sady parprimett. Bylo
testovano 192 parprimeri v 8 druzich z cel&eledi, gicemz 163 &chto primefi bylo
amplifikovano alespd v 1 taxonu, 125 bylo amplifikovano alespw poloving taxoni
a 39 pah primert bylo amplifikovano ve vSech 8 druzich. Porovnakvenci v hlavkovém
salatu a slunmice v databazi EST naztwvala, Ze drtiva &Sina z nich bude polymorfni.
Jako test uzitosti €chto markeit byla s€azena podmnozina deseti lokus jednotliva
swtlice. Dewt z deseti &chto testovanych lokusbylo polymorfnich. Tyto vysledky navic
nazndily, Ze tato mista jsou fylogeneticky informativiai,proto nize byt pouzito keSeni

evoluinich vztali mezi taxony i v ramci druhu.

3.2.3.1 Mikrosatelitni markery u rodu Lactuca

V rdmci rodulLactucabylo doposud publikovano pouzekolik praci vyuZivajicich
mikrosatelity (Alexanderet al, 2009; Van de Wielet al, 1999, 2010). Publikované
primerové sekvence byly do roku 2008 znamy pouzdvou mikrosatelitnich marker
popipadt jsou primerové sekvence chéay (Alexanderet al, 2009, Van de Viekt al,
1999, 2010). Zejme i z tohoto divodu byla napiklad variabilita rezistence genovych zdroj
rodu Lactuca k plisni salatové v poslednich letech studovanangmd €chto dvou
mikrosatelitni marker ozna&enych jako MSAT15-34 a MSATE6 (Okubas al, 1997,
Sicardet al, 1999, Sheret al, 2002, Kuanget al, 2004, 2008). MSAT15-34 leZi v intronu
a MSATEG6 v kodujici oblasti regionu RGC2. ZkratkB&GC (Resistance Gene Candidpate
se oznauji tzv. clustery gein rezistence &i plisni salatové (Okubaraet al, 1997,
Wroblewskiet al, 2007). U rodlLactucabyly popsany celkerityii RGC regiony.

V roce 2008 byla publikovana sada 61 mikrosatielitnmarkei navrzenych
a testovanych nh. sativa(Simko, 2008). Tato sada je vysledkem taw. silico” vyvoje SSR
markefi. Markery jsou vyvijeny pomoci specializovaného twafu podle databazi
nukleotidovych sekvenci, Jsou tedy odvozeny protias variability kodujicichcasti
genomu (tzv. EST-SSR markery). Vyhodou je niZ&éova a finatni nar@nost vyvoje
takovych markar. Simko ve své studii pracoval s databazemi ESTvesek (Expressed
Sequence Tag) lz sativa cv. Salinas d.. serriola (UC96US23), které jsou wgne
k dispozici na CGPDB Gompositae Genome Project database;
http://compgenomics.ucdavis.eduK identifikaci mikrosatelitnich sekvenci pou&ibftware
SSRIT a primerové sekvence byly navrzeny pomocitwsoti PRIMER3. Usgsre
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amplifikované SSR markery byly oztemy jako SML Galinas microsatellites for lettuce
Tyto now odvozené EST-SSR markery byly testovany na soubbsahujici 96 polozek
L. sativg obsahujici hlavni morfotypy éptovaného salatu, #tplané rostouci druhy
L. serriola, L. salignaa L. virosa (Simko, 2008).

EST-SSR markery byly také vyuZzity ve studii R@ral. (2011). Locika kompasovéa
(L. serriold) je v severozapadnim Pacifiku problematickym plewvea nedavno si vyvinula
rezistenci wc¢i herbicidu 2,4-D. ProtoZe neexistuji Zzadné&epe dostupné SSR markery
na 2,4-D gen rezistencelv serriola byla vypracovana studie na vyvoj SSR matkeEST
databéze progb druhi Lactuca Nalezeno bylo celkem 15 970 SSR mezi 57 126 ESflicp
do 5 drulii Lactuca NejhojrgjSimi motivy SSR byly trinukleotidové repetice. Byybran
reprezentativni vzorek pro navrhovani pril&@SR z EST a také byly hledany udaje pro
L. sativaa Helianthus annuusAnalyzy ukazaly, Ze EST-SSR lze vyuzit v 82 %chsSdruhi
a 68 % rod Asteraceae, coz potvrdilaigvoditelnost &chto markeit v rdmci jednotlivych
rodi a prokazalo svou uziteost i studiu genetické rozmanitosti. Tuto skirtest potvrdila
i studie Pashleyet al. (2006), ktera vyuzivala EST-SSR markery v genétiadnalyze
slunenice. Bylo zjiStno, Ze EST-SSR jsou 3krat vicéepositelné do jinych druhnez
klasické SSR.

Vedle mikrosatelii se fi studiu variability girodnich populaci a genofondovych
sbirek uplatuji i dalSi typy proteinovych a molekularnich martkezoenzymy (Kesseli
etMichelmore, 1986; Lebed&t al, 2009), RFLP (Kesselet al, 1991, 1994), RAPD
(Waycottet Fort, 1994), TRAP markery (Het Vick, 2003) a pedevsim metoda AFLP (Hill
et al, 1996; Koopmaret al, 2001; Kitneret al, 2008; Lebedat al, 2009; Van de Wiel
etal, 2010). Metoda AFLP Amplified Fragment Lenght Polymorphism délkovy
polymorfismus amplifikovanych fragmentumoziuje rozelit studované rostliny na zaklad
DNA genotypizace a vyt jim tzv. fingerprint, a to bez nutnosti znalogtjich konkrétni
DNA sekvence. Principem této metody je v prvnimkird&peni molekuly DNA restriénim
enzymem a navazani oligonukleotidovych addptéa konce restriknich fragment.

V dalsim kroku jsou provedeny &vPCR amplifikace (pre-amplifikace a selektivni
amplifikace) a nasledna separace produkd denaturamim polyakrylamidovém gelu (Vos
et al, 1995). AFLP je povaZzovana za spolehlivou a répkovatelnou metodou pouZzivanou
pro detekci genetické variability v kolekcich gegolv zdrofi riznych rostlin a v hodnoceni
biodiverzity (Ayadet al, 1997, Jonegt al, 2009, Spooneet al, 2005), zahrnujici i rod
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Lactucaspp. (Koopmaret al, 2001, Dziechciarkovat al, 2004, Janseet al, 2006, Kitner
et al, 2008, Kuangt al, 2008, Lebedat al, 2009, van Treureet van Hintum, 2009).

3.3 Polymerazovaretézova reakce

Polymerazovéaietzova reakce (PCR = Polymerase Chain Reaction) kbaddi
technika molekularni biologie a nedilnou &asti vyzkumnych praci vSech laborato
ve s¥té. Tato metoda se pouzivd k mnohonasobnému namndderglifikaci) DNA, je
velmi citliv4, specificka a rychla. Je zaloZena principu replikace molekul nukleovych
kyselin a vyuZiva seipni katalyzy enzymem DNA polymerazou.

Reakni snes sestava z jednotlivych slozek, kterymi jsou tertgd DNA, forward
areverse primery (kratké oligonukleotidy DNA), €oxyribonukleotidtrifosaty — dNTPs
(dATP, dTTP, dGTP, dCTP) a DNA polymeraza. Pro wpéafungovani reakce a spravnou
koncentraci a pH re&ki snesi se dale pidavd pufr (dle pouzité DNA polymerazy)
a deionizovana voda. Daekterych reaknich sngsi se dale jfidava BSA (bovinni sérovy
albumin) a heéecnaté ionty ve forra MgCls,.

Celkové reakce se sklada zezakladnich krok, které se cyklicky opakuji. émito
kroky jsou denaturace, annealing a extenz#.déhaturaci dochazi k rozruSeni vodikovych
mustki mezi dusikatymi bazemi a naslédk rozvolreni dvousroubovice DNA. Tatoast
probih& za teploty 94 - 98 °C po dobu 20 — 30 seékioté se regki smeés ochladi na 40 —
65 °C, cely tento krok trva 20 — 40 sekund. Zdehda¢ k nasednuti a hybridizaci primer
na gislusna mista denaturované DNAiefim a poslednim krokem PCR je dalSi zvySeni
teploty na 72 °C, kdy DNA polymerazacne syntetizovat nové vlakno DNA na zaklad
komplementarity bazi, a to ve 8ra od 3" k5 konci templatové DNA. Vzniknou dv
molekuly DNA, které se skladaji z jednoho templé&toy a druhého néwnasyntetizovaného
iettzce DNA. Zde kodi jeden cyklus a dalSi &ma zvySenim teploty na 94 — 98 °C,
kdy zane probihat dalSi denaturace. MnoZstvi DNA rostpoeencialg a k dostatené
amplifikaci je poteba 30 — 40 cykl (Smardaet al., 2005).

3.3.1 Elektroforeticka separace PCR produki

K analyze PCR produkt se nejastji vyuziva techniky elektroforézy. Molekuly
DNA, které jsou diky fosféim zaporg nabité, putuji v elektrickém poli smem od katody

k anod a zarove se rozdluji podle hmotnosti a velikosti fragmeéntDNA v gelu
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(agar6zovém, polyakrylamidovém), ktery funguje jakayrozmerné sito. Velikost pdr zavisi
na koncentraci iijpravovaného gelu. NejmenSi fragmenty putuji ndjkg a nej¢tsSi se
nejvice zpo#'uji. Gel je v elektroforetické koamce v kontaktu v fislusném pufru (v ippack
agardzoveé elektroforézy je w¥m ponden), ktery udrZzuje stalé pH, teplotu a vede elekiri
proud. Vzorky se do jamek v gelu nanaSeji sp@les nanaSecim pufrem a barvivem
(nag. bromfenolova, xylenova med Diky vySSi hustat pufru Zistanou vzorky v jamkéach
a barvivo nam umozni sledovat, jak rychle vzorkyupuv gelu. Pro mozZnost stanoveni
velikosti fragmeni DNA se do gelu fidava tzv. marker molekulové hmotnosti, coz jessm
fragmenti DNA s definovanou velikosti. K vizualizaci sepaaoych PCR produlitdochazi
barvenim dushanem gibrnym (v pgipad elektroforézy v polyakrylamidovém gelu),
ethidium bromidem (agar6zova elektroforéza) nebgnji fluorescesnimi barvivy (Smarda
et al, 2005; Zimeet al, 2004).

Metoda barveni sbrem byla vyvinuta jako Zsob ultrasenzitivni detekce
polypeptich po separaci polyakrylamidovou elektroforézou (Meet al, 1981) a pozdi
i pro detekci nukleovych kyselin (Sommervik Wang, 1981; Heringet al, 1982; Blum
et al, 1987). Rvodni citlivost metody byla 5 - 7,5 pg DNA na mifBeidleret al, 1982).
Postups byly publikovany tizné modifikace detekce ve &m zvySeni citlivosti, omezovani
pouziti toxickych chemikalii, sniZzeni pouzitych kéopii barveni nebo separaci a zlepSeni
tzv. pozadi. ZvySeni citlivosti na 1 pg rimylo dosaZeno pouZitim formaldehydu ve fazi
impregnace gelu dusianem gibrnym za sotasného snizeni koncentrace doanu
(Bassanet al, 1991). Omezeni ,pozadi* (Sedé zbarveni gelu zhi@iSvizualni hodnoceni)
bylo dosazeno pouzitim thiosiranu sodného a pooziyseliny dusiné nebo dichromanu
sodného pro omezeni oxidace gelu. Metoda barvéibresin poskytuje vysledky srovnatelné
s metodami detekce pomoci fluoresagho zng&eni fragment nebo autoradiografické
detekce (Comiciniet al, 1995; Christensenet al, 1999, Cresteet al, 2001).

