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Studium diversity chmele pomoci molekularnich markert
Souhrn

Chmel otacivy (Humulus lupulus L.) je dvoudoma vytrvala rostlina, VvyuZzivana
predev§im v pivovarnictvi. Cesky chmel ma dlouholetou tradici a je celosvétové znamy diky
své kvalité. Tato diplomova prace se vénuje zkoumani diverzity u chmele, jelikoZz geneticka
diverzita ma velky vyznam nejen globalné, ale i v ramci druhu. Ke studiu diverzity l1ze pouzit
rizné druhy markert. Tato prace se zabyva chloroplastovymi mikrosatelitnimi markery
(cpSSR), které mohou byt dilezitym zdrojem informaci k hodnoceni diverzity a dle
dostupnych tdaju u chmele zatim pfiili§ vyuzivany nebyly. Experimentalni ¢ast této prace
vychazi z ptedpokladu, ze chloroplastova DNA je konzervativni a z toho diivodu bude mozné
pouzit ke zkoumani genetické diverzity chmele chloroplastové mikrosatelity navrzené
puvodné pro jiny druh. Tento predpoklad byl v experimentdlni ¢asti prace ovéien
a 23 cpSSR navrzenych pivodné pro tabak (Nicotiana tabacum L.) se podafilo u chmele
aplikovat celkem 10 markerd v podobé dvou multiplexi — M1 a M2. Ze ziskanych
10 markertt bylo 6 polymorfnich, pti¢emz v kazdém z téchto polymorfnich lokusi byly
nalezeny dv¢, popf. tfi alely. Multiplexy M1 a M2 byly otestovany na 225 genotypech jak
kulturniho, tak planého chmele rizného geografického ptivodu a nasledné byla provedena
statistickd analyza. Celkem bylo pomoci téchto cpSSR markeri nalezeno 5 haplotypu (a—),
pticemz haplotypy b a e byly u testovanych chmeld zastoupeny nejvice (> 95 %). Na zakladé
této analyzy byly chmely z hlediska geografického ptivodu rozdéleny do dvou odlisnych
skupin. Prvni skupinu tvofily chmely ptvodem z Evropy a Kavkazu, zatimco do druhé
skupiny byly zafazeny chmely puvodem z Ameriky. Toto rozdéleni je v souladu

s vysledky dfive provedenych studii.

Kli¢ova slova: Humulus lupulus L.; chmel; SSR markery; DNA profiling; genové zdroje



Analysis of hop diversity by molecular markers

Summary

Hop (Humulus lupulus L.) is a dioecious perennial plant, largely used in brewing.
Czech hop has a long tradition and is known for its quality worldwide. This thesis analyses
the diversity of the hop, because genetic diversity is not only of great importance globally, but
also within species. Various kinds of genetic markers can be used to study diversity. This
thesis deals with the chloroplast microsatellite markers (cpSSR), which can be an important
source of information to evaluate the diversity and according to available data, they were not
yet very used at hops. The experimental part of this thesis is based on the assumption that
chloroplast DNA is conservative and therefore chloroplast microsatellites originally designed
for other species can be used to study genetic diversity of hop. His assumption was verified
by experimental part, and out of 23 cpSSR originally designed for tobacco (Nicotiana
tabacum L.) a total of 10 markers succeeded in hop in the form of two multiplexes - M1 and
M2. From the 10 markers obtained were 6 polymorphic, and in each of these polymorphic
loci were found two or three alleles. Multiplexes M1 and M2 were tested on 225 genotypes,
both cultural and wild hops of different geographical origin, and subsequently the statistical
analysis was performed. There were 5 haplotypes (a—€) found by using these cpSSR markers,
where haplotypes b a e were most frequently found among tested hops (> 95 %). Based on
this analysis, the hops in terms of geographical origin are divided into two distinct groups.
The first group consisted of hops originating from Europe and the Caucasus, while the second
group includes hops originating from America. This division is consistent with the results of

earlier studies.

Keywords: Humulus lupulus L.; hop; SSR markers; DNA profiling; genetic resources
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1 Uvod

Chmel otac¢ivy (Humulus lupulus L.) je dvoudoma vytrvala rostlina, kterd se pouziva
ptedevs§im v pivovarnictvi. Chmelové SiStice, rostouci na samicich rostlinach, obsahuji
pryskyfice a silice, které piispivaji Kk hoikosti piva. Cesky chmel, péstovany dnes v Zatecké,
Ustécké a Trsické oblasti, méa dlouholetou tradici a je celosvétové znamy diky své kvalité.

V této diplomové praci se vénuji zkoumani diverzity u chmele. Genetickd diverzita
ma velky vyznam nejen globalng, ale i v ramci druhu, jelikoz pfispiva k jeho stabilité, pieziti
i dalsimu vyvoji. Diverzita je vyznamna napi. také pii tvorbé novych odrid a obecné ve
Slechtitelstvi, kde geneticka rtiznorodost zvySuje Sance na $lechtitelsky uspéch.

Ke studiu diverzity se diky svym vlastnostem, jakymi jsou napf. relativn¢ ¢etny vyskyt
Vv genomu nebo polymorfismus, hojné vyuzivaji mikrosatelitni markery, které se podle
vyskytu v riznych typech genomu mohou délit na jaderné (nuSSR), mitochondrialni (mtSSR)
a chloroplastové (cpSSR).

Ackoliv. mohou byt chloroplastové mikrosatelity dilezitym zdrojem informaci
k hodnoceni diverzity, dopliujicim informace ziskané z jadernych a mitochondrialnich
mikrosatelitnich markert, u chmele byly dle dostupnych zdrojti k tomuto G¢elu pouzity pouze
jednou. Proto se pravé jimi zabyva tato diplomova prace. Vychazi se v ni z ptedpokladu, ze
chloroplastovd DNA je konzervativni a ztoho divodu bude mozné pouzit ke zkoumani
genetické diverzity u chmele chloroplastové mikrosatelity navrzené ptvodné pro jiny druh,

kterym je v piipad¢ této prace tabak (Nicotiana tabacum L.).



2 Cile prace

2.1 Védecké hypotézy

> V souCasné dobé¢ je u chmele znamo velice malo chloroplastovych
mikrosatelitd, ale vzhledem k vysoké konzervativnosti chloroplastového genomu by

mélo byt mozné aplikovat ha chmel markery navrzené pro piibuzné rostliny.

> Chloroplastové mikrosatelity poskytuji novy zdroj dat ke zkoumani diverzity

chmele.

2.2 Cile prace

> Provést bioinformatickou analyzu dat pomoci genetickych databazi.

> Empiricky ovéfit funkci vybranych markert na testovacich vzorcich chmele.

> Provést optimalizaci podminek pro amplifikaci ziskanych markera.

> Vyhodnotit diverzitu chmele na kolekci planych chmelt pochazejicich

z genobanky Chmelaiského institutu s. r. 0., v Zatci.



3 Prehled literarnich poznatki

3.1

3.11

Chmel (Humulus lupulus L.)

Systematika chmele

Chmel (Humulus lupulus L.) patii do fadu koptivotvarych (Urticales), do celedi

konopovitych (Cannabaceae) (Zazvorka et Zima, 1956).

Rizni autofi uvadéji odlisné zpusoby systematického ¢lenéni chmele (Humulus L.).

Vent a kol. (1963) rozeznavaji ¢tyii druhy rodu chmel (Humulus L.):

>

>
>
>

Humulus lupulus L. — chmel otacivy neboli evropsky
Humulus americanus (Nuttal) — chmel americky
Humulus japonicus (Sieb. et Zucc.) — chmel japonsky

Humulus scandens (Lour. et Merrill.) — chmel oplétavy

Uvadi také nekolik variet v rdmci druhu Humulus lupulus L.

>
>
>

Humulus lupulus cordifolius (Miguel)
Humulus lupulus neomexicanus

Humulus lupulus var. irenae minima (Blattny)

Small (1978) odlisuje pét variet chmele otacivého:

>

>
>
>
>

Humulus lupulus ssp. lupulus, pivodem z Evropy

Humulus lupulus ssp. neomexicanus (Nels. et Cockerell) — chmel novomexicky
Humulus lupulus ssp. pubescens (E. Small), s vyskytem v Severni Americe
Humulus lupulus ssp. lupuloides (E. Small), s vyskytem v Severni Americe

Humulus lupulus ssp. cordifolius (Miguel) — chmel srd¢itolisty, s vyskytem v Asii

Rozdéleni dle Small (1978) bylo podpoieno studii Reeves et Richards (2011), ktera se

zabyvala analyzou severoamerickych variet zndzornénych na obrdzku 1. V ramci této

studie byly potvrzeny vyrazné rozdily mezi uvedenymi varietami.
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Obr. 1 Ohrani¢ené oblasti ilustruji priblizna mista vyskytu tii severoamerickych variet Humulus
lupulus L. uréenych dle Small (1978). Sedé oblasti ptedstavuji misto odbéru vzorkl jednotlivych
variet, pismenné oznaceni odpovida prvnimu pismenu piislu$né variety (Reeves et Richards, 2011)
Rybacek a kol. (1980) uvadi tfi druhy chmele, které odlisuji po¢tem chromozomui:

» Humulus lupulus L. — chmel otacivy

» Humulus japonicus (Sieb. et Zucc.) — chmel japonsky

» Humulus scandens (Lour. et Merrill.) — chmel oplétavy

Druh Humulus lupulus L. rozdéluji na tii poddruhy:
» Humulus lupulus ssp. neomexicanus (Nels. Et Cockerell) — chmel novomexicky
» Humulus lupulus ssp. cordifolius (Maxim) — chmel srd¢itolisty

» Humulus lupulus ssp. europeus (Ryb.) — chmel evropsky

A dale u chmele evropského rozlisuji tfi variety:
» var. irenae minima (Blatt.) — zakrsly
» var. spontanea (Ryb.) — plany
» var. culta (Ryb.) — kulturni

Vent a kol. (1963) uvadi, ze chmel kulturni vznikl z chmele planého, coz dokladaji
shodnym poctem chromozomt, stejnym zplsobem rozmnoZovani, viceletosti a absenci
rozdilt ve vétsin¢ zékladnich biologickych vlastnosti.

Neve (1991) v ramci rodu Humulus L. uvadi tfi druhy chmele:
» Humulus lupulus L. — chmel otacivy
» Humulus japonicus (Sieb. et Zucc.) — chmel japonsky

» Humulus yunnanensis — chmel junnansky

11



V soucasné dobé se ve védecké literatufe obvykle pouziva ¢lenéni dle Small (1978),

zndzornéné na obrazku 2.
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Obr. 2 Obecné uznavana systematika chmele (Small, 1978; Neve, 1991)
3.1.2 Historie péstovani chmele

Péstovani chmele méa v Cesku dlouholetou tradici. Plané rostouci chmel byl zndm uz
ve starovéku jako 1éCiva rostlina (Zazvorka et Zima, 1956; Pastytik, 1989). Kulturni
forma chmele se ale vyskytuje az ve stitedovéku (Zazvorka et Zima, 1956) a jeji péstovani je
spjato s vyrobou piva (Pastytik, 1989).

Piesné datovani zacatku pouzivani chmele jako kulturni plodiny neni dolozené. Je ale
pravdépodobné, ze chmeleni napoji bylo znamé jiz v dobé pronikani slovanskych kment
na tizemi dnesni stfedni Evropy, a to hlavné v oblastech byvalého Ruska, odkud se pak §ifilo
dale do Evropy. Prvni pisemné zpravy o chmelu jsou z 8. a 9. stoleti, na nasem uzemi z roku
859. Od 10. a 11. stoleti zminek o chmelu podstatné pfibyva (Vent a kol., 1963).

Vyznamnym obdobim pro Ceské chmelatstvi byl pocatek predminulého stoleti, kdy
byly ceské zemé proslavené svym vysoce jakostnim chmelem, coz pfispélo k rozvoji
zahrani¢niho obchodu. Zvysena poptavka po chmelu zputsobila, Ze se jeho péstovani na nasem
uzemi postupné soustiedilo do nejvhodnéjsich oblasti (Pastytik, 1989).