3.3.2 Problémy @i hodnoceni PCR produkia

Mikrosatelity jsou povazovany za popularni a usesté molekularni markery
v oblasti populéni genetiky a evolinich studii. Pozorované mikrosatelitové alely jE0WA
fragmenty o #izné velikosti, amplifikované specifickymi primerpmoci PCR reakce a tyto

PCR produkty jsou dale vizualizovany pomoci elektrézy. Ri hodnoceni vizualizovanych
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PCR produki mohou nastat problémy, a téedevSim v podabnulovych alel, homoplazie
alel nebo pitomnosti tzv. stutter barid

Nulové alely

Vysoce polymorfni mikrosatelitni markery jsou &eo vyuzivané v poputaé
genetickych studiich, govani biologického rodovstvi a studiu reprodghkich systém.
Jednou z nevyhod jefipomnost nulovych alel. Podle definice je nulovalal misto
mikrosatelitu, které nelze amplifikovat na detekel@ou Urové pomoci polymerazové
iettzové reakce (Dakiret Avise, 2004). Problémy jsou @gobeny bodovymi mutacemi
v sekvencich obklopujicich mikrosatelit, kde nagegémery ¢zv. flanking regions Tyto
mutace pak brani hybridizaci priniek templatové DNA Bhem amplifikace a absence PCR
produkti pak vede k detekci nulovych alel. Mezi dal$i¢imy vzniku nulovych alel pat
preferegni amplifikace kratkych alel alippage (sklouznuti) DNA polymerazy ip PCR
(Chapuiset Estoup, 2006). Vzhledem ke kompetitivni povaze FE® kratSi alely¢asto
amplifikovany efektiviji nez ty delSi. Tak by se mohlo stat, Ze i u hetggotniho jedince by
byla zjiS€na jen jedna alela, a byl by tedy ozea za homozygota. DalSiniypdem detekce
nulovych alel nize byt selhani PCR wvidledku nedostate¢ kvalitni templatové DNA nebo
jeji nizkou koncentraci (Dakiet Avise, 2004).

Nulové alely mohou mit velky vliv na odhad difeceate populace naixlad tim,
Ze snizuje genetickou rozmanitost v populaci. Mobgtidetekovany v poputaich studiich
testovanim Hardy-Weinbergova (HW) zakona (zadpokladu, Ze pozorovany nedostatek
heterozygalt nem@ jiny fivod, napiklad Wahlundv efekt) (Chapuiset Estoup, 2006).
V dnesni dob nulové alely nejlépe detekuji gitacové programy, které dokazi vyhodnotit
odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (JoretsArdren, 2003; Peakakét Smouse,
2006).

| kdyZz byly nulové alely nalezené v Sirokém roasdbxoni, nékteré taxony maji
obzvlas¢ vysokou frekvenci vyskytu nulovych alelfiladem jsou hmyz a #kkysi. Je
zajimaveé, Ze se jedna o druhy s velkou efektiviikesti populace. Vztah mezifjpomnosti
nulovych alel a vysoce variabilnimi oblastmi uz @yl opakovaa
prokézana v &kolika molekularnich studiich. ¥olik studii také nazriaje, Ze doprovodné
sekvence mikrosatelitmohou byt mé# stabilni nez sekvence v dalSich oblastech genomu
(Angers et Bernatchez, 1997). Naproti tomu nebyl nalezen yadrtah mezi frekvenci

nulovych alel a jednotkou opakovani a délky motwikrosatelifi (Chapuiset Estoup, 2006).
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Homoplazie alel

Alelova homoplazie je definovana jako sta, kterém jsou alely délkavstejné, ale
vznikly odlisre. Alely se tedy jevi jako totozné, ale dochazi kshwvani evoltnich vztali.
Vyskyt homoplazie souvisi se igobem vzniku novych mutaci a také rychlosti jejizhiku.
Homoplazie je stalym tématem ve fylogenezi a evplale vzhledem Kastému pouZzivani
mikrosatelifi jako molekularnich markérfenomén homoplazie alel stale vicétahuje
pozornost poputaich genetik (Angerset al.,2000).

Homoplazické alely izeme rozdlit do dvou skupin. Prvni z nich jsou alely, které
vznikly odlisSnym zmisobem, ale jsou stejrdlouhé a maji stejné sekvence. Druha skupina
homoplazickych alel jsou alely se stejnou délkde satiznymi sekvencemi. Ty fizeme uit
sekvenovanim nebo pomoci SSCP - jegditacoveho konformaniho polymorfismu (Angers
et al, 2000).

Ve tSirg pripadh studia populené genetickych vztah vS8ak homoplazické alely
nezpisobuji velké problémy, je-li testovdno dastici mnoZstvi mikrosatefit Je to
z divodu urité kompenzace vysokou variabilitou mikrosatelitowylokugi (Estoupet al,
2002).

Stutter bandy

Stutter bandy nebo jinak ozmvané shadow bandyjsou ¢astym problémem ip
vyhodnocovani PCR produkpii elektroforéze. B PCR amplifikaci fragmerit DNA nekdy
dochazi k tzvslippage(sklouznuti) DNA polymerazyipreplikaci, coZ zpsobi vznik o &co
kratSich fragmerit DNA. Ty jsou kratSi o 2, 4 a¢kdy i vice nukleotid. Pi vyhodnocovani
elektroforetogramu pak tyto stutter bandy pozor@gako s¥tlejSi prouzky nachazejici se
pod hlavni alelou. Interpretace vyslédiobvykle neni slozita, dkdy vSak n@ize dojit
k problému v hodnoceni alely, kterd ma stejnou ul¢siko stutter bandy alely jiné (Walsh
et al.,1996).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V této bakaléské praci byla zpracovangst vzork pochazejici z pracovni kolekce

rodu Lactuca L. uchovavana na Katssl botaniky PF UP v Olomouci. Tyto polozky byly

seshirany Prof. Ing. AleSem Lebedou, Dr&bdm skrovych expedic do USA a Kanady
v letech 2002, 2004, 2006. Pro ¥yla testovani EST-SSR markebyl vybran podsoubor

88 polozek. Geograficka data k jednotlivym vaorkjsou prezentovana v Tabulce 1. Rostliny

byly po dobu vegetace (duben -riapéstovany za standardnich podminek ve skleniku

(teplota ve dne 18 - 30 °C, vnoci 12 - 16 °C) aspdvych kontejnerech se zahradnim

substratem.

Tabulka 1: Pasportni data analyzovanych poloZzek genovycbiztlactuca serriola

Polozka Lokalita (p';)ev?:;?e) Zem. $itka Zem. délka Nadr;q:ySka
14/02 Toronto Ontario (Canada| 43° 40' ON 79° 25' OW 105
15/02 Toronto Ontario (Canada| 43° 40' ON 79° 25' 0OW 105
16/02 Madison Wisconsin 43° 4' 23N 89° 24' 4W 267
18/02 Dodgeville Wisconsin 42° 57" 37N 90° 7' 48W 365
20/02 Cedar Rapids lowa 42° 0' 30N 91° 38' 38W 243
26/02 Ames lowa 42° 2'5N 93° 37" 11W 281
28/02 Carroll lowa 42° 3' 57N 94° 52' OW 388
29/02 Crawfordsville lowa 41° 14' 39N 91° 33'43W 218
32/02 Ute lowa 42° 3" 1N 95° 42' 22W 367
34/02 Smithland lowa 42° 13' 45N 95° 55' 50W 333
35/02 Sioux Falls South Dakota | 43° 32' 60N 96° 42' OW 456
36/02 Sioux Falls South Dakota | 43° 32' 60N 96° 42' OW 456
38/02 Chamberlain South Dakota | 43° 48' 39N 99° 19' 49W 446
39/02 Chamberlain South Dakota | 43° 48' 39N 99° 19' 49W 446
40/02 Kyle South Dakota | 43° 25' 30N 102° 10" 34W 904
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Tabulka 1: Pokrasovani

Polozka Lokalita (pi)ev?:z:?e) Zem. Sika Zem. délka NadTr.n;/ yska
42/02 Wounded Knee South Dakota |43° 8' 26N 102° 21'55W | 976
43/02 Hot Springs South Dakota | 43° 25' 54N 103° 28' 26W 1094
47/02 Buffalo Wyoming 44° 20' 54N 106° 41' 54W 1407
49/02 Buffalo Wyoming 44° 20' 54N 106° 41' 54W 1407
50/02 Ten Sleep Wyoming 44° 2' 3N 107° 27' 2W 1354
52/02 Manderson Wyoming 44° 16' 10N 107° 57' 48W 1199
53/02 Cody Wyoming 44° 31' 35N 109° 3' 21W 1531
54/02 Tower Falls Wyoming 44° 54' 59N 110° 24' 58W 1943
55/02 Tower Falls Wyoming 44° 54' 59N 110° 24' 58W 1943
56/02 Alpine Wyoming 43°10' 31N 111° 2' 2W 1716
59/02 Idaho Falls Idaho 43° 28' ON 112° 1' 60W 1432
60/02 Idaho Falls Idaho 43° 28' ON 112° 1' 60W 1432
62/02 Salt Lake City Utah 40° 45' 39N 111°53'25W | 1308
64/02 Moab Utah 38° 34' 24N 109° 32'57W | 1266
66/02 Monticello Utah 37°52' 17N 109° 20" 32W 2135
67/02 Blanding Utah 37° 37" 27N 109° 28' 39W 1832
68/02 Bluff Utah 37° 17" 4N 109° 33' 4W 1329
70/02 Tuba City Arizona 36° 8' 6N 111° 14' 21W 1504
71/02 Williams Arizona 35° 14' 58N 112° 11' 25W 2071
74/02 Las Vegas Nevada 36° 10' 30N 115°8' 11W 599
75/02 Sequoia Mobile Home Park California 37° 28' 49N 122° 12' 10W 14
76/02 Ponderosa California 36° 6' 20N 118° 31' 38W 2192
77102 Springville California 36° 7' 49N 118° 49' 2W 320
79/02 Exeter California 36° 17' 46N 119° 8' 28W 110
80/02 Pinehurst California 36° 41' 43N 119° 0' 56W 1226
82/02 Fresno California 36° 44' 52N 119°46'17W |90
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Tabulka 1: Pokraovani

Polozka Lokalita (pi)ev?ri](():ri]e) Zem. Sika Zem. délka NadTr.n;/ yska
85/02 Coalinga California 36° 8' 23N 120° 21' 33W 203
86/02 Lockwood California 35°56' 12N 121° 4' 50W 276
87/02 Paso Robles California 35° 37' 36N 120° 41' 24W 229
88/02 Salinas California 36° 40' 40N 121° 39' 16W 15
30/04 Montreal Quebec 45° 30'ON 73° 34' 60W 52
32/04 Montreal Quebec 45° 30'ON 73° 34' 60W 52
34/04 Montreal Quebec 45° 30'ON 73° 34' 60W 52
43/04 Montreal Quebec 45° 30'ON 73° 34' 60W 52
49/04 Montreal Quebec 45° 30' ON 73° 34' 60W 52
53/04 Montreal Quebec 45° 30' ON 73° 34' 60W 52
58/04 Saint Clothilde Quebec 45° 10'ON 73°41' OW 52
63/04 Sherrington Quebec 45° 11'ON 73° 30'57W 63
70/04 Sherrington Quebec 45° 11'ON 73° 30'57W 63
73/04 El Dorado Hills California 38°41'9N 121° 4' 52W 248
77/04 Vista California 33°12'ON 117° 14' 30W 120
80/04 Donner Lake Village California 39°19' 31N 120° 17' 5W 1812
81/04 Priest California 37°48' 51N 120° 16' 18W 730
83/04 Lemoore California 36°18' 3N 119° 46'55W |59
86/04 Visalia California 36° 19' 49N 119°17'28W |90
88/04 Yosemite Forks California 37°22'2N 119° 37'51W  |817
92/04 Medford Oregon 42° 19' 36N 122° 52' 28W 425
93/04 Roseburg Oregon 43° 13'0ON 123° 20' 26W 140
95/04 Corvallis Oregon 44° 33' 53N 123° 15' 39W 60
97/04 Astoria Oregon 46° 11' 17N 123° 49' 48W 33
100/04 Hoffstadt Bridge, Mt.St.Helen | Washington 46°120.17 N |122°1121 W 780
105/04 Cave Junction Oregon 42° 9'47N 123°38'49W | 425
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Tabulka 1: Pokraovani

Polozka Lokalita (pi)ev?:z:?e) Zem. Sitka Zem. délka NadTr'n;/ ySka
106/04 Crescent City California 41° 45' 22N 124° 12' 2W 5
107/04 Crescent City California 41° 45' 22N 124° 12' 2W 5
108/04 Garberville California 40° 6' 1IN 123° 47'38W | 247
109/04 Eureka California 40° 48' 8N 124° 9' 45W 12
112/04 Navarro California 39°9'7N 123°32'27W |120
113/04 Calistoga California 38° 34' 44N 122° 34' 43W 137
51/06 San Juan Bautista California 36° 50' 44N 121°32'13W |83
52/06 Santa Cruz California 36° 58' 27N 122° 1' 47TW 20
53/06 Santa Clara California 37°21' 15N 121° 57" 15W 22
56/06 Minturn California 37° 8' 23N 120° 16' 24W 68
57106 Catheys Valley California 37° 25'57N 120° 5' 49W 394
59/06 El Portal California 37° 40" 29N 119° 46'59W | 728
61/06 Bishop California 37° 21' 49N 118° 23' 39W 1279
62/06 Mesquite Nevada 36° 48' 20N 114° 3' 59W 486
64/06 Spring Dale subdivision Utah 40° 40' 13N 111° 52' 25W 1294
65/06 Zions Park, Checkerboard Meg Utah 40° 42' 30N 111°50'30W | 2033
67/06 Red Canyon, Hatch Utah 37° 38' 59N 112° 26' 1W 2128
69/06 Escalante Utah 37° 46' 13N 111° 36' 5W 1768
71/06 Monticello Utah 37°52'17N 109° 20" 32W 2135
72/06 Tuba City Arizona 36° 8' 6N 111° 14' 21W 1504
73/06 Williams Arizona 35° 14' 58N 112°11' 25W 2071
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4.2 CTAB extrakce DNA zc¢erstvych lista rostlin

Pro extrakci DNA byl pouzit modifikovany CTAB piakol (Kumpet Javornik, 1996).
Postup Ize shrnout v nésledujicich krocich:

1. 200 mgcerstveho rostlinného materialu (mladychd)dbylo spolu s tekutym dusikem
dolre rozeteno ve vychlazenérdci misce. Roz#&tny material byl rovnoming
pienesen do dvou 2ml eppendorfek a do kazdé z nidh pidano po 1 ml
extrakeniho pufru CTAB zatétého na 69 °C (CTAB pufr byl po pouZitiemesen zi
do vodni lazy).

2. Eppendorfky s homogenizatem byly dale inkubovanyvedni lazni nejménh dw
hodiny fi teplog 65 °C.

3. K homogenizéatu bylo jfidano 500 — 600 pl roztoku chloroform + izoamyldikb
v poneru 24:1, vytvdila se suspenze. S1se nechala 5 minut stat.

4. Eppendorfky se s#si byly g'eneseny do nechlazené centrifugy a centrifugovany 1
15 minut @i 11 000 ot-mift (11,2 rcf).

5. Supernatant byl odpipetovan do nové zkumavky papsésiem vzorku a datem
extrakce na wku.

6. Do zkumavky bylo fidano 60 pl octanu sodného (4 °C) a 500 ul vychiéhe
izopropanolu. Zkumavka byla déle 1 - 2 kr&\ypacena aienesena na 20 — 30 minut
do mrazéku (-20 °C).

7. Nasledovala centrifugace v nechlazené centrifuze- I6 minut i 11 000 ot-mift
(11,2 rcf).

8. Supernatant byl opaténslit do kadinky tak, aby na #&nzkumavky zstal drobny
matre bily pelet DNA, zbytky roztoku byly vysuSeny opatm pevracenim
eppendorfky na filtréni papir.

9. K peletu DNA bylo gidano 500 pl 70% ethanolu. Zkumavka byla fgpéina a poté
nechana 5 minut stét.

10. Nasled® probshla centrifugacei 11 000 ot-mift (11,2 rcf) po dobuit minut.

11.Supernatant byl slit, Sgkou odsan roztok kolem peletu, ktery byl ponechamd
vyschnout. Po vyschnuti se peleti@gednil.

12.K peletu bylo pidano 40 pl TE pufru a zkumavka byla gepiana a kratce stena
(10 sekund).

13.DNA v TE pufru byla rozpugha ve 100 ul dd pO.
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14.Pro dlouhodobé uskladni byla DNA uchovana v mrazakii p80°C.

4.3 PCR amplifikace

Pro vykér a testovani vhodnych mikrosatelitnim matkdyyly pouzity primerové
sekvence EST-SSR markempublikované v praci Simka (2008). Z celkového nstoi
61 marked bylo v prvnim kroku vybrano 15 (viz Tabulka 2) ESBR, které v{wodni praci
vykazovaly vysoké hodnoty variability. Tyto markebyly testovany natyrech polozkach
L. serriola pomoci PCR, agar6zové a polyakrylamidové elektéxp. Detailni popis
piipravy a pibehu agar6zové a polyakrylamidové elektroforézyuyeden v nasledujici
kapitole (4.4 Elektroforéza). Pr@&tmejvice variabilnich markéryla dale provedena detailni
optimalizace podminek PCR a tyto markery byly ptuZpro genotypizaci souboru
88 polozel.. serriola Nasleduje podrobny popis pracovniho postupu.

Tabulka 2: Testované mikrosatelitové lokusy u lociky kompasoVabulka zahrnuje nazev
markeru testovaného mikrosatelitového lokusu, set@erimed a jejich ozn&eni v CGPDB

(Compositae Genome Project Databpaexekavané motivy (upraveno podle Simko, 2008).

Marker EST/CGPDB Sekvence primeii Ocekavané motivy
(testovany (5—3)
et L.saliva | L. serriola
tovy lokus) (Salinas) (UC96US23)
SML-001 | QGC15N13 F: CCATGGATCCTGTGTGAAGA CATGAT -
R: CACCATGTTCCACTTCCACTT
SML-002 | QGH4c05 F: GTGATTGCATGCCAAATGAA - TTC
R: TTAGTAGCCCGCATGCTTTT
SML-013 | Cntg-4755 F: TCCCATGATGGAGAGACTCA GAA..CTG | GAA..CTG
R: CCCAAAAGGGAATAGCAACC
SML-015 | Cntg-1438 F: TTGAGGAGGGCATTTACGTC TGTTA -
R: GAGGCGTATCTCCAAGGTGT
SML-019 | Cntg-1238 F: AAGGAGGAAAGTATGGTGAGGA ATATG ATATG
R: TGAAATGAAGCAACACACGA
SML-020 | Cntg-419 F: GTGGTCGTGATGATGCTTTG AATG AATG
R: TGCAATCCCTCTTTTCTTCAA
SML-021 | Cntg-1077 F: TTGGGAGAATTTTCATTTCCA TA TA
R: AGTCATCTTTTTCACCCCACA
SML-022 | Cntg-1211 F: GGGCCTCAAATCCTCTCTG ATC ATC
R: TGTTCTTCCCCTCTTTGGAA
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Tabulka 2: Pokra&ovani
Marker EST/CGPDB Sekvence primei Ocekavané motivy
(testovany (5—3)
mikrosateli- L.saliva | L.serriola
tovy lokus (Salinas) (UC96US23)
SML-038 | Cntg-4846 F: ACCTCCTCCGTCACCAAGT CCA CCA
R: TCGCAAATTTTCTTGCCTTT
SML-039 | Cntg-5632 F: ATTACCCCTGGCCTTATGCT CCCCTT CCCCTT
R: TCGTATCTTGGCTGCTCCAT
SML-043 | Cntg-649 F: TTCTTTCGCCCATCTGAAAC T T
R: AAACAGGGGGCTAACGATCT
SML-045 | Cntg-7478 F: ACAAAACCGTTTCACCCAAA AAG AAG
R: AGCCCTGTCCTCTTCAGGAT
SML-054 | Cntg-3649 F: CCATGCCATGCAGTATACCTT TA TA
R: AAAAATGACTGCATACTTTGTGAA
SML-055 | Cntg-3666 F: CTGCGTGTTTTAAGCCGTTT - TGA..ATG
R: TCCATAATAATATAATCGCACCAA
SML-056 | QGE4h11 F: GCCTAGTCCAATTGCTTTGC - TTA
R: CAGCTTAACATACTTTTGTTCATTCA
SML-057 | QGB14L18 F: TCCCATGATGGAGAGACTCA GAA..CTG | -
R: CCCAAAAGGGAATAGCAACC

P¥i zjistovani polymorfismu 16 testovanych mikrosatelitovyiokusi bylo sloZeni

PCR snisi nasledujici (objemy pro 4 vzorky DNAetre zahrnutych ztratip pipetovani):

Deionizovana voda

Reakni pufr (5x BAA)

Primer F (2,5 pmold)

Primer R (2,5 pmol)

dNTPs (100 pmolY)

Go Taq DNA polymeraza (5U il

9,25 pl
10,0 pl

5,0 pl

5,0 pl
10,0 pl
0,75 pl

Jednotlivé slozky byly napipetovany do 1,5ml zkwkya v uvedeném padi,

zkumavka byla dal¢adre promichdna a rea&ki smés byla rozpipetovana do PCR strip

po 8 pl. Do &chto mikrozkumavek pak bylyfjglany 2 pl DNA o koncentraci 5 ng:fIStripy
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byly kratce zcentrifugovany. Vzorky byly umdaly do termocycleru s nasledujicitasovym
a teplotnim profilem:

1) 95°C 2 min

2) 95°C 1 min

3) Ta 1 min 35 cyki
4) 72°C 30s

5) 72°C 5 min

6) 10 °C neomezen

Annealingova teplotalf) byla nejprve stanovena na 57 °C. Pro hrub&eni piabehu

PCR reakce byly PCR produkty podrobeny elektrofckét separaci v agar6zovém gelu.
Jestlize bandy PCR produkbyly pritomny, bylaT, zvySovana o 2 °C, pokud PCR produkty
piitomny nebyly,T, se snizila o 2 °C. Tyto PCR produkty byly dale plastni genotypizaci
separovany v polyakrylamidovém gelu. Po vizualizéigstnanem gibrnym bylo vybrano

5 marketi, u kterych byly detekovany alespow rizné alely. Pro tyto markery byly dale
optimalizovany podminky PCR, zejména optimalizale provedenim gradientové PCR
s annealingovou teplotou od 60 do 66 °C. Po aléktetické separaci byla vybrana vhodna
T,. TatoT, byla pouzita fi testovani vSech 88 polozék serriola Po separaci PCR produkt
na 6% polyakrylamidovém gelu a jejich vizualizagiebT, pripadré upravovana a separace
opakovana. # optimalizovanych podminkach se PCR produkty j@ko jasné a ostré

hnédoterné prouzky.