Od poloviny devadesatych let 20. stoleti dochézi ale ke zmenSovani ploch, na kterych
se chmel péstuje. Divodem jsou pievazné nizka péstitelska cena, zvySujici se naklady
na péstovani i dali faktory, jako napf. vékova struktura porostii chmele v CR (Dvotak a kol.,
2008). Dle dostupnych tdajii k datu 20. 8. 2014 registroval Ustfedni kontrolni a zkusebni
Gistav zemé&délsky nartst skliziovych ploch chmelnic v Ceské republice oproti roku 2013

0 141 hektart, na celkovych 4460 hektart (UKZUZ, 2014).
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3.1.3 Biologie chmele

Chmel otacivy je viceletd bylina s kazdoro¢né¢ odumirajicimi nadzemnimi organy.
Odumirani nastdva pied nastupem zimniho obdobi, zachovany zlstavaji pouze vyspélé
podzemni organy (Rybacek a kol., 1980). Tato vytrvala rostlina vytvaii kazdorocné velké
mnozstvi nadzemni hmoty, je mohutného vzristu a jeji kofenovy systém je znacné vyvinuty
(Vent a kol., 1963). Chmel je pravotoCivy, c0Z znamend, ze se jeho lodyha obtaci kolem
opory ve sméru hodinovych ruci¢ek (Vent a kol., 1963).

U chmelovych rostlin rozliSujeme ¢tyii organové soustavy — dvé podzemni, soustavu
kofenovou a babku neboli soustavu podzemnich lodyznich organii, a dvé nadzemni, soustavu
nadzemnich vegetativnich a generativnich organd.

V kofenovém systému dospélé rostliny se nachdzi 812 siln¢ rozvétvenych hlavnich
kotenti, které jsou kryty korovou vrstvou. Kofeny rostou z nékolikaletého zkraceného
oddenku, tzv. babky. Babka kazdoro¢n¢ pfiriista a staiim dfevnati, vytrvava vétSinou 20-25
let, vyjimecné i ptes 50 let, a zaroven urCuje délku zivota rostliny (Vent a kol., 1963).
Zakladnim ptedpokladem pro viceletost chmelovych rostlin je schopnost spicich pupent
vytrvat v zivotaschopném stavu po dobu ctyi let, pficemz vSechny probuzené nebo staré
pupeny jsou kazdoro¢né nahrazovany novymi spicimi pupeny (Rybacek a kol., 1980).

Hlavni kofeny zasahuji velmi hluboko do spodnich vrstev pudy a také se vétvi
do sitky, ¢imz vznika mohutny kofenovy systém. Postranni kofeny maji hlavni vyznam
pro ptijem vody a zivin z pidy. Na podzemni ¢asti jednoletych lodyh neboli rév se zakladaji
jednoleté, vétSinou horizontalné rostouci, kofeny, které jsou rozprostieny pievazné v mélkeé
vrstvé ornice. U dvouletych a viceletych rostlin vyrastaji z babky kazdoro¢né bo¢ni oddenky,
zvané vlky, které jsou vlastn€ pfeménénymi lodyhami. Vlky se pfi fezu chmele odstraiuji.
Pokud Kk tomuto odstranéni nedojde, vznika z kazdého vlku normalni nadzemni rostlina,
vétsinou mohutnéjsiho vzrustu nez rostlina pochazejici z pupenti na babce (Vent a kol., 1963).

Kofenovy systém chmele je ilustrovan na obrazku 3 (Rybacek a kol., 1980).

13



nové dievo

AP mlady vik
==L pahyly

4 dvouletého

¢ dreva

horizontani = :

stary vik

kofeny

vytrvala éast
starého dreva

(7 /)
.y {k vertikalni
ayd) kofeny
Y, o7’ /1
kofenova W%
hliza 2

/ ,:m 1 !
Obr. 3 Podzemni ¢ast chmelové rostliny (Rybaéek a kol., 1980)

Kazdoro¢né z pupend na babce i na podzemni ¢asti loniskych rév chmele vyrustaji
nové révy, které vytrvaji pouze jedno vegetacni obdobi (Vent a kol., 1963). U chmelovych
rostlin se lodyha rozdéluje na hlavni révu a postranni vétve neboli pazochy (Rybacéek a kol.,
1980). Naprifezu je réva Sestiuhelnikova anajejich hranach je tada Splhavych chlupu,
s jejichz pomoci se chmel ptidrzuje opory (Vent a kol., 1963). Chlupy maji po ztvrdnuti tvar
jednostrannych ¢i oboustrannych hackd. Témito kfemiCitymi hacky se révy zachycuji
I na pomérné hladkych oporach (Rybacek a kol., 1980). Rist chmelové révy do délky je velmi
intenzivni, dosahuje maximalnich pfirGstka az pfes 30 centimetrti za 24 hodin (Vent a kol.,
1963).

Listy u chmele vyrustaji z uzlin révy a pazochti, zpravidla po dvou vstiicné proti sobg.
D¢li se na listy révové a pazochové. Révové listy obvykle vyristaji diive a byvaji veétsi.
Oba typy listd jsou fapikaté, listové Cepele jsou u mladych listd silné zfasené, zatimco
u vyvinutych listli jsou mirné zprohybané. Okraje mohou byt pilovité ¢i dlanité¢ lalocnaté.
Mladé listy maji srd¢ity tvar, dospélé révoveé listy jsou obvykle pétilalo¢naté nebo
sedmilalo¢naté. Pazochové listy mohou byt celistvé, tiflalonaté &i pétilalocnaté. Zilnatina je
dlanita, Zilky na spodni stran€ listu vytvafeji Zebra, na nichZ stejn€ jako na révach vznikaji
kfemicité hacky. Svrchni strana listi je temné zelend, spodni byva svétlejsi (Rybacek a kol.,

1980). Typy listt chmele jsou ilustrovany na obrazku 4 (Rybacek a kol., 1980).
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Listy chmele otdivého: 1 — list srd¢ity, 2 — tfilaloény, 3 — pétilalotny.

Obr. 4 Listy chmele ota¢ivého (Rybacek a kol., 1980)

Ptechod z vegetativni do reprodukéni faze je u samicich rostlin spustén zkracujici se
délkou dne. Potiebna délka dne je zavisla na genotypu rostliny (Thomas et Schwabe, 1969).
Z vrcholového pupenu révy a z pupent plodnych pazochli vznikaji kvétenstvi, tzv. osypky.
U samicich rostlin se pfeménuji na plodenstvi, které se v chmelaiském nézvoslovi oznacuje
jako hlavka ¢i botanicky $istice, jejiz soucasti jsou lupulinové zlazky. Chmelova hlavka je
ilustrovana na obrazku 5 (Rybacek a kol., 1980). Z oplozenych kvétu se tvoti plody, kterymi
jsou jednosemenné nazky bézné znamé pod pojmem pecky. Zména kvétenstvi na plodenstvi
nastdva v dob¢, kdy zanika schopnost blizen pfijimat pyl, atoi tehdy, pokud kvét nebyl
oplozen (Rybacek a kol., 1980).

Hlavka a jeji ¢asti: 1 — hlavka, 2 —
kryci listen, 3 — pravé listeny, 4 — nazka,
5 — vreténko.

Obr. 5 Hlavka a jeji ¢asti (Rybacek a kol.,
1980)

Je znamé, Ze se samci a sami¢i kvéty chmele liSi svou strukturou, ale jejich rana
vyvojova stadia nejsou piili§ dikladné prozkoumana. V prvnich dvou fazich vyvoje jsou
sam¢i 1 samic¢i kvéty zcela identické (Shephard et al., 2000). V pozdéjsich stadiich vyvoje je
ale morfologie samicich a samcich kvétd velmi odlisna. Samiéi rostliny jsou uspoiadany
Vv parech okolo mnohokrat zalomeného vieténka do tvaru Sistic, které obsahuji 36 az 48 kvéta
(Shephard et al., 2000). Na kazdém zalomeni vieténka se obvykle tvoii Ctyfi kvitky, kazda
dvojice kvitkt je chranéna jednim krycim listenem vzniklym z palistii (Rybacek a kol., 1980).
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Kazdy kvitek méa drobné, zelené zbarvené poharkovité okvéti a semenik s jednim
vajickem, na ktery ptisedaji dvé nitkovité blizny s chybé&jicimi ¢nélkami. Blizny jsou pokryté
papilami, které zachycuji pyl rozptyleny ve vzduchu, jsou bélavé zabarvené a pii odumirani
hnédnou (Rybacek a kol., 1980). Samici kvétenstvi ilustruje obrazek 6 (Rybacek a kol.,
1980).

zaklady

Sami&i kvétenstvi na vétévce (1), jednotlivé  lupulinovych
sami&i kvétenstvi (2), jednotlivy sami&i kvét (3).  Zlazek

Obr. 6 Sami¢i kvétenstvi (Rybacek a kol., 1980)

Sam¢i kvét se skladd z 5 kaliSnich listkd a 5 tycinek. Kvétenstvi je velmi odlisné
od samiciho, tvoii ho laty. Kazda lata je slozena z 20 az 100 jednotlivych kvéta (Shephard et
al., 2000). Sam¢i kvétenstvi je ilustrovano na obrazku 7 (Rybacek a kol., 1980).

Samdi kvétenstvi (1) s poupaty (a) a kvéty (b), otevieny
kvét (2) a schéma kvétu (3), pylova zrna (4), pradnik (5).

Obr. 7 Sam¢i kvétenstvi (Rybacéek a kol., 1980)
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3.1.4 Genetika chmele

3.1.4.1 Velikost genomu

Grabowska-Joachimiak et al. (2006) ve své studii zjistili u diploidni Samici rostliny
evropského chmele velikost chmelového genomu 5,48 Gb. Tento vysledek je v souladu
s pozdé&jsimi vysledky studie Natsume et al. (2014), ve které byla uréena velikost chmelového
genomu V haploidni bunce 2,57 Gb. Pfiporovnani s fylogeneticky blizkym konopim
(Cannabis sativa L.) je velikost chmelového genomu piiblizné tiikrat vétsi (van Bakel et al.,
2011), ale celkovy obsah gend kodujicich proteiny je u obou rostlin srovnatelny (Natsume et
al., 2014).

3.1.4.2 Chromozomalni konstituce

Kulturni odriidy evropského chmele jsou diploidni, kde 2n = 20 chromozomd.
Z tohoto poctu tvoii 1 par pohlavni chromozomy a 9 parti autozomy. Pohlavni chromozomy
tvoii u samic 2 chromozomy X a u samct chromozomy XY (Polley et al., 1997). Toto
klasické uspotadani se nazyva chromozomalni typ ,,Winge*“ (Karlov et al., 2003). Diive bylo
velice obtizné charakterizovat karyotyp evropského chmele a odliSit vSech deset part
chromozomul pouze na zaklad¢ jejich morfologie. Pouziti metody FISH (Fluorescent In Situ
Hybridization) a DAPI (4‘,6-diamidino-2-fenylindol) barveni umoznilo odlisit vSech deset
part chromozom vcetné gonozomul u samcich a samicich rostlin. Jako nejkrat$i chromozom
pozorovany v metafazi u samcich rostlin byl uren chromozom Y a jako stiedné velky
metacentricky chromozom byl ur¢en chromozom X (Karlov et al., 2003).

Chromozomalni konstituce blizce pfibuzného Humulus japonicus je charakterizovana
odliSnym systémem pohlavnich chromozomii. Samice maji 2n = 14 + XX, zatimco samci maji
2n = 14 + XY1Y2 (Shephard et al., 2000). Toto chromozomalni uspofadani je ozna¢ovano
jako typ ,,Sinoto* (Karlov et al., 2003). V tomto uspofadani byl u samic jako nejvétsi uréen
téme&f metacentricky chromozom X. Bylo také zjisténo, ze chromozomy YlaY2 jsou
podobné tvarem 1 velikosti chromozomu X. Pohlavi rostlin lze odliSit v interfazi, kdy jadra
samcich rostlin obsahuji dvé chromocentra, kterd v samicich jadrech pozorovatelna nejsou.
Béhem profaze mitozy je také mozné odlisit Y1 a Y2 od chromozomu X diky jejich pred¢asné
kondenzaci (Shephard et al., 2000).

U druhu Humulus yunnanensis nejsou udaje o chromozomalnim uspofadani znamé

(Pillay et Kenny, 1994).
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U dvou z vySe zminovanych druhi rodu Humulus L. (Humulus lupulus L. a Humulus
japonicus) je pohlavi rostlin ur¢ovano pomérem X:A, a ackoliv chromozom Y neni nezbytny
pro produkci sam¢iho fenotypu, jeho pfitomnost je nezbytna pro zivotaschopnost pylu (Skof
etal., 2012).

Podobna pohlavni determinace se vyskytuje také u konopi (Cannabis sativa L.), které
je schmelem piibuzné na trovni ¢eledi a ma s nim shodnou i chromozomalni konstituci

2n = 20 chromozomti, samice (XX) a samci (XY) (Ming et al., 2011).

3.1.4.3 Jednodomé chmely a ploidie

Ptedpoklada se, ze dvoudomé rostliny se vyvinuly z ptedkii s oboupohlavnymi kvéty
(Westergaard, 1958). VétSina kvetoucich rostlin je jednodomych, pouze okolo 6 % jsou
rostliny dvoudomé (Renner et Ricklefs, 1995). Ackoliv je chmel rostlina dvoudoma, obcas se
vyskytne i jednodomy jedinec. Vyskyt jednodomych rostlin chmele je pravdépodobné
zpusoben zménami po¢tu chromozomu (Jakse et al., 2008).

Tento ptedpoklad potvrdili i Shephard et al. (2000), kteti zkoumali triploidni rostliny
chmele s chromozomalni konstituci 2n = 27 + XXY (pomér X:A 0,67), které byly prevazné
samc¢iho charakteru s nékolika samicimi terminalnimi kvétenstvimi, a tetraploidni jedince,
ktefi méli chromozomy 2n = 36 + XXXY (pomér X:A 0,75) a fenotypové nesli takika

srovnatelny pocet saméich i samicich kvéta (Shephard et al., 2000).
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3.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity, znamé také pod nazvy Simple sequence repeat (SSR) nebo Short
tandem repeat (STR), jsou soucasti repetitivni DNA, ktera tvofi zna¢nou ¢ast genomu vétsiny
eukaryotickych organismu (Gemayel et al., 2010). Repetitivni DNA Ize rozdé€lit na dvé velké
skupiny. Prvni skupinu predstavuji roztrousené repetice, které obsahuji rizné tiidy
transponovatelnych elementd, jako jsou DNA transpozony a retroelementy (Richard et al.,
2008). Druhou skupinu tvofi tzv. tandemové repetice, do kterych spadaji pravé mikrosatelity
(Richard et al., 2008), coz jsou kratké tandemové repetice s opakujicim se motivem (Ellegren,
2004). Mnozstvi repetitivni DNA a mikrosatelitd se miize mezi organismy zna¢né lisit. Chmel
obsahuje ptiblizné 34,7 % repetitivni DNA, z toho vétsinu (93 %) tvoii retrotranspozony
(Natsume et al., 2014). Naproti tomu kukufice (Zea Mays L.) obsahuje az 80 % repetitivni
DNA (Whitelaw et al., 2003), z toho ptiblizné¢ 20 % tvoii mikrosatelity (Sharopova et al.,
2002). Dalsim piikladem pro srovnani mtze byt repetitivni DNA ¢loveka, ktera piedstavuje
cca 46 % z celého genomu (Gemayel et al., 2010), z toho 3 % tvoti mikrosatelity (Fan et Chu,
2007).

3.2.1 Klasifikace mikrosatelitu

Klasifikace mikrosateliti neni jednotnd a U rtiznych autorti Se znacné liSi. Napf.
Pokhriyal et al. (2012) definuji mikrosatelity jako repetice dlouhé 1-5 nukleotidt, zatimco
vétSina autort se shoduje na délce 1-6 nukleotida (T6th et al., 2000; Chen et al., 2006; Jain et
al., 2014). Nektefi dalsi autofi klasifikuji mikrosatelity jako sekvence dlouhé i 9 (Legendre et
al., 2007) ¢i 11 nukleotidi (Mrazek et al., 2007). Pompanon et al. (2005) naopak zcela
vyc€lenuji mononukleotidové repetice a za mikrosatelity tedy povazuji repetice dlouhé 2—6
nukleotida.

Mikrosatelity nejsou definovany pouze délkou motivu, ale charakterizuje je i fada

dalSich znakd, jejichz zakladni pfehled je znazornén na obrazku 8.
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Velikost motivu
Charakteristika tandemové repetice <

Pocet motivi

Priklad: 1 motiv = GTAC (tetranukleotid)

TGG GTAC GTAC GTAC GTAC TTA 4 opakujici se motivy
Motiv
0

TGG GTAC GTAC TTA 2 opakujici se motivy

SloZeni (€istota)
100% GTAC GTAC GTAC GTAC GTAC GTAC
96% GTAC GTAC GTAC GTAC GAAC GTAC
79% GTAC CTAC GTCC GTAC GAAC CAAC

Délka motivu

— [ | [ I [ | — Mikrosatelit
Motiv=1az 9 nt Priklad: GTAC

— I | | ——  Minisatelit
Motiv = 10 nt Priklad: GTACCTTACTACT

Obr. 8 Diilezité charakteristiky tandemovych repetic, upraveno dle Gemayel et al. (2010)

Jak je patrné z obrdzku 8, dulezitou vlastnosti je i celkova délka mikrosatelitd, kterd
Vv zavislosti na poctu repetic mize dosahovat az 100 nukleotidu (Fan et Chu, 2007). Z toho
vyplyva, Ze i pocet repetic je podstatny (Pokhriyal et al., 2012), pficemz ve vétSing pripadt
plati, ze ¢im je motiv repetice delsi, tim méné ma opakovani (Subirana et Messeguer, 2008).
Kromé procentualniho hodnoceni ,,éistoty* mikrosatelitl, které uvadi Gemayel et al.
(2010), se muzeme setkat i sjinym c¢lenénim, napt. dle Jain et al. (2014), ktery deli
mikrosatelitni repetice podle jejich skladby do téchto kategorii:
1) dokonalé — sekvence neni prerusena zadnou bazi, ktera nepatii do motivu
napi. CGCGCGCGCGCGCGCG
2) nedokonalé — obsahuji nékolik bazi nepatiicich do opakujiciho se motivu
napi. CGCGCGCGCGCTCGCGCGCG
3) prerusené — vyskytuje se zde kratka sekvence odlisna od opakujiciho se motivu
napi. CGCGCGCTTAGCGCGCGCG
4) slozené — dvé ¢i vice prilehlych sekvenci lisicich se motivem opakovani
napi. CGCGCGCGCGCGATATATATAT
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V literatufe se mizeme setkat s riznymi druhy zapisu mikrosateliti. Pokhriyal et al.
(2012) uvadi jako piiklad zapisu mononukleotidovou repetici AAAAAAAAAAA, ktera mize
byt zapsana jako (A)i1, kde motivem je A a tento motiv je opakovan 11X. Dal§im piikladem
tohoto zapisu je tetranukleotidovy mikrosatelit ACTCACTCACTCACTC, ktery lze zkracené
zapsat (ACTC)4. V tomto druhu zapisu je zohlednéno pouze jedno vlakno DNA, naproti tomu
nektefi dalSi autoii pouzivaji zdpis zohlednujici obé vladkna DNA, ktery miize vypadat

napi. AAG/CTT (Toéth et al., 2000; Victoria et al., 2011).

3.2.2 Vyskyt mikrosatelita

Zastoupeni mikrosateliti se v riznych ¢astech genomu 1isi. Nejvice mikrosatelitnich
repetic se nachazi v nekodujicich oblastech — v intronech nebo intergenovych oblastech
(Subirana et Messeguer, 2008). Obecné jsou v nekddujicich oblastech nejrozsitené;si
dinukleotidové repetice (Chistiakov et al., 2006), vyjimku tvofi primati, u kterych prevladaji
mononukleotidové repetice (Toth et al., 2000). Kodujici oblasti — exony jsou na mikrosatelity
chudsi, obsahuji ptiblizné 8 % z celkového mnozstvi (Fan et Chu, 2007), ale jejich denzita je
vy$si (Morgante et al.,, 2002). V kddujicich oblastech u mnoha organismi pievazuji
trinukleotidové repetice, pravdépodobné proto, ze na rozdil od jinych typt mikrosatelitt
nezpusobuji posuny ¢teciho ramce (Kalia et al., 2011). Vysoka denzita mikrosateliti je
i v UTR (= untranslated regions) oblastech (Lawson et Zhang, 2006). Rozdily existuji také
Vv zastoupeni mikrosateliti v riznych ¢astech chromozomi. Nizsi vyskyt mikrosatelitnich
repetic je typicky zejména pro centromerické oblasti, kde se vyskytuje 2-5Xx méné
mikrosatelitii nez v jinych ¢astech chromozomu (Guo et al., 2009).

Bylo prokazano, ze mezi riznymi organismy jsou rozdily v poétu i typu mikrosatelitd
(Oliveira et al., 2006; Guo et al., 2009). Konkrétni piiklady procentualniho zastoupeni
mikrosatelit u riznych organismut jsou uvadény v kapitole 3.2. Obecné lze konstatovat, ze
s rostouci velikosti genomu dochazi ke snizovani poctu mikrosatelitnich sekvenci (Morgante
etal., 2002).

Pro rizné organismy byva charakteristické urcité zastoupeni nékterych motivi.
Victoria et al. (2011) tvrdi, Ze u rostlin jsou celkové nejrozsitenéjsi dinukleotidové motivy
AG/CT a GA/TC. Jako nejcéastéjsi trinukleotidové motivy byly v ramci této studie urceny
AAG/CTT a GCA/TGC. V této studii jsou také podrobngji uvedeny typické di-
a trinukleotidové motivy pro fasy, niz$i a vyssi rostliny. U fas jsou nejvice zastoupené

dinukleotidové motivy AC/GT a CA/TG a trinukleotidové motivy GCA/TGC, CAG/CTG
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aGCC/GGC.  Pro nizsi rostliny jsou typické motivy AG/CT, AT/AT a GA/TC
a ztrinukleotidi potom motivy GCA/TGC a CAG/CTG. Dinukleotidy AG/CT a GA/TC
pfevazuji u vysSich rostlin, z trinukleotidovych motivia se u nich nejvice vyskytuji AAG/CTT,
AGA/TCT, GGA/TCC a GAA/TTC. Autofi dosli k zavéru, ze celkové jsou u rostlin tetra-,
penta- a hexanukleotidové motivy mnohem vzacnéjsi nez motivy di- a trinukleotidové, coz je
v souladu s vysledky diive prob&hlé studie von Stackelberg et al. (2006).

V genomu chmele jsou nejvice zastoupeny dinukleotidy GA a GT (Brady et al., 1996),
toto tvrzeni vSak nemusi byt platné pro vSechny chmelové rostliny, jelikoz relativni

zastoupeni mikrosateliti se mize u riznych variet lisit (Brady et al., 1996).

3.2.3 Funkce mikrosateliti

V minulosti se ¢asto predpokladalo, ze mikrosatelitni repetice nemaji vyznamnou
biologickou funkci. V dnesni dobé je ale znamo, ze ve skute¢nosti je role fady
mikrosatelitnich lokustt u mnohych organismt velmi dulezita. Funkce SSR muze byt rizna
Vv zavislosti na jejich umisténi v genomu (Fan et Chu, 2007).

Mikrosatelity umisténé v kodujicich oblastech mohou ovliviiovat aktivaci genu a tim
I expresi proteinu (Kalia et al., 2011). Ptikladem mohou byt n¢které geny patogennich bakterii
obsahujici mikrosatelitni sekvence, které¢ mohou zptisobovat posun ¢teciho ramce a tim vést
ke zméné exprese nebo skladby vznikajicich proteint (Fan et Chu, 2007).

Zmény v expresi mohou zpusobovat také mikrosatelity umisténé v nekodujicich
oblastech (Lawson et Zhang, 2006) ¢i v 5 UTR oblastech (Li et al., 2004). Jako piiklad Ize
uvést ryzi, kde je obsah amylozy zavisly na mnozstvi GA ¢i CT repetic v 5” UTR oblasti genu
waxy (Bao et al., 2002). Dalsim piikladem muze byt kukufice, u které bylo zjisténo, Ze
se mikrosatelit (CCG)n v oblasti 5 UTR genu pro ribozomalni protein podili na regulaci
oplozeni (Dresselhaus et al., 1999).