SloZeni reaéni smesi pro 88 vzork DNA izolované z lociky kompasovécetre

zahrnutych ztréatip pipetovani:

Deionizovana voda 856,44 ul
Reakni pufr (5x BUFF) 270,0 pl
dNTPs (5 mmol1) 54,0 pl
Primer F (10 pmol7) 27,0 ul
Primer R (10 pmofY) 27,0 ul
Go Taq DNA polymeraza (5U il 7,56 pl
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Jednotlivé slozky byly napipetovany do 1,5ml zkwkya v uvedeném padi,
zkumavka byla dalgadre promichana a reaki snes byla rozpipetovana do PCR stripo
13,8 pl. Do &chto mikrozkumavek pak bylofidano 1,2 pl DNA o koncentraci 7 ngul
Stripy byly kratce zcentrifugovany. Vzorky byly uwsiiny do termocycleru
s optimalizovanym teplotnim profilem pro kazdy merkvlag. Casovy pibsh PCR #stal

neznénén.

4.4 Elektroforéza

4.4.1 Elektroforéza v agarézovém gelu

Pro hrubé osteni PCR reakce byla provedena agarézova elektmeor@rodukty
obarvené ethidium bromidem byly vizualizovany UVietdm. Cely postup probihal
nasledovs:

1. Byl pripraven 1,4% agar6zovy gel smichanim 2,8 g agaa@90 ml 0,5x TBE pufru.
Smes byla rozvéena v mikrovinné troubtak, aby vznikkiry roztok bez viditelnych
castic agarozy.

2. Po dokonalém rozwani agardzy byla lahev s roztokem opaiotewena a 70 ml gelu
opatrré prelito do kadinky, kde byl zchlazen (na 50 — 60 °C).

3. Béhem chlazeni gelu bylaipravena elektroforeticka kairka s vloZzenym tebinkem
tak, aby jamky pro nanaseni vzarayly blize katod.

4. Po zchladnuti roztoku na teplotu, kdy bylo mozndikiéu udrzet v ruce, byloiglano
2 ul ethidium bromidu a s#s byla promichana.

5. Gel byl nalit do pipravené vartiky tak, aby vznikl gel o vysce 0,5 — 0,8 cm. Gel by
ponechan 30 - 40 minut tuhnout.

6. Po ztuhnuti gelu byl vytaZen tdbinek, varika s gelem byla #enesena
do elektroforetické koiirky, do které byl dopkn 0,5x TBE pulfr.

7. Do kazdé jamky bylo dano po 2 ul vzorku (s nan&sgmifrem).

8. Po naneseni vSech vzérkbyla elektroforeticka kolirka uzavena a ppojena
ke zdroji napti s nastavenim na 300 V.

9. Po 15 - 25 minutach byla elektroforéza zastaveywta a kabely byly odpojeny.
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10.Gel byl opatr vyjmut z elektroforetické kofrky, prebyt&ny pufr odstraén pomoci
papirovych ubrousk
11.Na gelu byly po peneseni na fotodokumenia zaizeni zviditelgdny PCR produkty

pomoci UV zé&eni a gel byl na tomto #aeni vyfotografovan.

4.4.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Pro vlastni genotypizaci vzakkbyla provedena polyakrylamidova elektroforézarte
ma ve srovnani s agarézovou elektroforézou vygsraai schopnosti. Byl pouzit 6% PAA
gel a separace PCR prodiukirokehla na pistroji T-REX. U tohoto fistroje jsou pouzivany
dva typy skel - ,sklo swgzem“, které je oS&no gFipravkem na odpuzovani vody
zabraiujici navazéani gelu na toto sklo. Sklo, které jéedatextu ozn&ovano jako ,,velké
sklo®, je oSetovano slodeninou 3 — methakryloxypropyltrimethoxysilan, ktezaji¥'uje
navazani polyakrylamidu na sklo. ©bkla jsou osSéenymi stranami flloZzena k sob, mezi
né se na kraje skel vkladaji spacerygujici tlou§’ku gelu. Vznikly prostor mezi @&ma skly
se vyplni roztokem gelu a gel se necha zpolymeatzoko separaci vzaikse skla odéi
a dal se pracuje pouze &3im sklem s nalepenym gelem. Po vizualizaci |keotgipraveny

gel na skle dlouhod@harchivovat. Pracovni postup je nasleduijici:

Piiprava denaturaénihno 6% polyakrylamidového gelu a elektroforeticka

separace PCR produki

1. Sklo s vyezem bylo oSé&tno pod vodovodni vodou, dd®. Sklo bylo séeno
papirovym rdnikem a oSéeno ethanolem aijpravkem na odpuzovéni vody
(Rain Repelent).

2. V¢tsi sklo, na kterem budeilepeny, obarveny a ususeny gel s fragmenty, bylo
vycisténo saponatem pomoci kaféa oplachnuto vodovodni a pak destilovanou
vodou. Sklo bylo dale o&eino smisi kyseliny octové v 96% ethanolu (100 ml
96% ethanolu + 500 pl kyseliny octove), 3 — methlkypropyltrimethoxysilanu
(pasobi jako tzvmolekularni lepidlo- zaji'uje navazani polyakrylamidu na sklo)
a ethanolem.

3. Na oSetené ¥tSi sklo byly poloZzeny spacery a sklo $agem (skla bylailozena
oSetenymi stranami stmem k sob), skla k sob byla fixovana svorkami.
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4. Gel byl pipraven smichdnim 70 ml 6% z&sobniho roztoku akriga,
10% roztoku peroxodisiranu amonného ¢N8,0s a N, N, N, N -
tetramethylethylendiaminu (TEMED).

5. Roztokem gelu byl napém prostor mezi skly, mezi skla byl naslédrmasunut
hiebinek (rovnou stranou do gelu zhruba 0,5 cm hlopogkla byla zafixovana
dalSimi svorkami a byla ponechana 60 minut stat,gab zpolymerizoval.

6. Po hodig byla skla omyta, WiSttna, gipevnina do elektroforetické kotinky
a zalita 0,5x TBE pufrem.idbinek byl vytazen a prostor mezi sklyiggen.

7. Elektroforetick& konirka byla gipojena ke zdroji stejnostmého elektrického
proudu nastaveného na vykon 75 W a proud &tha@ maximum: 2200 V,
120 mA a skla byla n&fvana 45 minut.

8. Béhem nakhivani skel byl nakivan termocycler na 96 °C. Vzorky z PCR byly
smichany s denatufi?im pufrem sformamidem v pam 2:1. Deneturace
probzhla po gremistni vzorki na vytemperovany termocycler po dokiuminut.

9. Béhem denaturace byl vypnut zdroj stejnéamého elektrického proudu, katodovy
prostor byl ote¥en a proudem pufru z injeéki stikacky znovu vyisten prostor
pro hebinek, do této mezery byl naslédmasunut febinek tak, aby zoubky
hiebinku zasahovaly asi 1 mm hluboko do gelu.

10.Po 3 minutach byly vzorky vytaZzeny z termocycle chladitka. Vzorky byly
nanaseny po 3 pl do mezer mezi zoubkgbinku. Po naneseni vSech vzork
do gelu byl uzaken katodovy prostor afipojena aparatura ke zdroji n#p
Na zdroji stejnosirného elektrického proudu byla jako limitni fakteastavena
hodnota vykonu 65 W (hodnoty elektrického &ap proudu byly nastaveny
na maximum: 2200 V, 120 mA)as separace vzarkzavisel na molekularnich
hmotnostech (délkach) roddvanych PCR produlit(obvykle 1 — 3 hodiny).

Vizualizace elektroforetogramu

1. Behem elektroforetické separace bylyippaveny 4 roztoky: fix/stop roztok
(10% CHCOOH), 1% HNQ, 0,1% AgNQ a vyvojka (3% NgCOs).

2. Po uplynuticasu separace vzarkbyl vypnut zdroj stejnosénného elektrického
proudu, odpojeny abelektrody a fipojen ventil na odvodni trutku, kterou

vytekl elektrodovy pufr do siného prostoru. Byly povoleny Srouby Gchgkel
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a gel se skly byl f@nesen a polozen na vodorovnou plochu. Z prost@zi skly
byl vytazen kebinek a spacery, poté byla skla od sebe pomoei sidd oddlena.

3. Velké sklo s plepenym gelem bylo igneseno do fotomisky (gelem &mm
nahoru), umisho na tepaku a zalito fix/stop roztokem, jeho dobaspbeni byla
priblizn¢ 20 minut (do vymyti prouzku xylenové mod gelu).

4. Fix/stop roztok byl slit z§t do baiky a sklo s gelem bylo 4 krat po 2 minutach
promyto v deionizované ved

5. Sklo s gelem bylo nafdpace nasled& promyto 1% roztokem HNO(5 minut
piesré) a dale opt v deionizované vat(3 krat).

6. Sklo s gelem bylo umigto do misky narepace a zalito 0,1% roztokem AgNO3,
do kterého sessre pied pouzitim pdalo 3 ml formaldehydu. Tento roztok na gel
pusobil 30 minut a naslednbyl ponden do misky s deionizovanou vodou
na 5 sekund.

7. Po 5 sekundach bylo sklo s gelem zalito vychlazemprojkou, do které bylo
tésne pred pouzitim gidano 2,25 ml formaldehydu a 300 pl 1% roztoky3$4@s.

8. Po vyvinuti dostat;¢ zietelnych hadocernych prouzik separovanych PCR
produkti bylo vyvijeni zbarveni zastaventilpim fix/stop roztokem.

9. Sklo s gelem bylo igneseno do misky s deionizovanou vodou. Po okagldai
bylo sklo geneseno do suSarny, kde se dgelep °C nechal vysusit. Po vysuSeni
bylo sklo popsano v mistech, kde nebyl gel, vyfacarvyhodnoceno.

10.Sklo s nepaebnym gelem byl porfen na gkolik hodin do roztoku NaOH
o koncentraci 1 moli a nasled& omyto. Sklo pak bylo mozné &ppouzit.

4.4.2 Interpretace vysledki a zpracovani dat

U jednotlivych vzork byly pro kazdy lokus vizuaén stanoveny kostituce alel jejich
¢iselnym ozn&enim, gicemz nejnizSimeislem byla ozn&na nejpomaleji migrujici alela.
V piipact ptitomnosti pouze jedné alely u daného vzorku, bydéoika hodnocena jako
homozygot v daném lokusu. Peéepedeni vysledkdo elektronické podoby (MS Excel) byly
pomoci programu GenAlex 6 (Peakatl Smouse, 2006) pro cely studovany soubor
88 polozek L. serriola zjisttny hodnoty polymorfismu, d@kavanad a pozorovana

heterozygotnost. Hodnoty heterozygotnosti byly st@my i pro jednotlivé EST-SSR
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markery. Rovi? byl provedeny? test (GenAlex 6) pro zjishi zda existuji statisticky

vyznamne rozdily mezi pozorovanbig a aiekdvanou heterozygotnostk.