Ackoliv jiz byly nékteré funkce mikrosateliti objeveny, mnoho z nich zatim zlstava
nejasnych. Pro hlubsi porozuméni je proto zapotiebi jesté dalSich studii (Varshney et al.,
2005).
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3.2.4 Mutacni dynamika

U mikrosatelitd dochazi ke sniZzovani ¢i zvySovani poétu repetic, tyto mutace jsou
jednim z faktort, které ovliviiuji evoluci mikrosatelitni DNA (Oliveira et al., 2006). Muta¢ni
dynamika mikrosatelitli je komplexni a slozity systém, ovliviiovany fadou riznych jevd,

vvvvvv

problematiky.

3.2.4.1 Mechanismus mutaci

Fan et Chu (2007) uvadi tfi mozné mechanismy mutaci u mikrosatelitl:
1) Replika¢ni sklouznuti
2) Nerovnomérny crossing over pii meioze

3) Retrotranspozi¢ni mechanismus

Z téchto tif1i mechanismil se jako nejcastéjsi pti¢ina mutaci jevi replikaéni sklouznuti
(polymerase slippage, strand-slippage replication ¢ SSM = single strand mispairing)
(Levinson et Gutman, 1987). Dalsi dva mechanismy jsou povazovany spiSe za minoritni,
proto bude v této kapitole popsan pouze mechanismus replikaé¢niho sklouznuti. K tomuto jevu
mize dochazet béhem replikace ¢i opravy DNA, kdy po rozvolnéni dvousroubovice (tzv.
disociace) utvoii uvolnéna ¢ast vlakna, dlouha 1 ¢&i vice repetic, smyc¢ku, v disledku ¢ehoz
nasledné dochazi k opétovnému spojeni dvousroubovice (tzv. reasociace) v nespravné ¢asti
vldkna. V zavislosti na tom, na kterém vlakn¢ se smycka utvofti, dochazi bud’ k prodluzovani,
nebo ke zkracovani fetézce. Pokud dojde ke vzniku smycky u nové vznikajiciho vlakna, je
vysledkem prodlouZeni fetézce oproti piivodni predloze. Vznik smycky u templatového
vlakna vede naopak ke snizeni poctu repetic (Oliveira et al., 2006). Cely proces je ilustrovan
na obrazku 9.

Kjevu podobnému replikaénimu sklouznuti dochazi také pti amplifikaci
mikrosatelitnich lokustt pomoci PCR, kde v disledku tohoto d&je dochazi ke vzniku

tzv. koktavych produktt (Ellegren, 2004).
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Obr. 9 Mechanismus replika¢niho sklouznuti, upraveno dle Ellegren (2004), ¢islice 1-10 piedstavuji
repetice opakujiciho se motivu

3.2.4.2 Frekvence mutaci

Frekvence mutaci je u mikrosateliti velmi variabilni. Odli$nosti existuji mezi riznymi
lokusy, alelami i mezi organismy (Ellegren, 2004). Mnozstvi mutaci se muze liSit také
v zavislosti na velikosti motivu, jako ptiklad Ize uvést zjisténi, ze u ¢loveéka je Cetnost mutaci
tetranukleotidd ve srovnani s dinukleotidy 0 50 % nizsi (Chakraborty et al., 1997). Dalezitym
faktorem ovliviiujicim ¢etnost mutaci je také délka mikrosatelitd, kde se zvySujicim se poctem
opakovani motivu dochazi ke zvySovani poctu mutaci. Toto tvrzeni muize byt podpoifeno
myslenkou, Ze vétsi pocet opakovani motivu dava vétsi prilezitost pro vznik replika¢niho
sklouznuti (Pearson et al., 2005).

DalSim ptikladem rozdilného vyskytu mutaci je frekvence mutaci u unikatnich
sekvenci DNA, ktera je velmi nizkd, pfiblizné 10 nukleotidii na generaci (Ellegren, 2000),
zatimco u SSR sekvenci je tato frekvence o nékolik tadia vyssi. Typicky se pohybuje
v rozmezi od 10 do 102 nukleotidfl na generaci (Schldtterer, 2000). Jak uz bylo naznadeno,
frekvenci mutaci ovliviiuje fada jevu, je proto dulezité také uvést, ze vétS§ina mutaci je in vivo
opravena systtmem MMR (mismatch repair system), ktery dokaZe cetnost mutaci sniZit
100 az 1000x (Fan et Chu, 2007), tudiz pouze zlomek z pavodniho mnozstvi ma skutecny
charakter mutace (Ellegren, 2004).

Mutace mikrosateliti mohou mit realné dopady na organismus, coz je nejlépe

prostudovano u c¢lovéka, kde je tendence mikrosateliti k mutacim, tedy jejich nestabilita,
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spojovana s vice nez 40 neurologickymi, neurodegenerativnimi a neuromuskuldrnimi
onemocnénimi  (Pearson et al., 2005). Mezi nemoci zpusobované zménami Vv poctu
mikrosateliti patii napf. Huntingtonova choroba, spinalni svalova atrofie nebo syndrom

kiehkého chromozomu X (Gemayel et al., 2010).

3.25 Mikrosatelity jako markery

3.2.5.1 Markery

Geneticky marker je gen nebo sekvence DNA se zndmym umisténim na chromozomu,
ktery se pouziva K identifikaci jednotlivce nebo druhu (Jain et al., 2014).
Dle Pokhriyal et al. (2012) muzeme markery rozdélit do 3 skupin podle urovné,
na které detekuji polymorfismus:
1) Fenotypové ¢i morfologické markery — odpovidaji kvantitativnim viditelnym znaktim
2) Biochemické markery

3) Molekularni markery — urcuji rozdily mezi sekvencemi DNA

3.2.5.2 Molekularni markery

Molekularni marker je druh genetického markeru, kterym lze ur¢it polymorfismus
na arovni DNA (Jain et al., 2014).
Jak uvadi Pokhriyal et al. (2012), pozadované vlastnosti molekularnich markert jsou:
1) Polymorfismus — moznost méfeni variability
2) Rovnomérné rozmisténi v celém genomu
3) Rychla a snadna detekce

4) Kodominance — Ize rozpoznat homozygoty od heterozygott

Molekularni markery lze Clenit na zaklad¢ fady kritérii, jednim z nich je rozdéleni
podle Varshney et al. (2007):
1) Markery zaloZené na hybridizaci DNA

2) Markery zalozené na polymerazové fetézové reakci (PCR)

Jednim ztypl molekuldrnich markerit zaloZzenych na PCR jsou mikrosatelitni
markery, které mizeme dale délit na markery I. a Il. typu. Markery I. typu, nazyvané EST-
SSR nebo genové mikrosatelity, se vyskytuji v transkribovanych oblastech a jsou asociovany

se znamymi genovymi sekvencemi. Vyhoda téchto markerii je, Ze umoznuji zanést pozici
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genu na genové mapeé a mohou poskytovat informace o ptipadné funkci ¢i vlivu na dany gen.
Nevyhodou je jejich nizsi variabilita, z divodu vyssi konzervativnosti sekvenci, a vyskyt
pouze ve 2 az 5 % gent (Varshney et al., 2005).

Genomické SSR neboli markery Il. typu jsou anonymni sekvence v nekodujicich
oblastech. Uplatnuji se zejména u malo prostudovanych organismt (Wang et al., 2004). Jejich

vyhodou je, ze nebyvaji ovlivnény selekci a mutace u nich probiha jen ndhodné.
3.2.5.3 Mikrosatelitni markery a jejich vyuziti

Vyhodou mikrosatelitnich markert je to, ze splituji vSechny Ctyfi vlastnosti uvadéné
v bod¢ 3.2.5.2, coz neplati pro nékteré dalsi typy markerd, jako jsou napt. AFLP a RAPD
(Pokhriyal et al., 2012). SSR markery maji velmi Siroké uplatnéni, nékteré z ptikladi jejich
aplikace jsou uvedeny v této kapitole.

Mezi praktické vyhody mikrosatelitnich markert patii relativné snadna ptiprava
vzorkll a pouziti PCR, diky ¢emuz lze analyzovat i vzorky o nizké koncentraci DNA ¢i
s degradovanou DNA. Toho se vyuziva zejména Vv odvétvich, jako je forenzni véda, kde jsou
mikrosatelity nejéastéji pouzivanymi genetickymi markery, a to hlavné¢ k identifikaci
zlo€incli, urCovani otcovstvi nebo hledani pohiesovanych osob (Jain et al., 2014).
Rozvijejicim se oborem je také forenzni botanika, ktera pouziva SSR markery k ur€ovani
rostlinného materialu nalezeného na misté ¢inu a tim piispiva k vySetiovani zlocint (Craft et
al., 2007). Na podobném principu jsou mikrosatelitni markery pouzivany u rostlin, kde se
timto zptisobem muze urcovat odriadova pravost (Gilmore et al., 2007). V praxi se SSR
pouzivaji napt. ke sledovani autenticity a pivodu olivovych oleji (Ben-Ayed et al., 2012).
Pro sniZeni nakladii a ¢asu analyzy je moZné pouzivat tzv. multiplexovani, coZ je metoda, pfi
které dochazi ke spoleéné amplifikaci vice mikrosateliti v jedné PCR reakci (Guichoux et al.,
2011).

Chistiakov et al. (2006) uvadi, Ze jednu z hlavnich oblasti vyuziti SSR markert
predstavuje genetické mapovani. Varshney et al. (2005) udava, ze je pro tvorbu genovych
map vyhodné kombinovat markery I. a Il. typu. Markery Il. typu umoziiuji zmapovat velké
¢asti chromozomu a piedstavuji tak celkovy ramec mapy, zatimco markery I. typu jsou
pouzivany pro urCeni pfesného umisténi genli v ramci vazbové mapy a tim se vzajemné
doplnuji (Chistiakov et al., 2006). V praxi lze téchto metod vyuzit k mapovani uzite¢nych
gend ¢i k MAS neboli markerové asistované selekci (Mohan et al., 1997). Koelling et al.

(2012) uvadi, ze MAS je jednou z moznosti, jak spojit molekularni markery se sledovanymi
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vlastnostmi, jakymi jsou naptiklad obsah hotkych a aromatickych latek u chmele, odolnost
proti hmyzu ¢i pohlavi rostlin.

Dalsim piikladem aplikace SSR markeri jsou popula¢ni studie, V nichz mize byt diky
variabilité¢ mikrosatelitd v populaci zkoumana jeji velikost, struktura a dopady raznych jevu,
jako jsou napt. geneticky drift ¢i efekt hrdla lahve (tzv. bottleneck efekt). Uréovany mohou
byt také rozdily mezi jedinci (Stagel et al., 2008; Putman et Carbone, 2014).

Podobnym zpiisobem jsou SSR markery pouzivany i v ramci fylogeografickych studii,
a to zejména Ke zkoumani biogeografické a genetické historie organismt V geograficky
rozsahlych oblastech (Chistiakov et al., 2006; Zhang et al., 2007).

Jednou z dalSich moznosti vyuziti mikrosateliti je urovani stupné piibuznosti
riznych jedinci ¢i skupin, coz je v praxi vyuzivano pro hodnoceni urovné piibuznosti
pfi plemenitbé chovanych nebo ohrozenych druht a ve Slechtitelskych programech (Gupta et
Varshney, 2000).

Nezanedbatelnym oborem, kde jsou mikrosatelity hojné vyuzivany, je také medicina.
Zde se pouzivaji jednak k diagndze a identifikaci rtiznych nemoci, ale také k v€asnému
urovani nékterych typu rakoviny, jako je rakovina mocového méchyte nebo kolorektalni

karcinom (Soreide et al., 2006; Wild et al., 2009).

3.3 Chloroplasty a chloroplastové mikrosatelity

3.3.1 Chloroplastova DNA

Ke vzniku rostlinné eukaryotické buriky, tak jak ji zname dnes, doslo pied vice nez
miliardou let spojenim eukaryotické bunky s volné zijici cyanobakterii (sinice). Z této
cyanobakterie se postupné béhem evoluce stal typ bunééné organely — chloroplast
(McFadden, 2001). Genetickymi a biochemickymi studiemi bylo odhaleno, ze Vv porovnani
s volng zijicimi predky jsou dnes$ni genomy plastidi mensi, obsahuji pouze okolo 5-10 %
puvodniho mnozstvi genti (Martin et al., 2002). Duvodem miuze byt to, ze fada gend
z ptivodni buiky sinice byla pfevedena do jadra, které kontroluje a reguluje procesy
probihajici v chloroplastech (Bock et Timmis, 2008). Kromé toho také doslo béhem evoluce
k prenosu néekterych gent z chloroplasti do mitochondrii (Cummings et al., 2003) a fada
dalsich vymizela upIn¢ (Xiong et al., 2009).