4.5 Pouzité roztoky

Fix/stop roztok:
1500 ml deionizované vody

165 ml kyseliny octové

NanasSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovémgelu:
0,125 g bromfenolové moel

0,125 g xylenové mad

25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Polyakrylamidovy 6% gel:

70 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

46,5ul N, N, N, N’- tetramethylethylendiaminu

465ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného @¢S,0g

Roztok 0,1% dusinanu stibrného AgNOs:

2 g AgNG

objem doplnit deionizovanou vodou na 2000 ml
pied pouzitim pdat 1,2 ml formaldehydu

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NH),S,Og:

1 g (NHy)2S;0s
rozpustit v 10 ml deionizované vody

uchovavat v chladnce

Roztok 1% kyseliny dusiné HNOs:
1200 ml deionizované vody
18 ml 65% HNQ
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Roztok 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu:
1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu

3 ul 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol:F:
40 g hydroxidu sodného
rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

TE pufr:

10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mdi,IpH 8,0

200pl zasobniho roztoku Na2EDTA 0,5 mdl.IpH 8,0
rozpustit v 900 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 | a zfiltrovat

Vyvojka:

1500 ml deionizované vody

45 g uhltitanu sodného N&EO;

umistit do chladriky, aby se vychladil na teplotu nizsi nez 10 °C

pied pouzitim fidat 1,2 ml formaldehydu a 160 1% roztoku thiosiranu sodného 1803

Z&sobni roztok 10x TBE pufru:

108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité EBO3

40 ml roztoku NgEDTA 0,5 mol.I*, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Zasobni roztok 6% akrylamidu:

420 g m@oviny

484 ml deionizované vody

50 ml 10 x TBE

150 ml zasobniho 40% roztoku akrylamid : N, N”- Inyé&gnbisakrylamid 19:1

po rozpu&ini vSech slozek Zzfiltrovat a ulozit v temné lahgi4 °C
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4.6 Pouzité chemikalie

Agaréza (Sigma)

Akrylamid (Sigma)

Bromfenolova motl(Serva)

CTAB (Sigma)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleotid trifosfaty (Promega)
Dusknan stibrny (Sigma)

Ethanol — 96% roztok (Seliko Olomouc)
Ethidium bromid (Serva)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (D TA) (Sigma)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Sigma)
Fenol (Sigma)

Formaldehyd (Lachema)

Formamid (AppliChem)

Go TagDNA polymeraza (5W:l™*, Promega)
Hydroxid sodny (Sigma)

Chlorid sodny (Sigma)

Chloroform (Sigma)

Kyselina borita (Sigma)

Kyselina dusina — 65% roztok (Sigma)
Kyselina octova (Sigma)

Laurylsiran sodny (SDS) (Sigma)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Sigma)
Mocovina (Sigma)

N,N’- methylenbisakrylamid (Sigma)

N, N, N, N’- tetramethylethylendiamin (TEMED) (%ig)
Peroxodisiran amonny (Sigma)

Rain Repellent, Clear Vue (Turtle WAX)
Thiosiran sodny (Sigma)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (Sigma)
Uhli¢itan sodny (Sigma)

Xylenova mod (AppliChem)
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4.7 Laboratorni pristroje

Centrifuga 5415D, Eppendorf, Germany

Cykler- XP, Bioer, China

Cyklér PTC 200, MJ Research, USA

Digestad Merci, CZ

Digitalni kamera Kodak Edas 290, Eastman Kodak, USA
Elektroforeticka komrka HF33, Hoefer, USA
Elektroforetické zdroje Minis 300 a MP-2000P, MaBwmience, USA
Elektroforéza T-REX, Thermo-Scientific Owl separnatiSystem, Rochester, USA
Hlubokomrazici box Platinum 500, Angelantoni, Italy
Chladntka Liebherr, Germany

Chladitko Eppendorf, Germany

Laboratorni vahy PM 2000, Mettler-Toledo, CZ
Magneticka mich&a, Big-squid Ikamag, IKa, Germany
Mikropipeta 0,5-10 pl (osmikanalova), HTL, Poland
Mikropipety 0,3-1000 ul, Eppendorf, Germany
Mikropipety 0,3-1000 ul, ThermoScientic, USA
Mikrovinna trouba ETA 3203, ETA, CZ

Minicentrifuga — MCF 2360, LMS, Germany

Mlynek Mixer Mill 200, Retsch, Germany

Mraznika, Liebherr, Germany

Nanodrop ND-1000, nanodrop technologies, USA
Negatoskop — Ella NHQ1 R, Ella Legros, France

pH metr 3320, Jenway, UK

Susarna HS62A, Chirana, CZ

Termomixér Mixing Block MB-102, Bioer, China
Termostat BT 120, Chirana, CZ

Transiluminator UVT 20M, Herolab, Germany
Trepaka GFL, Helago, CZ

Vodni lazé GFL 1003, Helago, CZ

Vortex — Minishaker, MS2, IKA, Germany

Vyrobnik deionizované vody Aqual 29 XL, Aqual, CZ
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact, Castel MaalyIt
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5 Vysledky

Pomoci EST-SSR markerbyla testovana geneticka variabilita sbirky gerbvy
zdroja lociky kompasovél(. serriold). Celkem bylo testovano 16 mikrosatelitovych lakus
pievzatych z prace Simko (2008): SML-001, SML-002, LspA3, SML-015, SML-019,
SML-020, SML-021, SML-022, SML-038, SML-039, SML-BASML-045, SML-054, SML-
55, SML-056, SML-057). dchto 16 mikrosatelitovych lokdsbylo nejdive testovano
na 4 vzorcich DNA lociky kompasové. PCR amplifikaei naslednou agar6zovou
elektroforézou byly testovany gé@tesni hodnoty annealingové teplotyaf. Nejprve byla
zvolena teplota 57 °C (Simko, 2008¥i Pozitivnim vysledku agarézové elektroforézy byla
TazvySena o 2 °C, ip negativnim vysledku o stejnou hodnotu sniZzenaectdy PCR
produkty byly dale podrobeny polyakrylamidové etekiréze (separace probihala 120 min),
diky které bylo vybrano 5 polymorfnich SSR matk€ML-002, SML-019, SML-045, SML-
055 a SML-057), na kterych bylo testovano vSech&8ki DNA.

Pri testovani bylo oft vyuzito PCR reakce a vertikéIni elektroforézy. RCR
produkti byla optimalizovandl, a doba separace a také byl tgan paet alel. Vysledné

hodnoty optimalizace a pty alel jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Vysledné hodnotyT, (teploty annealingu), doby separace attpoalel

mikrosatelitovych lokus testovanych na jedincich lociky kompasolkéderriola)

Mikrosatelitovy Teplota annealingu Doba separace (min) Pocet alel
lokus Ta(°C)
SML-002 57,1 180 6
SML-019 57,1 180 2
SML-045 62,5 180 7
SML-055 61,6 180 4
SML-057 60,5 180 3

U v8ech 88 testovanych vzarloNA lociky kompasové byly @eny konstituce alel
u testovanych polymorfnich lokusech (viz Tabulka 4)
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Tabulka 4: Alelové kombinace 5 polymorfnich mikrosatelitovyldkusi u testované lociky

kompasovél(. serriolg). Tabulka zahrnuje ndzvy mikrosatelitovych lokugacty alel a jejich

konstituce u testovanych poloZek (ozewi vzorku DNA).

Oznageni Mikrosatelitové lokusy a konstituce alel
polozky ——sMi-002 SML-019 SML-045 SML-055 SML-057
12102 | 3 3 1 1 4 2 3 3 1 1
1502 | 3 3 2 2 7 7 3 3 1 1
602 | 6 6 1 1 3 3 1 1 1 1
1802 | 6 6 2 2 4 2 3 3 1 1
2002 | 6 6 1 1 3 3 3 3 1 1
26/02 | 6 6 2 2 3 3 3 3 1 1
28102 | 6 6 1 1 3 3 1 1 1 1
2002 | 6 6 1 1 3 3 3 3 1 1
32002 | 6 6 2 2 3 3 1 3 1 1
3402 | 6 6 2 2 3 3 1 1 1 1
3502 | 6 6 2 2 3 3 3 3 1 1
3602 | 6 6 2 2 3 3 3 3 1 1
3802 | 6 6 2 2 4 2 3 3 1 1
3902 | 6 6 2 2 3 3 3 3 1 1
20002 | 6 6 1 1 2 2 1 1 1 1
22002 | 6 6 1 1 3 3 3 3 1 1
43002 | 6 6 2 2 2 > 3 3 1 1
4702 | 6 6 1 1 7 7 1 1 1 1
29002 | 6 6 2 2 4 2 3 3 1 1
5002 | 6 6 2 2 > > 3 3 1 1
52002 | 6 6 1 1 3 3 3 3 1 1
53102 | 6 6 1 1 4 2 1 1 1 1
54102 | 5 5 2 2 5 5 1 1 1 1
5502 | 6 6 2 2 7 7 1 1 1 1
56/02 | 3 3 2 2 5 5 1 1 1 1
50/02 | 6 6 2 2 3 3 1 1 1 1
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Tabulka 4: Pokraovani

Mikrosatelitové lokusy a konstituce alel

SML-019

SML-057

SML-055

SML-045

SML-002

6
2
3
6
6
3
3
6
6
2
4
3
3
3
3
4
3
3
6
6
6
3
6
2
3
6
6
6
6

Oznadeni

polozky

60/02
62/02
64/02
66/02
67/02
68/02
70/02
71/02
74/02
75/02
76/02
77/02
79/02
80/02
82/02
85/02
86/02
87/02
88/02
30/04
32/04
34/04
43/04
49/04
53/04
58/04
63/04
70/04
73/04
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Tabulka 4: Pokraovani
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Tabulka 4: Pokraovani

Oznageni Mikrosatelitové lokusy a konstituce alel

polozky ™Sy 002 SML-019 SML-045 SML-055 SML-057
67/06 | 3 3 1 1 5 5 1 1 1 1
69/06 | 6 6 2 7 2 2 3 3 1 1
7106 | 6 6 1 1 2 5 1 1 1 1
72106 | 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
73006 | 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1

Testované lokusy &y od 2 do 7 alel, jejich gimérny zjiS&ny patet na lokus byl 4.
Nejvice polymorfnimi lokusy byly SML-045 (7 alel)2ML-002 (6 alel), u lokusu SML-055
byly nalezeny 3 alely a nejm&mpolymorfnimi byly lokusy SML-057 a SML-019 se @wa
alelami. U vzork 72/06 a 73/06 byly na lokusech SML-002 a SML-0O¥geHdovany nulové
alely.

Prav@&podobré diky autogamickému Zigobu rozmnoZzZovani byl pozorovan velmi
maly paet analyzovanych polozek, které vykazovaly hetegomyi konstituci alel.
Z celkovych 88 vzork byli nalezeni pouzeiit heterozygoti v lokusu SML-045 (polozky
71/02, 85/02, 71/06), ro¥a ti heterozygotni konstituce alel byly detekovanpkusu SML-
055 (poloZzky 32/02, 66/02, 80/04) a u polozky 75/@a heterozygotni konstitucéifomna
na lokusu SML-002. U zbyvajicich dvou IokugSML-019 a SML-057) nebyl pozorovan

Zadny heterozygot.

Tabulka 5: Zzjisténé charakteristiky jednotlivych mikrosatelitnich nkexid [*Statisticky
prikazné rozdily mezi @kavanou a pozorovanou heterozygotnosti; anneaingeplota
PCR ({T,); pccet nalezenych alelNn); pozorovana heterozygotnogHp), ocekavana
heterozygotnostHg)]

Lokus Ta(°C)| N
SML-002 57,1
SML-019 57,1
SML-045 62,5
SML-055 61,6
SML-057 60,5

Ho He P-value
0,012) 0,599 0,000*
0,000f 0,493 0,000*
0,034 0,708 0,000*
0,034 0,467, 0,000*
0,000] 0,044/ 0,000*

NI~ ININIO P>
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Pozorovana heterozygotnostld) tedy byla 0,034 u SML-045 a u SML-055,
0,012 u SML-002 a u SML-019 a SML-057 byla nulova (viz Tabulka 5) a pro cely soubor
byla pozorovana heterozygotnost 0,016 (viz Tab@hka

Tabulka 6: Zjistené hodnoty indek genetické diverzity souboru 88 polozék serriola
(procento polymorfnich lokus PLP; pozorovand heterozygotnosto; ocekavana
heterozygotnostig; snmeérodatna odchylka, SE).

Ho He PLP
Cely soubor 0,016 0,462 100%
SE 0,008 0,113

U vSech testovanych markebyly zjiS€ny statisticky piikazné rozdily mezi zji8hymi
hodnotami pozorované heterozygotnogtlo) a vypa@&tenym hodnotdm dkéavané
heterozygotnostiHg).

Obrazek 3: Vizualizované PCR produkty 16 testovanych mikrektatvych lokusi

na 4 vzorcich DNA lociky kompasové. Vertikalni pyubena&uji jednotlivé markery
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Obrazek 4: Priklad elektroforetogramu dvoualelového mikrosatektho lokusu jedinc
lociky kompasové (SML-019).

Al

A2

Obrazek 5: Konstituce Sestialelového mikrosatelitového lok884L-002.
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6 Diskuze

Prakticka cast bakalgské prace se zabyva Wem vhodnych mikrosatelitnich
markefi, které by bylo mozno dale pouzivat gtudiu genetické variability polozek genovych
zdroji druhulL. serriola. Existujefada literarnich zdréjzanttenych na geografické rozéni,
ekologii, biologii tohoto druhu d&etrg detailnich biochemickych a molekularnich studii
(Dolezalovaet al, 2002; Dziechciarkovét al, 2004; Kitneret al., 2008; Koopmaret al.,
2001; Lebedat al, 2004, 2006, 2009). Pro studium genetické vaitgtplanych progenitar
péstovaného salatu jsou tagtji uZzivané dva systémy marker AFLP markery (Hillet al,
1996; Koopmaret al, 2001; Kitneret al, 2008, 2009; Lebedst al, 2009; van de Wiedt al,
2010) a mikrosatelity (Witsenboet al, 1997; Van de Wiekt al, 2010; Alexandeet al,
2009). Obec# jsou vysledky dosazené pomoci obou metod srovr@ateh pedpokladu
pouZziti dostattného pdtu hodnocenych AFLP bafida mikrosatelitovych lokus (5 — 20)
(Meudtet Clarke, 2007).

Cilem teto bakalgké prace byl vyr péti polymorfnich mikrosatelitovych markier
(EST-SSR) z prace Simko (2008). Ziskané vysledikyobuproto dale konfrontovany s daty
publikovanymi v publikaci Simko (2008) a zardvesrovnavany s daty v publikacich
zabyvajici se genetickou variabilito#inednich populaci a genovych sbirek ragctuca

Polymerazovarettzova reakce (PCR) popsana dwpdni praci (Simko, 2008)
probihala v celkovém objemu vzorku 10 ul, za poudbTaq Master Mix (Promega,
Madison, WI) a forward a reverse primery v koncaitr0,25 pmol:t. Teplota annealingu
byla zvolena na 57 °C na 30 s. Nejvys&lavana heterozygotnost byla pozorovana u SML-
002 (0,91). Zji&¥né hodnoty pimérné heterozygotnosti a ¢ alel na lokus u EST-SSR
markefi (He = 0,32; Na = 3,56) byly statisticky gikazre nizSi ve srovnani s anonymnimi
SSR He=0,59; Na= 5,53) (Simko, 2008). Tyto rozdily mezi anonymnim EST
mikrosatelity byly pozorovéany i u ryZze (Chai al, 2000), vinné révy (Sco#t al, 2000),
pSenice (Eujaylet al, 2002) a slunmice (Pashleyet al, 2006) a jsou vysilovany
konzervativni povahou kodujicich oblasti, ze ktarjgou EST-SSR vyvijeny.

Pti srovnani pevoditelnosti anonymnich a EST-SSR maitkatlozenych pro kultivary
péstovaného salatu na plané drubyoés-speciePCR amplifikace) bylo zji8ho, Ze oba typy
markefi jsou na plané typyipvoditelné, ale Uroveprevoditelnosti marker klesa s arovni
sexualni kompatibility daného druhu.ssativa (Simko, 2008) ZjiSténa pouzitelnostross-
speciesPCR amplifikace byla zji8ha @i pouziti EST-SSR markér (100 %L. serriolg,
87 %L. saligng a 75 %L.virosgd ve srovnani s anonymnimi SSR (93.%serriola,
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66 %L. salignaa 42 %L. virosg. Podobna souvislost byla pozorovana i u jinycstlio —
nag. Pinus (Chagneet al, 2004),Medicago(Gutierrezet al, 2005) aHelianthus(Pashley
et al, 2006).

Pro provedeni polymerazouétzcové reakce (PCR) v této bakalé& praci byla
pouzita GoTag DNA polymeraza od stejného vyrobke jgolymeraza pouzita v praci Simko
(2008) a reakce probihala v celkovém objemu 1XKphcentrace primérbyla 10 pmolf.
Annealingovou teplotuTy) bylo nutno optimalizovat pro kazdy marker z¥ladeji hodnoty
se pohybovaly v rozpi od 57,1 °C do 62,5 °C.

Vysledky tykajici se p#iu alel se vyrazh neliSily od vysledk Simka (2008).
Hodnoty zjiséné v této bakaldké praci se u jednotlivych lokiuspohybovaly v rozmezi
od2do 7 (2 alely u SML-019, SML-057, 3 alely u 55, 6 alel u SML-002 a7 alel
u SML-045). Pamérny paset alel na lokus byl tedy 4. U stejnych mikrosatetych lokus
byly v pavodni praci (Simko, 2008) zji&té paty alel nasledujici: 7 alel u SML-002, 3 alely
u SML-019, 8 alel u SML-045, 4 alely u SML-055 alély SML-057. U mikrosatelitovych
lokusi SML-002, SML-019, SML-045 a SML-057 bylo tedy red@o vzdy o jednu alelu vice
nez bylo zji&no v rdmci této bakatdké prace. U mikrosatelitového lokusu SML-055 byl
dokonce poet alel totozny.

VetSi rozdily vSak uz byly pozorovany u hodn@ekéavané heterozygotnosti
u jednotlivych lokus. Vysledné hodnoty &ekavané heterozygotnosti Simka (2008) byly:
lokus SML-002 (0,91), SML-019 (0,49), SML-045 (0)7(BML-055 (0,64) a SML-057
(0,60). V této praci byly zjigné hodnotyHg: 0,599 pro lokus SML-002, 0,493 pro SML-019,
0,708 pro SML-045, 0,467 pro SML,055 a 0,044 proL.SM7). VysSi rozdily jsou tedy mezi
hodnotamiHg u mikrosatelitovych lokus SML-002, SML-055 a SML-057 s tim, ze vySSi
hodnota byla pozorovana v praci Simka (2008).anRrné hodnoty o®ekavané
heterozygotnosti byly naopak ve studii Simka ni#$t = 0,320) ve srovnani s hodnotami
uvadnymi v této bakalgské praci g = 0,462). Simko (2008) udava nejnizsi hodnoty
He morfotypa  Iceberg (0,097), Latin (0,140) a Romaine (0,15F%gtimco nejvyssi
u morfotypi Leaf Green (0,208) a Leaf Red (0,240).

U studovaného souboru poloZzék serriola byla zjiS€na velmi nizk& pozorovana
heterozygotnostHp). NejvySSi pozorovana heterozygotnost byla &jigt0,034 u lokusu
SML-045 a SML-055, prmérnaHop celého souboru byla 0,012.
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Zjistéené hodnoty ®&ekavané heterozygotnosHe analyzovaného souboru vzérk
pochazejiciho z izemi USA a Kanady, jsou &onvySSi nez hodnotyde publikované
nagiklad v praci Van de Wiekt al (2010) vyuzZivajici row¥ mikrosatelitni markery.
PopulacelL. serriola studované v této praci pochazi z uzemi Velké Bigta Nizozemi,
Némecka a Ceské republiky a hodnotyHg byly 0,320. Zjis&né nizké hodnoty
pozorované heterozygotnosti odpovidaji autogamwagp® studovaného druhu.

Identicka sada polozek.. serriola byla analyzovana pomoci metody AFLP
v diplomové praci Smachové (2010). Zjis hodnota &ekavané heterozygotnosti na zaklad
AFLP dat byla niZSiHe = 0,268) ve srovnani s hodnotou ziskanou pomo&r&ESR marker
(He =0,462). Rozdily mezi vysledky obou metod |zatisvat pra¥ v povaze obou markgr
(kodominantni - dominantni charakter),cpo analyzovanych EST-SSR loKus zpisobu
vypoctu hodnot heterozygotnosti z AFLP dat. Vgpb se provadi na zakladrekvence
dominantni alely (tedyfitomnost AFLP bandu) né&jmo podle Hardy-Weinbergova zékona
(He = 2pq). Za recesivni alelu je povaZzovanaifiepinost daného bandu (Ehrich, 2006).
V dalSich pracich vyuzivajici AFLP markery pro stund genetické variability fprodnich
populaciL. serriola byly rovreéz zjiS€ny nizké hodnoty &ekavané heterozygotnostiy):
0,050 (Van de Wiett al,, 2010); 0,087 (Lebedst al, 2009).

Srovnanim vysledk genetické variability populadi. serriola které byly zjis&ny
pomoci tiznych tygi molekularnich metod Ize konstatovat, Ze hodnotyegeké variability
detekované pomoci mikrosatelitnich matkgsou celko¥ vySSi ve srovnani s hodnotami
zjisSttnymi pomoci jinych metod — nagpomoci AFLP

Je nutné zminit fakt, Ze zji&té hodnoty indek genetické variability analyzovaného
souboru v této bakaigké praci jsou pouzergdkEzné. Byly zjiSény pouze na podsouboru
poloZzek pomirné rozsahlé pracovni kolekce genovych zdrdj. serriola udrZzované
na Katede botaniky PF UP. Primarnim cilem této bak&d&é prace byl vyr vhodnych
EST-SSR markér optimalizace PCR a doby separace PCR pradykidw pro aplikaci
na celou genofondovou kolekci v navazujicich stidii
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7 Zavér

Lactuca serriolaL. je nejroz&fensjSim druhem roduLactuca L. Jednou z jeho
zakladnich charakteristik je ekologicka, morfold@ica geneticka variabilita. Osidlujgéznée
typy stanovi§. Jedna se o invazivni druh, ktery se intengigiti. Jeho Uzka ipbuznost
s pestovanym salatemL( sativg a Sirok& variabilita poskytuje mnoho moZznosti yuZiti
druhu L. serriola ve Slechini L. sativg zvlas¢ ve zdokonalovani novych aqdf
a [izpusobeni se nardkn spotebitel.