Chloroplasty jsou v souladu s endosymbiotickym ptvodem oznafovany jako
semiautonomni, protoze obsahuji vlastni genetickou informaci véetné struktur zajistujicich

transkripci a translaci (Xiong et al., 2009). Z toho vyplyva, ze kromé& genomu jaderného se
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Vv rostlinnych bunikach nachazi i genom chloroplastovy (plastidovy), tzv. plastom (cpDNA)
(Snustad et al., 2009).

Chloroplastova DNA obsahuje jak strukturni geny kodujici proteiny, napf. gen pro
velkou podjednotku enzymu Rubisco (Khanna, 1990) a také geny pro funkéni RNA napf.
geny pro tRNA ¢i rRNA (Khanna, 1990). Usporadani genti v chloroplastové DNA je napfic¢
riznymi taxony pomérné konzervativni (Xiong et al., 2009). Replikace cpDNA probiha
nezavisle na replikaci jaderné DNA, ale je kontrolovana jadrem, jelikoz funk¢ni chloroplasty
jsou zavislé na koordinované aktivité produktt jadernych i chloroplastovych gend (Snustad et
al., 2009). Tradi¢né se predpoklada, ze plastidové genomy existuji ve formé kruznicovych
molekul (Bendich, 2004) obsahujicich jeden par invertovanych repetic (IR — inverted repeat)
rizné délky, které rozdéluji genom na oblast LSC (large single-copy region) a oblast SSC
(small single-copy region) (Higgs, 2009). Ve skute¢nosti jsou vsak ziejmé pievazujici
strukturou linearni vétvené komplexni molekuly DNA (Bendich, 2004).

Chloroplastova dédi¢nost se 1isi od jaderné tim, Ze je uniparentalni, ve vétSiné pripada
matroklinni, u nékterych druhti se ale tak¢é mlze objevovat dédinost patroklinni. Obvykle
se matroklinni dédi¢nost vyskytuje u krytosemennych a patroklinni u nahosemennych rostlin
(Provan et al., 2001; Navascues et Emerson, 2005; Petit et al., 2005).

Ve srovnani s jadernou DNA jsou cpDNA relativné¢ malé dvouvlaknové molekuly.
Natsume et al. (2014) uvadi, Ze u japonského kultivaru chmele Shinshu Wase je velikost
cpDNA 180 204 bp, coz je ptiblizné 14x méné oproti jaderné DNA chmele (Natsume et al.,
2014). Rozdily mohou byt ale mnohem vétsi, jako piiklad 1ze uvést velikost jaderného
genomu hexaploidni pSenice (Triticum aestivum L.) 17 Gb (IWGS Consortium, 2014)
a velikost jejiho chloroplastového genomu 134 540 bp (Ogihara et al., 2000).

Bunky rostlin obsahuji rizné pocty chloroplastd, v nichz je pfitomno mnoho kopii
chloroplastové DNA. Jejich pocet je zavisly na typu butiky a 1i8i se u riznych druhd. Napf.
Vv jednobunécné fase Chlamydomonas reinhardtii se nachazi pouze jeden chloroplast, ktery
obsahuje piiblizné 80—100 kopii cpDNA (Higgs, 2009; Snustad et al., 2009). Plastomy mohou
obsahovat velkou ¢ast celkové bunééné DNA, napi. Spenat (Spinacia oleracea L.) obsahuje az
13 000 cpDNA na bunku, coz predstavuje 23 % z celkového obsahu DNA (Lawrence et
Possingham, 1986).

28



3.3.2 Chloroplastové mikrosatelity

Jak uz bylo naznaceno, pfevdzna Cast mikrosatelitii se nachdzi v jadfe, nicméné
mikrosatelitni lokusy se vyskytuji také v mitochondriich (Rajendrakumar et al., 2007)
a chloroplastech (Provan et al., 2001). Na zakladé¢ toho se daji délit na jaderné mikrosatelity
(nuSSR), mitochondridlni mikrosatelity (mtSSR) a chloroplastové mikrosatelity (cpSSR).

Chloroplastové SSR markery se odlisuji od jadernych mikrosatelitd napf. tim, ze
CPSSR jsou vétsinou relativné kratké (10-20 bp) useky poly (A/T) repetic, a na rozdil od
jadernych mikrosatelitti jsou u nich poly (C/G) ¢i dinukleotidové repetice vzacné (Weising et
al., 2005). Dalsi odlisnosti, oproti jadernym SSR, je pravdépodobné nizsi vyskyt mutaci, coz
zjistili Provan et al. (1999) ve studii provadéné na velmi monomorfni populaci borovice
Torreyovy (Pinus torreyana Parry ex Carr.). Zjisténa frekvence mutaci byla mezi 3,2 x 107
a7,9 x 10°. Tyto hodnoty jsou niz§i nez u jadernych SSR, ale vy$si nez v jinych oblastech
chloroplastového genomu. Weising et al. (2005) ale upozornji, Ze se jedna pouze o hruby
odhad, jelikoz v této studii nebylo pouzito dostate¢né reprezentativni mnozstvi vzorkt. Oproti
markery informac¢né hodnotné jak jednotlive, tak i ve formé specifickych cpDNA haplotypi
(Weising et al., 2005).

Chloroplastové mikrosatelitni markery jsou diky svym vlastnostem, jako je haploidni
povaha, nerekombinantnost a uniparentalni dédi¢nost, vyuzitelné hlavné pro populacni,
genetické a fylogeografické studie (Birky, 2001; Provan et al., 2001).

Napi. Segarra-Moragues et al. (2007) vyuzili uniparentalni dédi¢nost cpSSR ke
zjistovani predkl z matetské linie nového poddruhu pchace Cirsium vivantii.

Ke studiu diverzity vyvinuli Provan et al. (2004) na zaklad¢ chloroplastového genomu
ryze, kukufice a obili univerzalni primery pro celou celed lipnicovitych (Poaceae), ktera
ptfedstavuje velmi vyznamnou skupinu plodin.

Gilmore et al. (2007) vyuzili ¢cpSSR k hodnoceni diverzity a geografického puvodu
konopi (Cannabis sativa L.). Haplotypy objevené v ramci této studie by mohly slouzit
k identifikaci rtiznych druhd konopi (Cannabis sativa L.), zejména k rozliSeni odrad

s vysokym obsahem halucinogennich latek, zneuzivanych k produkci drog.
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4  Material a metody

4.1 Rostlinny material

Pro vyzkum v ramci diplomové prace bylo celkem pouzito 225 vzorkd chmele. Z toho
bylo 8 vzorkd izolovano ve 3 opakovanich (zastupci vSech tfi bioregioni chmele — 3x
Kavkaz, 3x Evropa a 2x USA) a pouzivano jako pracovni vzorky b&hem optimalizace.
Z celkovych 225 vzorka chmele bylo 44 vyfazeno béhem analyzy, jelikoZz nebyl ziskan
amplikon v nékterém ze studovanych lokust. Podrobnéjsi piehled pouzitych kultivaru je
uveden v ptiloze 1. Jako pozitivni kontrola byl v n€kterych ¢astech prace pouzit vzorek DNA
izolovany z bramboru (Solanum tuberosum L. subsp. tuberosum), protoze testované CpSSR

markery byly pro chmel piejaty pravé od brambor (Bryan et al., 1999).

4.2 lzolace DNA

Izolace rostlinného materialu byla provedena pomoci kitu DNeasy Plant MiniKit
(Qiagen) dle manualu vyrobce.
Postup izolace DNA z listti chmele:

1) Ptiblizn¢ 100 mg rostlinného materialu bylo navazeno do zkumavek, zmrazeno
Vv tekutém dusiku a nasledné rozmélnéno sklenénou tycinkou.

2) Do kazdé zkumavky bylo ptidano 400 pl pufru AP1 a poté 4 ul RNase A.

3) Vzorky byly homogenizovany na vibraéni tfepacce aulozeny na 10 minut
do termobloku pfi teploté 65 °C. Béhem téchto 10 minut byly vzorky pribézné znovu
2x az 3x homogenizovany na vibracni tiepacce.

4) Poté bylo do zkumavek ptidano 130 pl pufru AP2 a20 ul 25% roztoku PVP
(polyvinylpyrrolidon).

5) Dale byly vzorky vlozeny na 5 minut do mraznicky.

6) Vzorky byly centrifugovany pti 13 000 X g po dobu 5 minut a poté byl supernatant
pfemistén do fialovych zkumavek s filtrem, které byly soucasti kitu.

7) Nasledovala centrifugace pii 13 000 X g po dobu 2 minut. Filtrat byl pfemistén do
béznych zkumavek.

8) Byl pridan 1,5nasobek objemu (675 ul) AP3 pufru s etanolem.

9) Vzorky byly ptepipetovany do bilych zkumavek s filtrem, které byly soucasti Kitu,
a centrifugovany 1 minutu pti 8 000 x g.

10) Filtry byly pfemistény do novych zkumavek.
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11) Nasledné bylo pridano 500 ul AW pufru s etanolem a byla provedena centrifugace
1 minutu pfi 8 000 x g.

12) Po sliti filtratu do sbérné kadinky byl krok ¢. 11 zopakovan.

13) Po opétovném sliti filtratu byla provedena centrifugace na sucho po dobu 2 minut
pii 13 000 x g.

14) Filtry byly premistény do Cistych zkumavek a bylo ptidano 100 pl AE pufru predem
predehiatého na teplotu 65 °C.

15) Takto piipravené vzorky byly inkubovany po dobu 5 minut v centrifuze apoté
centrifugovany 1 minutu na 8 000 x g.

16) Do zkumavek bylo pifidano dalsich 100 pl predehiatého AE  pufru,
nasledovala inkubace a centrifugace shodna s krokem ¢. 15.

17) Izolovana DNA byla umisténa v uzavienych zkumavkach do mrazni¢ky.

4.3 Kyvalitativni a kvantitativni hodnoceni DNA

U v8ech vzorki byla méfena koncentrace pomoci mikroobjemového UV
spektrofotometru S-111107 NanoPhotometer (Implen) a také bylo provedeno stanoveni
pritomnosti kontaminujicich latek. VSechny vzorky byly poté nafedény na vyslednou

koncentraci 10 ng pl™.

4.4 Agarozova elektroforéza

Elektroforetickd separace amplifikovanych fragmenti probihala na deskové
horizontalni agar6zové elektroforéze (Bio-Rad) v 1,5% agarézovém gelu pii napéti 120 V.
K orientacnimu stanoveni velikosti ziskanych fragmentli byl pouzit hmotnostni standard

GeneRuler 100 bp (Thermo Fisher Scientific).

4.5 Kapilarni elektroforéza

Separace probihala v genetickém analyzatoru ABI PRISM 310 (Life Technologies) za
podminek nastavenych v modulu GS STR POP4 (1 ml) G5, které jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1 Kapilarni elektroforéza — podminky separace

Napéti pri nastfiku [kV] 10
Doba nastiiku [sec] 5
Napéti pri separaci [KV] 15
Doba separace [min] 28
Teplota separace [°C ] 60
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4.6 Bioinformaticka analyza

V prvnim kroku byla provedena bioinformaticka analyza, kdy byly za pomoci
chloroplastové databaze Chloroplast DB (Cui et al., 2006) stazeny sekvence
kompletnich chloroplastovych genomut tabaku (Nicotiana tabacum L.) (ID: Z00044.2)
a bramboru (Solanum  tuberosum L.) (ID: DQ386163.2). Z databaze GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) byl stazen chloroplastovy genom konopi (Cannabis
sativa L.) (ID: KP274871.1) a v programu BLASTN ver. 2.2.31+ (Zhang et al., 2000) byl

proveden alignment sekvenci mezi tabakem a konopim.

4.7 Empirické ovéreni funkénosti jednotlivych cpSSR markeri

Vsechny dostupné markery byly testovany v singleplexovém uspofadani. Testovani
bylo provedeno v termocykleru T — gradient (Biometra). Reak¢éni smés o objemu 12,5 pl
obsahovala 30 ng DNA, 0,25 U polymerazy Phusion Hot Start 11 (Thermo Fisher Scientific),
1x Phusion HF Buffer (Thermo Fisher Scientific), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP a 0,4 uM
primert (F, R). Podminky amplifikace uvadi tabulka 2.

Tab. 2 Teplotni profil PCR testovani jednotlivych cpSSR

Proces Pocet cykli Teplota Cas
Preddenaturace 1 98 °C 30s
Denaturace 30 98 °C 10s
Anelace 30 55 °C 20s
Elongace 30 72 °C 20s
Finalni elongace 1 72 °C 600 s

Pro nékteré lokusy byly pomoci programu Primer 3 (Untergasser et al., 2012)
a Reverse complement (Meskauskas, 2013) nové navrzeny specifické primery R, jejichz

sekvence jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tab. 3 Sekvence nové navrzenych primertt R
Lokus Marker Primer Sekvence primeru (5-3")
rps2/RF862

intergenova oblast

NTCP 12 NTCP 12 R AAATGAACGGCTTGGATCG

psbC/trnS intergenova

o NTCP 18 NTCP 18 R TGGCTCGGCTATTCCACTTA
onlas
I/ORF184
psal NTCP 26 NTCP 26 R TGCGTGAATACGAGCTTCTG
intergenova oblast
GIpP intron NTCP 29 NTCP 29R  GCTCTTTTATTACAAATTCGACAGG
clpP intron NTCP 30 NTCP 30a R GAGACCCATTTCAGCGTCAC
clpP ntron NTCP 30 NTCP 30b R ATCAGGAGACCCATTTCAGC
oA exon NTCP 33 NTCP 33 R CCCCTTTTTGATTTTCATGG
12/trnH i 4
rplaftmiintergenova -\t ep 40 NTCP 40 R GTGGATCAAGGCAGTGGATT

oblast

4.8 Vyvoj nového markeru pro lokus NTCP 8

Béhem testovani jednotlivych cpSSR bylo zjisténo, ze NTCP 8 amplifikuje
V porovnani s ostatnimi velmi slabé. Na zakladé bioinformatické analyzy se predpokladalo, ze
problém je s vysokou pravdépodobnosti v misté nasedani primeru NTCP 8 F. Pro ovéfeni, zda
je problém v nasedaniu primeru F ¢i R, byly provedeny 2 rozdilné amplifikace, které
vyuzivaly skute¢nosti, ze amplifikovaly také markery NTCP 7 a NTCP 9, vyskytujici se
v relativni blizkosti lokusu NTCP 8 (1 196 a 75 bp mezi lokusy). V prvnim ptipadé byly do
PCR reakéni smési pouzity primery NTCP 7 F a NTCP 8 R, ptedpokladand velikost
vzniklého fragmentu byla 1 670 bp. Druha reakce obsahovala primer NTCP 8 F a NTCP 9 R,
¢imz m¢él teoreticky vzniknout fragment o velikosti 540 bp. V souladu s ptedpokladem

amplifikoval pouze fragment dlouhy 1 670 bp.

4.8.1 Podminky amplifikace lokusu NTCP 8 urceného k sekvenaci

Reakéni smés o objemu 12,5 ul obsahovala 50 ng DNA, 0,5 U polymerazy Immolase
(Bioline), 1x ImmoBuffer (Bioline), 2 mM MgClz, 0,2 mM dNTP a 0,4 uM primera
(NTCP 7 F, NTCP 8 R). Amplifikace probihala v termocykleru T — gradient (Biometra) a jeji

podminky jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tab. 4 Teplotni profil PCR pro amplifikaci na sekvenaci

Proces Pocet cykli Teplota Cas
Pieddenaturace 1 95 °C 600 s
Denaturace 35 95 °C 20s
Anelace 35 50 °C 40s
Elongace 35 72 °C 120's
Finalni elongace 1 72°C 600 s

Separace amplifikovanych fragmenti byla provedena v 1,5% agar6zovém gelu
pfinapéti 120V po dobu 1 hodiny. K ovéteni spravné velikosti byl pouzit hmotnostni
standard GeneRuler 100 bp (Thermo Fisher Scientific). Vzniklé fragmenty byly vytiznuty

skalpelem a izolovany pomoci MinElute PCR Purification Kit (Qiagen).

4.8.2 Sekvenac¢ni reakce

Reakéni smés o objemu 20 pl obsahovala 50 ng DNA, 1x sekvenacni pufr (Life
Technologies), 3,2 uM F ¢i R primer a 2 pl sekvena¢ni smési BigDye Terminator v3.1 (Life
Technologies). Testovani bylo provedeno Vv termocykleru C1000 (Bio-Rad). Podminky
sekvenacni reakce uvadi tabulka 5.

Tab. 5 Teplotni profil pro sekvena¢ni reakci

Proces Pocet cyklu Teplota Cas
Preddenaturace 1 96 °C 60 s
Denaturace 25 96 °C 10s
Anelace 25 50 °C 5s
Elongace 25 60 °C 240 s
Finalni elongace 1 60 °C 600 s

4.8.3 Purifikace po sekvenacni reakci

Postup purifikace:

1) Byly ptidany a nasledné promichany 2 ul glykogenu (Thermo Fisher Scientific), 50 ul
96% etanolu a 2 ul 3M octanu sodného.

2) Nasledovalo ponechani vzorkl po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté.

3) Vzorky byly centrifugovany po dobu 30 minut pii 13 000 x g.

4) Ze vzorki byl opatrné odpipetovan roztok, bila srazenina byla ve zkumavce
ponechana a poté bylo pfidano 200 ul 70% etanolu.

5) Vzorky byly centrifugovany po dobu 15 minut pii 13 000 X g.
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6) Poté byly zopakovany dva predchozi body.

7) Nasledné byly vzorky suseny pfi teploté 50 °C po dobu 20 minut.

8) Do kazdé zkumavky bylo pfidano 12 pl Hi-Di formamidu (Life Technologies).

9) Na zavér probéhla denaturace vzorku v termocykleru C1000 (Bio-Rad) pii teploté
95 °C po dobu 5 minut.

4.8.4 Sekvenace

Vlastni sekvenace byla provedena pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM 310
(Life Technologies). Separace probihala v kapilaie dlouhé 47 cm s polymerem POP4 v 1x
Running pufru (Life Technologies). V Data Collection Software 3.1.0 byl nastaven
KB_310_POP4_BDTv3_36Std Dye Set a jako zakladni modul byl zvolen Seq POP4 (1 ml)E.
Doba nastiiku byla 30 s pii napéti 1 kV. Separace probihala pii 11,3 kV a teploté 50 °C
po dobu 35 minut.

4.8.5 Vyvoj a optimalizace nového primeru pro lokus NTCP 8

Na zaklad¢ vysledki sekvenace chmele (viz kapitola 5.2) byly pomoci programu
Primer 3 (Untergasser et al., 2012) navrzeny tfi nové primery NTCP 8 Fa, NTCP 8 Fb, NTCP
8 Fc, jejichz sekvence jsou uvedeny V tabulce 6.

Tab. 6 Sekvence nové navrzenych primert F pro NTCP 8

Lokus Marker Primer Sekvence primeru (5-3")
trnG intron NTCP 8 NTCP 8 Fa TGTTAGAATCCCCTTCTTTTC
trnG intron NTCP 8 NTCP 8 Fb GACTTTGGTTTACTAGAGACATC
trnG intron NTCP 8 NTCP8Fc  TTGGTTTACTAGAGACATCGACT

Tyto primery byly testovany za stejnych podminek PCR jako v tabulce 2, stim
rozdilem, Ze pocet cyklld byl zvySen na 35, anelace byla prodlouzena na 30 s a optimalni Ta
(anela¢ni teplota) byla stanovena pomoci teplotniho gradientu v rozmezi od 53 °C do 57 °C.
Jako nejvice vyhovujici Ta byla urCena teplota 54 °C. Ze tii testovanych markerd bylo
dosazeno nejkvalitngjsi amplifikace pomoci primeru NTCP 8 Fb, ktery byl dale
optimalizovan. Optimalizace spocivala v testovani koncentraci jednotlivych komponent
reak¢éni smési a ptidavku riznych aditiv, jako je BSA (bovinni sérum albuminu) ¢i PCR
Enhancer (Top-Bio). Celkem bylo otestovano 7 variant, ptehledn¢ shrnutych v tabulce 7,

které probihaly za teplotnich podminek PCR shodnych s podminkami uvadénymi v tabulce 8.
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Tab. 7 Varianty testované pii optimalizaci NTCP 8 Fb

v v v v v v

DNA 30 ng
Phusion Hot
0,15U v v v v v v
Start 1l polym.
Phusion HF
1x v v v v v v
Buffer
MgCI2 18mM  15mM  1,8mM 2mM 2,2mM 2mM 2,2mM
dNTP 0,2 mM v v v 7/ v v
Primer F 0,4 uM v v v Y v v
Primer R 0,4 uM oA oA o v v v
BSA X 0,4 ug/ul -/ 7 v v v
PCR Enhancer X 2mM o v v x x

Symboly: X znamend, Ze tento komponent nebyl v dané varianté pouZit, v znamena, Ze se
koncentrace shoduje s var. 1 ¢i v piipadé BSA a PCR Enhanceru s var. 2

4.9 Multiplex PCR

Pied samotnou tvorbou multiplexu bylo otestovano, zda je varianta 7, vybrana
pii optimalizaci NTCP 8, funkéni i u ostatnich markert v singleplex uspofadani. Funk¢nost
byla otestovana pomoci gelové elektroforézy (viz obrazek 15), i kapilarni elektroforézy.
Béhem tohoto testovani byl z divodu nekvalitni amplifikace vyfazen marker NTCP 23. Byly
vytvotreny dva multiplexy, znacené M1 a M2.

4.9.1 Multiplex M1

ZNTCP markeri funkénich v prvni fazi testovani (viz kapitola 5.1), byl pomoci
programt AutoDimer (Vallone et Butler, 2004) a Multiplex Manager 1.0 (Holleley et Geerts,
2009) slozen multiplex M1. Béhem testovani multiplexu M1 byly optimalizovany
koncentrace jednotlivych primert za téelem ziskani vyrovnaného signalu. Vysledkem byl
tzv. hexaplex se slozenim reakce odpovidajicim varianté 7 liSici se pouze koncentraci
jednotlivych primert, které byly nasledujici: 0,2 uM (NTCP 3, 7), 0,05 uM (NTCP 8, 37),
0,4 uM (NTCP 9), 0,3 uM (NTCP 28). Teplotni profil PCR pro vysledny multiplex M1 je

uveden v tabulce 8.
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4.9.2 Multiplex M2

Z NTCP markert, pro které byly vyvinuty nové specifické primery R (viz tabulka 3),
byl pomoci programi AutoDimer (Vallone et Butler, 2004) a Multiplex Manager 1.0
(Holleley et Geerts, 2009) slozen multiplex M2. Optimalizace multiplexu M2 byla provadéna
obdobnym zplisobem jako v ptipadé multiplexu M1. Vysledkem byl tzv. tetraplex se slozenim
reakce odpovidajicim varianté 7 liSici se koncentraci jednotlivych primert, které byly
nasledujici: 0,24 uM (NTCP 33) a 0,28 uM (NTCP 12, 26, 30a). Teplotni profil PCR pro

vysledny multiplex M2 je uveden v tabulce 8.

Tab. 8 Teplotni profil PCR pro vysledné multiplexy M1 a M2

Proces Pocet cykla Teplota Cas
Preddenaturace 1 98 °C 30s
Denaturace 30 98 °C 10s
Anelace 30 53°C 20s
Elongace 30 72 °C 20s
Finalni elongace 1 72 °C 600 s

4.10 Statisticka analyza

Intra i interpopula¢ni analyza, ktera zahrnovala uréeni poctu a frekvence alel, pocet
a frekvenci haplotypt, pocet privatnich haplotypt, genetickou diverzitu (Hs) a fixac¢ni index
(Fst) byla provedena v programu HaplotypeAnalysis ver. 1.05 (Eliades et Eliades, 2009).
Shlukova analyza byla provedena v programu STATISTICA ver. 12 (Statsoft).