Tématem této bakalské prace je detekce genetické variability sbirlenayych
zdroji Lactuca serriola pomoci SSR markér Jejim cilem bylo nalezenifitaz pti
polymorfnich mikrosatelitovych lokisa jejich aplikace na 88 polozek lociky kompasoveé
(Lactuca serriola. Za timto @elem byly pouzity zakladni laboratorni technikyolece DNA,
polymerazovaiettzova reakce (PCR) a jeji optimalizace, agarézoydlypakrylamidova
elektroforéza. DNA byla izolovana z rostlin pochigdeh ze Severni Ameriky asptovanych
ve skleniku Katedry botanikytP UP v Olomouci.

Testovanim celkovych 16 pémprimeri bylo vybrano 5 mikrosatelitovych lokis
které byly aplikovany na testované poloZky serriola Pdaity alel jednotlivych lokus se
pohybovaly od 2 do 7 (2 alely u SML-019, SML-057aldly u SML-055, 6 alel u SML-002
a 7 alel u SML-045). Rmerny paiet alel na lokus byl tedy 4.

Déle byly uteny jednotlivé genotypy mikrosatelitovych lokusu jednotlivych
poloZzekL. serriola a vypa@itany indexy genetické variability pro jednotlivéklsy a cely
analyzovany soubor polozék serriola Urovei hodnot index genetické diverzity je nizka,
koresponduje s doposud publikovanymi (daji v litgea a odpovida autogamni povaze
studovaného druhu

Poznatky ziskané viichu této bakal&ké prace budou vyuzity v probihajicim
vyzkumu variability genovych zdrdja girodnich populaciL. serriola, ktery probiha
na Katede botaniky FF UP.
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AFLP

bp
CTAB
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTPs
dTTP
EST
Ho
LINE
NBS
PCR
RAPD

SINE
SRAP
SSAP
SSR
TRAP
VNTR

Seznam pouzitych zkratek

Délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmté (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism)

par bazikase paiy

cetyltrimethylammonium bromid

deoxyriboadenozin trifosfat

deoxyribocytydin trifosfat

deoxyriboguanidin trifosfat
deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleotidtrifosaty

deoxyribotymidin trifosfat

misto s expresni adres@xgressed Sequence Jag

Pozorovana heterozygotnostgterozygosity Observed

dlouha rozptylené repeticedng Interspersed Elemgnt

Nucleotide-Binding Site

polymerazovéettzova reakceHolymerase Chain Reactipn

Nahodna amplifikovana polymorfni DNAR&ndom Amplified Polymorphic
DNA)

kratk& rozptylena repetichort Interspersed Elemént
Sequence-Related Amplified Polymorphism
Sequence-Specific Amplified Polymorphism

repetice jednoduchych sekvesiimple Sequence Rep@dats
Target Region Amplification Polymorphism

variabilni p@et tandemovych repeticVériable Number of Tandem Repégats

52



9  Seznam pouZzité literatury

Alexander JM, Poll M, Hansjorg D, Edwards PJ (200@pntrasting patterns of genetic
variation and structure in plant invasions of maims. Diversity and Distributions 15,
502 — 515.

Amor RL (1986): Incidence and growth of pricklytlaete (Lactuca serriola L.) in dryland
crops in the Victorian Wimmera. Plant Prot. Q48+ 151.

Angers B, Bernatchez L (1997): Complex evolutioraafalmonid microsatellite locus and its
consequences in inferring allelic divergence fgine information. Mol Biol Evol. 14,
230 — 238.

Angers B, Estoup A, Jarne P (2000): MicrosatelBtee Homoplasy, SSCP, and Population
Structure: A Case Study in the Freshwater SBaliinus truncatusMolecular Biology
and Evolution, 1926 — 1932.

Ayad WG, Hodgkin T, Jaradat A, Rao VR (Eds.) (199blecular Genetic Techniques for
Plant Genetic Resources, in Report IPGRI Workslop, 11 October 1995 Rome
IPGRI, Rome, Italy.

Bassam BJ, Caetano-Anollés G, Gresshoff PM (19943t and sensitive silver staining of
DNA in polyacrylamide gels. Anal. Biochem. 196,-883.

Beidler JL, Hilliard PR, Rill RL (1982): Ultrasenisie staining of nucleic acids with silver.
Anal. Biochem. 126, 374 — 380.

Blum H, Beier H, Gross HJ (1987): Improved silviising of plant proteins, RNA and DNA
in polyacrylamide gels. Electrophoresis 8, 93 — 99

Brant V, Holec J (2004): Locika kompasova (Lactseariola L.). Rostlinolékal5/5, 24 —
27.

Bremer K, Anderberg AA, Karis PO, Nordenstam B, dberg J, Ryding O (1994):
AsteraceaeCladistic and Classification. Timber Press, Rord, Oregon, USA.
Burbinge NT, Gray M (1970): Flora of the Austral@uapital Territory. Australan National.

University Press, Canberra.

Campbell NA, Reece JB (2006): Biologie, 1. vyd&uomputer Press, Brno.

Carter RE (2000): DNA Fingerprinting using Minidéite Probes. In: Baker AJ (Ed.):
Molecular Methods in Ecology. Blackwell Sciencef@d.

Comincini S, Leone P, Redaelli L, DeGiuli L, ZhavigFerretti L (1995): Characterization of
bovine microstaellites by silver staining. J. AniBreed. Genet. 112, 415 — 420.

53



Creste S, Tulmann N, Figueira A (2001): Detectibsingle sequence repeat polymorphisms
in denaturing polyacrylamide sequencing gels Hyesistaining. Plant Molecular
Biology Reporter 19, 299 — 306.

Dakin EE, Avise JC (2004): Microsatellite null adls in parentage analysis. Heredity, 504 —
500.

DoleZzalova |, Kistkova E, Lebeda A, Vinter V (2002). Descriptiof morphological
characters of wildLactuca L. spp. genetic resources (English — Czech VeJsion
Horticulture science 29, 56 — 83.

DoleZzalova |, Lebeda A, istkova E (2001): Prickly lettuce (L. serriola Lgermplasm
collecting and distribution study in Slovenia aBdeden. Plant Genet. Res. Newsl.
128, 41 — 44.

Dziechciarkova M, Lebeda A, Dolezalova I, Astley(2004): Characterization dfactuca
spp. germplasm by protein and molecular markers —redew. Plant Soil
Environmental 50, 47 — 58.

Ehrich D (2006): AFLP data collection of R functgfor convenient handling of AFLP data.
Mol. Ecol. Notes 6, 603 — 604.

Ellis JR, Burke JM (2007): EST-SSRs as a resourcgobpulation genetic analyses - short
review. Heredity 99, 125 — 132.

Estoup A, Jarne P, Cournet J-M (2002): Homoplasyrantation model at microsatellite loci
and their consequences for population geneticlysinaMolecular Ecologyl1, 1591-
1604.

Eujayl 1, Sorrells ME, Baum M, Wolters P, Powell VE002. Isolation of EST-derived
microsatellite markers for genotyping the A andyghomes of wheat. Theor. Appl.
Genet. 104, 399 — 407.

Ferdkova V (1977): The genusctucal. in Europe. Komensky University Press, Bratislava
(Czechoslovakia).

Gemeinholzer B, Kilian N (2005): Phylogeny and siliai delimitation of theCichorieae
(Asteraceag in XVII International Botanical Congress, Vienrsustria, 17 — 23 July
2005. Abstracts, 103, Abstract 6.11.4.

Gutierrez MV, Vaz Patto MC, Huguet T, Cubero JI,rislm MT, Torres AM. 2005. Cross-
species amplification dfledicago truncatulanicrosatellites across three major pulse
crops. Theor. Appl. Genet. 110, 1210 — 1217.

54



Herring AJ, Inglish NF, Ojeh CK, Snodgrass DR, MeszJD (1982): Rapid diagnosis of
rotavirus infection by direct detection of viralucleic acid in silver-stained
polyacrylamide gels. J. Clin. Microbiology 16, 4¥377.

Heywood VH (1978)Flowering Plants of the World. Oxford UniversityeBs, Oxford.

Hill M, Witsenboer H, Zabeau M, Vos P, Kesseli Rjchelmore R (1996): PCR-based
fingerprinting using AFLPs as tool for studyingngéic relationship in Lactuca spp.
Theor. Appl. Genet. 93, 1202 — 1210.

Hooftman DAP, Oostermeijer JGB, den Nijs JCM (2006avasive behaviour oLactuca
serriola (Asteraceae) in the Netherlands: Spatial distrdyutind ecological amplitude.
Basic and Applied Ecology 7, 507 — 519.

Hu J, Vick BA (2003): Target Region Amplificationomorphism: A novel marker
technique for plant genotyping. Plant MoleculaolBgy Reporter 21, 289 — 294.

Chagne D, Chaumeil P, Ramboer A, Collada C, Guekar@ervera MT, Vendramin GG,
Garcia V, Frigerio JM, Echt C, et al. 2004. Crepgcies transferability and mapping
of genomic and cDNA SSRs in pines. Theor. Appin&el109, 1204 — 1214.

Chapman MA, Chang JCh, Weisman D, Kesseli RV, Bulie(2007): Universal markers
for comparative mapping and phylogenetic analysithe AsteraceagqCompositag
Theor Appl Genet. 115, 747 — 755.

Chapuis M-P, Estoup A (2006): Microsatellite nalleles and estimation of population
differentiation. Molecular Biology and Evolutiod 2621 — 631.

Cho YG, Ishii T, Temnykh S, Chen X, Lipovich L, MoGch SR, Park WD, Ayres N,
Cartinhour S. 2000. Diversity of microsatellitesriged from genomic libraries and
GenBank sequences in ric@ryyza sativa..). Theor. Appl. Genet. 100, 713 — 722.

Christensen M, Sunde L, Bolund L, Orntoft TF (199@pmparison of three method of
microsatellite detection. Scand. J. Clin. Labdsiv59, 167 — 178.

Jansen J, Verbakel H, Peleman J, van Hintum ThORGR A note on the measurement of
genetic diversity within genebank accessions tfude (Lactuca sativa L.) using
AFLP markers. Theor. Appl. Genet. 112, 554 — 561.

Jeffrey C (1995): Compositae systematics 1975 -318%velopments and desiderata. In:
Hind DJN, Jeffrey C, Pope GV (Eds.), Advances impositae Sstematics. Kew,
Royal Botanic Gardens, 3 — 21.

Jones AG, Ardren WR (2003): Methods of parentagalyais in natural populations.
Molecular Ecologyl2, 2511 — 2523.

55



Jones N, Ougham H, Thomas H, PaSakinskiené | (2008jkers and mapping revisited:
finding your gene. New Phytologist 183, 935 — 966.