37



5 Vysledky

5.1 Vysledky bioinformatické analyzy

Z celkem 23 zkoumanych ¢pSSR markerd bylo mozné sekvenéné porovnat 20 lokusi
mezi konopim a tabakem. Zbylé 3 lokusy nebyly v chloroplastomu konopi nalezeny. Tvorba
novych markeri byla provedena ve dvou fazich. V prvni fazi byly testovany vSechny
dostupné markery z hlediska amplifikace v singleplex uspofadani. Tyto amplifikujici markery
se pak staly zakladem pro vytvoieni multiplexu M1. Ve druhé fazi byly vyhledany lokusy,
které vykazovaly vysokou sekvencni podobnost v misté¢ nasedani F primerd. Kritériem pro
vybér byl vyskyt maximalné¢ 2 bodovych mutaci. Vysledek analyzy z hlediska poctu
bodovych mutaci jak pro F, tak pro R primery uvadi tabulka 9. Pro tyto lokusy byly navrzeny

nové R primery (viz tabulka 3). Dané lokusy se staly zakladem pro tvorbu multiplexu M2.

Tab. 9 Pocty bodovych mutaci u primerti F a R na zaklad¢ alignmentu tabaku a konopi

Pocéet mutaci — Pocet mutaci —
Marker . .
primer F primer R

NTCP3 1
NTCP4 -
NTCP6
NTCP7
NTCP8
NTCP9
NTCP10
NTCP12
NTCP14 -
NTCP18 2
NTCP19 1
NTCP20 13
NTCP23 10
NTCP24
NTCP26
NTCP27
NTCP28
NTCP29
NTCP30
NTCP33
NTCP37
NTCP39
NTCP40

Symboly: — zna¢i, ze udaje pro tento primer nejsou dostupné

N O FR FNREFE O RFO m OO WwN |
~NF, OO0 R, P N| OMNOoOoOoOoo | N

(@)
o
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Pfi porovnani kompletnich chloroplastovych sekvenci bylo také zjiSténo, Ze lokus
NTCP 40 se vyskytuje v genomu konopi (Cannabis sativa L.) ve dvou kopiich, které jsou
vuci sobé invertované. Divodem je vyskyt v jedné ze dvou oblasti oznacovanych jako IR
(inverted repeat), které oddéluji LSC a SSC oblasti. Tyto oblasti maji velikost pfiblizné
25 Kb, jak ukazuje bodovy graf (obr. 10) vytvofeny na zakladé alignmentu chloroplastomu
tabaku a konopi.

Plot of giTB6142191|gblKPZT4ET1 1| vs giT6568634/emb@00044.2| &)

\/
A\

a0k

Zono44.2

KPZ274871 1 40 kK B0 K g0 K 100 K 120 K 153,877

Obr. 10 Bodovy graf alignmentu chloroplastomu tabaku (Z00044.2) — osa y a konopi (KP274871.1) —
o0sa X

5.2 Vysledky sekvenace lokusu pro marker NTCP 8

Ziskané sekvence chmele byly v programu BioEdit ver. 7.0.9.0 (Hall, 1999)
porovnany se sekvencemi tabaku (Nicotiana tabacum L.), bramboru (Solanum tuberosum L.)
a konopi (Cannabis sativa L.) — viz obrazek 11. V misté nasedani pivodniho primeru
NTCP8F (na obrazku 11 vyznaCeno Sed€) bylo nalezeno né&kolik bodovych mutaci
znemoznujicich amplifikaci daného lokusu. Jak je patrné z obrazku 11, byly u chmele
detekovany celkem 3 substituce a 1 delece. Na 1. nukleotidu ve sméru 5" — 3" byla u chmele
nalezena transverze (T>A), na 2. pozici transverze (A>T), na 6. pozici jednonukleotidova

delece a na 19. pozici tranzice (A>G).
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5.3 Vysledky optimalizace a tvorby multiplext

V prub¢hu optimalizace bylo testovano 7 variant (viz tabulka 7), pficemz jednotlivé
testované varianty jsou prezentovany na obrazcich 12 a 13. Jako nejlepsi byla vyhodnocena
varianta 7, ktera obsahovala nejvys$si mnozstvi hoi¢iku — 2,2 mM a 0,4 ug/ul BSA. Jak je
z obrazki 12-13, patrné u nékterych genotypu, které¢ jsou pievazné amerického plivodu,

nedochazelo k amplifikaci.

.‘l'.
S 1000
= 500
—

-—" e as - -— - . e

Obr. 13 Optimalizace markeru NTCP 8 Fb, varianta 4-7 (zprava doleva a ze shora dolt), M =
hmotnostni standard

Pro ovéfeni funkcnosti varianty 7 bylo provedeno testovani na 24 ndhodnych vzorcich
chmele, pficemz jednotlivé bioregiony byly zastoupeny vzdy po 8 vzorcich. Vysledek tohoto
testovani je zobrazen na obrazku 14. Jako v ptedchozim piipadé nedochazi k amplifikaci

u nékterych genotypti (viz obr. 14).
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M

—

Obr. 14 Testovani markeru NTCP 8 Fb, varianty 7 na 24 nahodnych vzorcich chmele, M =
hmotnostni standard

Vysledné slozeni reak¢éni smeési a teplotni profil PCR pro marker NTCP 8 bylo
otestovano u zbyvajicich markert jak v single, tak v multiplexovém usporadani. Kvalitu

amplifikace u jednotlivych markerd ukazuje elektroforeogram na obrazku 15.
M M

— 1000 = 1000 S 1000

_39.9----———--‘500 - 500

2

s 1000 ' 1000

— 500 - 500

e
1
S

i

Obr. 15 Testovani varianty 7 u markert NTCP 3, NTCP 7, NTCP 9 (horni ¢ast obrazku, zprava
doleva), NTCP 23, NTCP 28, NTCP 37 (spodni ¢ast obrazku, zprava doleva) v singleplex uspoiadani,
M = hmotnostni standard

Z puvodnich 23 ¢pSSR markert navrzenych Bryan et al. (1999) pro rod Solanum, bylo
u chmele funkénich 8 markerti, a to konkrétné¢ cpSSR pod oznacenim NTCP 3, NTCP 7,
NTCP 8, NTCP 9, NTCP 19, NTCP 23, NTCP 28, NTCP 37. Béhem optimalizace a testovani
doSlo k vyfazeni NTCP 19 a NTCP 23. Divodem pro vyfazeni NTCP 19 byla tvorba
nespecifického produktu ve velikosti jiného testovaného mikrosatelitntho markeru, coz
branilo jeho jednozna¢né identifikaci. Marker NTCP 23 byl vytfazen z diivodu nekvalitni
amplifikace (obr. 15 vpravo dole). Pro marker NTCP 8 byl nové vytvoien F primer (viz
kapitola 4.8.5). Z téchto Sesti markert byl nakonec vytvofen multiplex M1.

V piipadé¢ druhého multiplexu M2 bylo potieba pomoci programu Primer 3

(Untergasser et al., 2012) navrhnout nové specifické primery R, jejichz sekvence jsou
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uvedeny v tabulce 3. Celkem bylo navrzeno 8 R primerd pro lokusy NTCP 12, NTCP 18,
NTCP 26, NTCP 29, NTCP 30, NTCP 33, NTCP 40. Z téchto 8 primeru byly, s vyjimkou
NTCP29, vSechny funkéni. Primery NTCP 30a R a 30b R byly funk¢ni oba, ale do
vysledného multiplexu byl vybran pouze NTCP 30a R, ktery poskytoval lepsi profil.
Funkénim markerem byl i NTCP 40, ktery vykazal velikostni polymorfismus mezi
testovanymi vzorky. Vzhledem k velikosti amplikonu (>600 bp; obr. 16) neni NTCP 40

V soucasné podob¢ vhodny pro markerovani, a proto nebyl zatazen do zadného z multiplexti.

Obr. 16 Testovani vSech nové navrzenych markerdt NTCP 33, NTCP 12, NTCP 18, NTCP 30, NTCP
26, NTCP 29, NTCP 30b, NTCP 40 (zprava doleva), M = hmotnostni standard

Pro ilustraci vysledné podoby multiplext M1 a M2 po separaci v kapilarni
elektroforéze jsou uvedeny jejich elektroforeogramy na obrazcich 17 a 18. Jak je patrné
z obrazku 18, u markeru NTCP 26 vznika nespecificky produkt (na obrazku oznacen *), coz
bylo potvrzeno i v singleplexovém uspotadani. Na obrazku 18 Ize dale vidét rozdily u riznych
genotyptt pro marker NTCP 26, kde dochazi, ve vétsiné ptipadd, k amplifikaci pouze

U chmeld ptivodem z amerického bioregionu.
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5.4 Vysledky statistické analyzy

5.4.1 Deskriptivni statistika

Celkem bylo ziskano 10 markerQ, z nichz 6 bylo polymorfnich. V kazdém z téchto
polymorfnich lokusti byly nalezeny dvé, popi. tii alely, jejichz velikosti (bp) jsou uvedeny
v zavorce pro jednotlivé lokusy: NTCP 7 (201, 202), NTCP 9 (391, 407),
NTCP 12 (184, 187), NTCP 26 (72, 179), NTCP 28 (156, 157), NTCP 30 (139, 140, 141).
Zbylé ctyti lokusy NTCP 3 (186), NTCP 8 (267), NTCP 33 (160) a NTCP 37 (138) byly
monomorfni.

K posouzeni variability bylo provedeno porovnani na nékolika urovnich. Nejprve byla
analyzovana variabilita vSech chmeld tvoficich kolekci genobanky Chmelaiského institutu
S. I. 0. Dale byly chmely rozdéleny a porovnany v ramci skupin planych a kulturnich chmeli.

Na posledni trovni byly chmely tfidény podle ptedpokladanych bioregionl.
5.4.1.1 Celkova variabilita

Celkem bylo nalezeno 5 haplotypt (a—€), viz tabulka 10, pti¢emz haplotyp b a e
ptredstavuji majoritni podil (> 95 %) pro jakoukoliv skupinu chmeli, at’ uz pii srovnani
plané vs. kulturni, nebo vramci jednotlivych bioregionti u planych chmeli. U chmelt
puvodem z Evropy se vyskytoval pouze haplotyp e. Také u chmeld z Kavkazu byl tento
haplotyp pfevladajici, vyskytoval se u 96 % vzorkl, pfi¢emz zbyvajici 4 % piipadala na
haplotyp b. Pro chmely ptvodem z Ameriky byl typicky zejména haplotyp b (89 %).
Frekvence jednotlivych haplotypi jsou uvedeny v tabulce 11 a znazornény v grafu na obrazku
19.

Tab. 10 Haplotypy a—e
Haplotyp

haplo-a 186 201 267 391 156 138 184 179 139 160
haplo-b 186 201 267 391 156 138 184 179 140 160

haplo-c 186 202 267 407 156 138 187 72 141 160
haplo-d 186 202 267 407 157 138 187 179 141 160
haplo-e 186 202 267 407 157 138 187 72 141 160

Tab. 11 Frekvence haplotypti u porovnavanych skupin

Haplotyp | Genobanka | Kulturni Plané Evropa | Amerika | Kavkaz
haplo-a 0,01 0,02 0,01 0,00 0,02 0,00
haplo-b 0,29 0,24 0,30 0,00 0,89 0,04
haplo-c 0,01 0,02 0,00 - - -
haplo-d 0,01 0,00 0,01 0,00 0,02 0,00
haplo-e 0,69 0,71 0,68 1,00 0,07 0,96

46



Frekvence haplotypt u genobanky

1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40
0,20

0,00 :
Genobanka

mhaplo-a  haplo-b mhaplo-c mhaplo-d mhaplo-e

Obr. 19 Frekvence haplotypt u genobanky

5.4.1.2 Variabilita mezi kulturnimi a planymi chmely

Pfi porovnani kulturnich a planych chmeld bylo nalezeno celkem 5 haplotypi,
z toho 2 haplotypy byly privatni. Haplotyp a se vyskytoval u obou skupin stejné, haplotyp
b se vyskytoval vice u planych chmeli (z 81 %), haplotyp ¢ byl privatni pro kultivary,
haplotyp d byl privatni pro plané chmely a haplotyp e se vyskytoval vice u planych chmelt
(ze 76 %). Frekvence jednotlivych haplotypt ilustruje graf na obrazku 20 a vysledky

intrapopulacni a interpopulacni analyzy jsou zobrazeny v tabulce 13.