Kesseli RV, Michelmore RW (1986): Genetic variatiand phylogenetics detected from
isozyme markers in specieslaictuca J. Heredity 77, 324 — 331.

Kesseli RV, Ochoa O, Michelmore RW (1991): Variatiat RFLP loci inLactucaspp. and
origin of cultivated lettuce. Genome 34, 430 —.436

Kesseli RV, Paran I, Michelmore RW (1994): Analysfsa detailed genetic map bactuca
sativaconstructed from RFLP and RAPD markers. Gene&s 1435 — 1446.

Kitner M, Lebeda A, Dolezalova |, Maras Mfiktkova E, Nevo E, Pavkk T, Meglic V,
Beharav A (2008): AFLP analysid Lactuca salignaermplasm collections from four
European and three Middle Eastern countries. lIStd@ant Sci. 56, 185 — 193.

Kither M, Maras M, Lebeda A, Meglic V, SmachovaNvotna A, Dolezalova | (2009):
Genetic diversity analysis of wildactuca serriolagermplasm collection from North
America assessed by AFLP. In: Goik, M., Bavec, A. (Eds.): Joint Congress of The
Slovenian Biochemical Society and The Genetic &gciof Slovenia with
International Participation; Qtec, September 20 — 23, 2009; Book of Abstracts, p.
175. Published by Slovenian Biochemical Societg &@enetic Society of Slovenia,
Printed by Utakar & JK, Ljubljana (ISBN 978-961-91651-5-7).

Koopman WJM, Zevenbergen MJ, Van den Berg RG (20B{i¢cies  relationships in
LactucaS. L. Lactuceae, Asteracepaferred from ALFP fingerprints. Amer. J. Bot.
88, 1881 — 1887.

Kuang H, van Eck HJ, Sicard D, Michelmore R, Nevq2D08): Evolution and genetic
population structure of prickly lettuckgctuca serriola and ItsRGC2resistance gene
cluster. Genetics 178, 1547 — 1558.

Kuang H, Woo S-S, Meyers BC, Nevo E, Michelmore R2004): Multiple genetic processes
result in heterogeneous rates of evolution withi& major cluster disease resistance
genes in lettuce. Plant Cell 16, 2870 — 2894.

Kump B, Javornik B (1996): Evaluation of genetiaighility among common buckwheat
(Fagopyrum esculentumdoench) populations by RAPD markers. Plant Sci, 149
— 158.

Lebeda A (1998): Biodiversity of the interactionstwieen germplasms of wildactucaspp.
and related genera and lettuce downy mildBwerfia lactucag Report on research
programme OECD Biological Resource Management Sostainable Agricultural
Systems. HRI Wellesbourne, UK.

56



Lebeda A, Dolezalova I, istkova E, Mieslerova B (2001): Biodiversity anadgeography
of wild Lactucaspp. in some European countries. Genet. Res. Evop 48, 153 —
164.

Lebeda A, Dolezalova |, Ferdkova V, Astley D (200&eographical distribution of wild
LactucaspeciesAsteraceae, LactucepeBot. Rev. 70, 328 — 356.

Lebeda A, Sedidva M, Lynn J, Pink DAC (2006): Phenotypic and dlisgjical expression
of different genetic backgrounds in interactioretwieen lettuce, wiltlactuca spp.,
L. sativa x L. serriolahybrids andBremia lactucae.European Journal of Plant
Pathology 115, 431 — 441.

Lebeda A, Ryder EJ, Grube R, Dolezalova kiskkova E (2007): LettuceAéteraceag
Lactuca spp.), Chapter 9, pp. 377 — 472. — In Singh, R){e@enetic resources,
chromosome engineering, and crop improvementsevielume 3 — Vegetable crops.
CRC Press, Boca raton, FL, USA.

Lebeda A, Kitner M, Dziechciarkova M, DoleZalovaHKfistkova E, Lindhout P (2009):
An insight into the genetic polymorphism among dpgan populations dfactuca
serriolaassessed by AFLP. Biochem. Syst. Ecol. 37, 5908~ 6

Merril CR, Goldman D, Sedman SA, Ebert MH (1981)trésensitive stain for proteins
in polyacrylamide gels shows regional variation derebrospinal fluid proteins.
Science 211, 1437 — 1438.

Meudt M, Clarke AC (2007): Almoust Forgotten or éstt Practice: AFLP applications,
analyses and advances. Trends Plant Sci. 12(8)-1Q7.

Novotna A, Dolezalovd\, Lebeda A, KrSkova M, Berk@ (2011):Morphological variability
of achenes of some European populatiorisactuca serriolal. Flora206, 473 — 483.

Okubara PA, Arroyo-Garcia R, Shen KA, Mezier M, Mey BC, Ochoa OE, Kim S, Yang
Ch, Michelmore RW (1997): A transgenic mutant.attuca sativglettuce) with a T-
DNA tightly linked to loss of downy mildew resisize. Molecular Plant-Microbe
Interactions 8, 970 — 977.

Oliveira EJ, Padua JG, Zucchi MI, Vencovsky R, @m Vieira ML (2006): Origin,
evolution and genome distribution of microsatedlit Genetics and Molecular Biology
29, 294 - 307.

Pashley CH, Ellis JR, McCauley DE, Burke JM (200&ST databases as a source
for molecular markers: Lessons fratelianthus.Journal of Heredity 97, 381 — 388.

Peakall R, Smouse PE (2006): GENALEX 6: genetidyamain Excel. Population genetic

software for teaching and research. Molecular &ppb, 288 — 295.

57



Primmer CR, Mgller AP, Ellegren H (1996): A widaige survey ofcross-species
microsatellite amplification in birds. Molecular &ogy5, 365 — 378.

Prince DS, Carter RN (1977): Prickly lettudea¢tuca serriolal.) in Britain. Watsonia 11,
331 - 338.

Riar DS, Rustgi S, Burke IC, Gill KS, Yenish JP 120 EST-SSR Development
from 5Lactucaspecies and their use in studying genetic diweesmongL. Serriola
biotypes. Journal of Heredity 102, 17 — 28.

Scott KD, Eggler P, Seaton G, Rossetto M, Ablett,EMe LS, Henry RJ (2000): Analysis
of SSRs derived from grape ESTs. Theor. Appl. GG, 723 — 726.

Shen KA, Chin DB, Arroyo-Garcia R, Ochoa OE, LagdDlO, Wroblewski T, Meyers BC,
Michelmore RW (2002): Dm3 is one member of a laogastitutively expressed
family of nucleotide binding site — Leucine-ricepeat encoding genes. Molecular
plant — microbe interactions 15, 251 — 261.

Sicard D, Woo SS, Arroyo-Garcia R, Ochoa O, NguierKorol A, Nevo E, Michelmore
RW (1999): Molecular diversity at the major clustéd disease resistence genes in
cultivated and wild_actucaspp. Theoretical and Applied Genetics 99, 4058- 41

Simko | (2008): Development of EST-SSR markers tfor study of population structure
in Lettuce Lactuca sativel..). Journal of Heredity 100, 256 — 262.

Slavik B, Sgpankova J, Blohlavkova R, Bure$ P, Danihelka J, D&kova M, Grulich V,
Hr¢cka D, Hrouda L, Chrtek J Jun., Kaplan Z, Kirschnkr Kirschnerova L,
Kochjakova J, Koutecky P, Kovanda Mfiga B, Kubat K, Skalicka A, Slavikova Z,
Sutory K, Sida O, Stech M, &ianek J, Zeleny V (2004): KtenaCeské republiky 7.
Academia, Praha.

Snustad DP, Simmons MJ (2009): Genetika, 1. vyddagarykova univerzita, Brno.
Sommerville LL, Wang K (1981): The ultrasensitivéver protein stain also detects
nanograms of nucleic acids. Biochem. Biophys. Remmmun. 102, 530 — 548.
Spooner DM, van Treuren RR, de Vicente MC (20059iddular markers for germplasm and
genebank management. Technical Bulletin 10, latesnal Plant Genetic Resources

Institute, Rome, ltaly.

Smachova P (2010): VyuZiti proteinovych a molekuién markelt pro charakterizaci
variability genovych zdrdj rodulLactuca.Diplomova prace. irodowdecka fakulta,
Univerzita Palackého, Olomouc.

Smarda J, DoskaJ, Panitek R, Rizickova V (2005): Metody molekularni biologie.
Vydavatelstvi MU, Brno.

58



Tomb AS (1977)Lactuceae- systematic review. In: Heywood VH, Harborne JBtrier BL.:
The Biology and Chemistry of tl@omposita€. Academic Press, London, UK.

Van de Wiel C, Arens P, Vosman B (1999): Microddeefetrieval in lettucel(actuca sativa
L.). Genome 42, 139 — 149.

Van de Wiel CCM, Sretena¥iRajici¢ T, Van Treuren R, Dehner KJ, Van der Linden CG,
Van Hintum TJL (2010): Distribution of genetic dmgity in wild European
populations of prickly lettuce Lactuca serriold implications for plant genetic
resources management. Plant Genetics resourclearadc@erization and Utilization 8,
1-11.

Van Treuren R, van Hintum TJL (2009): Comparisoranbnymous and targeted molecular
markers for the estimation of genetic diversityem situconserved._actuca Theor.
Appl. Genet. 119, 1265 — 1279.

Varshney RK, Graner A, Sorrells ME (2005): Genicrosatellite markers in plants: features
and applications — review. TRENDS in Biotechnol@gy 48 — 55.

Vos P, Hogers R, Bleeker M, Reijans M, van de Leeldrnes M, Frijters A, Pot J, Peleman
J, Kuiper M, Zabeau M (1995): AFLP: a new techeidor DNA fingerprinting. Nucl.
Acids. Res. 23, 4407 — 4414.

Walsh SP, Fildes NJ, Reynolds R (1996): Sequenat/sia and characterization of stutter
products at the tetranucleotide repeat locus vVifcleic Acid ResearcB4, 2807 —
2812.

Waycott W, Fort SB (1994): Differentiation of nearldentical germplasm accessions
by a combination of molecular and morphologicallgses. Genome 85, 239 — 244.

Webb CJ, Sykes WR, Garnock-Jones PJ (1988): Flbrdewv Zeland. Vol. IV. Botany
Division, D.S.I.R., Christchurch.

Weising K, Nybom H, Wolff KK, Kahl G (2005): DNA figerprinting in plants: principles,
methods and applications, 2. Edition. CRC PressaBRaton.

Witsenboer H, Vogel J, Michelmore RW (1997). Idéadtion, genetic localization,
and allelic diversity of selectively amplified masatellite polymorphic loci in lettuce
and wild relativesl(actucaspp). Genome 40, 923 — 936.

Woodland DW (2009): Conterporary plant systematis Edition. Andrews University
Press.

Wroblewski T, Piskurewicz U, Tomczak A, Ochoa O,chilmore RW (2007): Silencing of
the major family of NBS-LRR encoding genes inde# results in the loss of multiple

resistance specificities. Plant J. 51, 803 — 818.

59



Zane L, Bargelloni L, Paternello T (2002): Strag=gfor microsatellite isolation: a review.
Molecular Ecologyil, 1 — 16.

Zima J, Macholan M, Munclinger P, Pidlek J (200&enetické metody v zoologii.
Nakladatelstvi Karolinum, Praha.

Zohary D (1991): The wild genetic resources ofigated lettucel(. sativalL.). Euphytica 53,
31-35.

60