Frekvence haplotypt - kulturni a plané
chmely
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00
Kulturni Plané
mhaplo-a  haplo-b mhaplo-c ®haplo-d ®haplo-e

Obr. 20 Frekvence haplotypt planych a kulturnich chmelt

47



Tab. 12 Intra a interpopulaéni analyza planych a kulturnich chmelt

Pocet Pocet Pocet
Populace vzorkii | haplotypil privatnich Hs Fst
haplotypu
Kultivary 42 4 1 0,100 | 0,005
Plané 139 4 1 0,339 | 0,002

Poznamka: Hs, Fs — viz seznam zkratek

5.4.1.3 Variabilita chmell ¢lenénych podle bioregionti

Porovnanim planych chmelti pivodem z Ameriky, Evropy a Kavkazu byly nalezeny
celkem 4 haplotypy. Haplotypy 1 a 3 byly privatni pro chmely pivodem z Ameriky. Haplotyp
2 se vyskytoval pfevdzné u chmelll amerického pivodu, ale byl nalezen také u jednoho
chmelu puvodem z Kavkazu (kav 108). Haplotyp 4 se vyskytoval u vSech tfech skupin,
prevladal u chmelti evropského pivodu (z cca 72 %) a byl nalezen jen u tfech chmeld
puvodem z Ameriky. Frekvence téchto haplotypl znazornuje graf na obrazku 21. Vysledky

intrapopula¢ni analyzy jsou uvedeny v tabulce 14.

Frekvence haplotypi - Evropa, Amerika,
Kavkaz
1,00
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 x x \
Evropa Amerika Kavkaz
mhaplo-a  haplo-b mhaplo-d mhaplo-e

Obr. 21 Frekvence haplotypt pro chmely pivodem z Evropy, Ameriky a Kavkazu

Tab. 13 Intra a interpopula¢ni analyza chmeld pivodem z Evropy, Ameriky a Kavkazu

Pocet Pocet Podet
Populace vzorkii | haplotypi privétnictn Hs Fst
haplotypu
Evropské 68 1 0 0,000 | 1,000
Americké 46 4 2 0,066 | 0,731
Kavkazské 25 2 0 0,014 | 0,767

Poznamka: Hs, Fs — viz seznam zkratek
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6 Diskuze

6.1 Bioinformaticka analyza

Jak ukézaly vysledky této prace, kombinace bioinformatické analyzy sekvencnich dat
spolu s laboratornim ovéfenim a testovanim potencidlnich markert, ptivodné navrzenych pro
jiny rostlinny druh, umoznuje nové markery vyvinout pomérné rychle a efektivné. V ramci
experimentalni Casti prace bylo analyzovano 23 cpSSR vytvofenych pro taxonomicky
vzdaleny tabak (Nicotiana tabacum L.), pficemz se 10 z nich podafilo vyuzit pro studium
diverzity u chmele. Z téchto 10 lokust bylo 6 polymorfnich, coz znamena 60% uspés$nost.
Z hlediska ptenositelnosti polymorfnich cpSSR markerti se v ramci Celedi jedna o standardni
hodnotu, jak ukazuji Ebert et Peakall (2009) ve svém souhrnném piehledu. V tomto piehledu
kolisa uspésnost od 17 do 100 %, s medianovou hodnotou 66,7 %. V soucasné dobé, pokud je
nam znamo, existuje pouze jedina studie zabyvajici se tvorbou cpSSR markerit u chmele.
V této studii Peredo et al. (2010) testovali 32 chloroplastovych lokust, pficemz amplifikovalo
29 (> 90 %) z nich, ale z tohoto poctu byly ,,pouze” 3 polymorfni (~ 10 %). Vysvétleni tak
rozdilné Gspésnosti muze spocivat v odlisné strategii analyzy, odpovidajici dobé¢, kdy byla
tato studie provedena a kdy jest¢ nebyla dostupna kompletni sekvence chloroplasti
ptibuznych druhd alespon na trovni Celedi. Z tohoto divodu vyuzili Peredo et al. (2010),
mezi jinymi, sadu univerzalnich chloroplastovych primert dle Weising et Gardner (1999), coz
vysvétluje vysokou uspéSnost z hlediska amplifikace. Niz§i uspéSnost z hlediska
polymorfismu pak muze vysvétlovat fakt, Zze jsou tyto univerzalni primery obvykle
navrhovany do vysoce konzervativnich oblasti chloroplastu a je pak otazkou nahody, je-li
amplifikovana oblast variabilni pro mikrosatelitni repetici (Lopez-Vinyallonga et al., 2011).
Dokladem kolisajici tspé$nosti pti vyuziti univerzalnich primerta (Vendramin et al., 1996;
Weising et Gardner, 1999; Provan et al., 2004) je cela fada studii u riznych taxonomickych
druhd. Napiiklad u hagenie habesské (Hagenia abyssinica (Bruce) J.F. Gmel) ziskali
ze 7 amplifikujicich markert 3 polymorfni (~ 43 %), stejnou uspé$nost mél i vyzkum Eliades
et al. (2011) provedeny u cedru kratkolistého — Cedrus brevifolia (Hook. f.) Henry. Lopez-
Vinyallonga et al. (2011) zjistili, ze u rodu chrpa (Centaurea) byly z celkem 6 lokust
3 lokusy polymorfni (50 %). Chacoén et al. (2007) uvadi, ze z 10 amplifikujicich lokust ziskali
70 % polymorfnich marker pro fazol obecny (Phaseolus vulgaris L.). Ze 14 amplifikujich
lokust ziskali Cheng et al. (2005) pro rod Citrus ~ 79 % polymorfnich markerd.
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Lze predpokladat, ze Gspésnost tvorby cpSSR markerti by mohla byt jeste vyssi, pokud
by tato diplomova prace méla jinou strategii ziskdvani novych chloroplastovych markera.
Volba daného postupu vychazela predevsim z limitovanych finan¢nich zdroji a moznosti
analyzy. Na Katedie genetiky a $lechténi CZU v Praze bylo diky grantovému projektu
dostupnych pro rod Solanum 36 cpSSR markert, designovanych pro analyzu pomoci
kapilarni elektroforézy a tudiz fluorescencné znacenych. Ztéchto 36 markerd, pivodné
navrzenych pro studium variability u tabaku (Nicotiana tabacum L.), bylo u rodu Solanum
23 polymorfnich a tyto se pak staly zékladem pro tvorbu novych markerti u chmele.

Nejvhodnéj§im postupem pro tvorbu chloroplastovych markerti je v dnesni dobé
provadéni de novo sekvenaci nekodujicich oblasti chloroplastomu (Ebert et Peakall, 2009).
Diky NGS (Next Generation Sequencing) technologiim (Mardis, 2008; Schadt et al., 2010)
v kombinaci s dal$imi postupy (Jansen et al., 2005) se tento zpisob muze v blizké
budoucnosti stat rutinni zalezitosti, K ¢emuz pfispiva i mala velikost chloroplastového
genomu, jak ukazuji napt. Cronn et al. (2008), Tangphatsornruang et al. (2010) nebo Yang et
al. (2010). Nicmén¢ i vhodna kombinace bioinformatické analyzy spolu s ovéfovanim

Vv laboratofi mize vést k pozadovanému cili, jak ostatné dokazuji vysledky této prace.

6.2 Optimalizace cpSSR markert

Neméné dilezitym krokem pro ziskani uspéSné amplifikujicich markerd byla
optimalizace PCR, ktera zarucuje vysokou kvalitu vysledkti u vSech analyzovanych lokust.
Soucasti optimalizace byla rovnéz snaha zvysit efektivitu prace a snizit naklady na analyzy,
proto byly jednotlivé markery kombinovany do multiplext.

Mikrosatelitni markery maji sva specifika a n¢kolik nevyhod, které mohou negativné
zkreslovat ziskané idaje. Nejvétsi problém u cpSSR mitize pisobit efekt tzv. ,,netemplatového
A* ¢, +A%, ktery je pruvodnim jevem amplifikace SSR lokust. Jedna se o vlastnost fady
DNA polymeraz, véetn€ nejcastéji pouzivané Taq polymerazy, které maji tendenci na konec
amplifikovaného produktu ptidavat navic jeden nukleotid (typicky adenin) oproti templatu
(Smith et al., 1995). Vzhledem ktomu, Ze u chloroplastii tvoii mikrosatelity piedevsim
mononukleotidové repetice A ¢i T nukleotidii, mize kvili tomu snadno dojit k zdmén¢ za
skutecnou alelu. Z toho diivodu byla pouZzita specidlni Hot Start Phusion II polymeraza
(Thermo Fisher Scientific), kterd netemplatové A nevytvari. Existuji i dal$i moznéd feSeni
k zajisténi konzistentnich vysledkd. Z toho dtvodu je dulezité zajistit, aby se netemplatové A
vyskytovalo nebo naopak nevyskytovalo u vSech amplifikovanych produkt. Mezi standardni

zpusoby napomahajici tvorbé +A produktl patii pridavani tzv. PIG-tail sekvence (GTTTCTT)
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na 5 konec R primeru (Brownstein et al., 1996) nebo prodlouzeni doby finalni elongace na
30 az 60 minut (Kimpton et al., 1993). Naopak k odstranéni +A lze pouzit restrikéni Stépeni
vhodnou exonukledazou po PCR amplifikaci nebo pfimo polymerazu s 3'—5" exonukleazovou
aktivitou, jakou je tfeba Pfu polymeraza (Stratagene - manual), Bestaq polymeraza (abm -
manual) ¢i nami pouzita Hot Start Phusion Il (Thermo scientific - manual).

Dal$im castym problémem byva vyskyt tzv. koktavych produktd, coz plati zejména
pro di-, tri-, tetra- az n-nukleotidové repetice s tim, Ze s rostouci délkou opakujiciho se motivu
mnozstvi koktavych produkti klesa (Ellegren, 2004). Koktavé produkty vznikaji in vitro
béhem PCR zplsobem, ktery je podobny replikaénimu sklouznuti DNA polymerazy
(viz kapitola 3.2.4.1). Vysledkem je produkt nebo série produktd lisicich se velikostné
nejcastéji o 1 €1 n-ndsobky opakujiciho se motivu. Takovéto produkty mohou znesnadiovat
predevsim identifikaci  skute¢nych heterozygoti (Hoffman et Amos, 2005).
Pro mononukleotidové repetice vSak nebyvaji, dle naSi zkuSenosti, koktavé produkty
problémem, coz lze posoudit i z ilustra¢nich obrazkd 17 a 18, kde jsou zobrazeny alely
jednotlivych lokusii.

Z vysledku optimalizace (viz kapitola 5.3) vyslo najevo, ze kvalitngjsi amplifikace je
dosazeno zvysenim koncentrace Mg?" a pfidanim BSA. Obecné je znamo, ze s vyssi
koncentraci Mg?* dochazi ke zvySovdni Tm (teploty tdni) primerti a ziroveil snizovani
specifity pfi jejich nasedani na templatovou molekulu DNA (Limor et al., 2002). Vzhledem
K vysoce pravdépodobnému vyskytu bodovych mutaci v mistech nasedani primerta byl
pozadavek na jejich nizsi specifitu nezbytnou nutnosti pro amplifikaci fady lokust. Zaroven
vSak bylo ovéfeno, jestli nevznikaji artefakty PCR produktt, které by mohly znemoznovat
identifikaci ptisluSnych alel. U pouzitych mikrosatelitl byl zaznamenan jediny ptipad PCR
artefaktu, pro lokus NTCP 26. V tomto lokusu se tvofil, kromé vlastni alely o velikosti 179
bp, u vétsiny genotypi mensi produkt o velikosti 93 bp (obr. 18) a to jak v single, tak
v multiplexové reakci. Jelikoz se velikostné neptekryval s zddnou alelou ostatnich lokust,
nebylo nutné dany marker vyfadit. V tomto lokusu byl rovnéz zaznamenan vyskyt
tzv. ,,nulové* alely. Podrobnéjsi komentat tohoto jevu je popsan nizZe.

K dalsimu zlepSeni napomohlo ptfidani BSA (bovinni sérum albuminu), které pomaha
odstranit nebo alesponl sniZit negativni efekt fady latek fungujicich jako inhibitory v PCR
reakéni smési (Kreader, 1996). Chmelové rostliny vytvareji pestrou paletu sekundarnich
metaboliti (silice, pryskyfice), které mohou mit podobny dopad na kvalitu amplifikace jako
jiné latky u zivocichd, napt. moc, kolagen ¢i melanin (Butler, 2012). Timto zplsobem Ize

vysvétlit zlepSeni intenzity signalu a vyssi poc€et amplifikujicich genotypil u variant s BSA
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v kombinaci s naristem mnozstvi Mg?*. Do PCR reakce mohou byt ptidavéna i jind aditiva
zlepSujici jeji vytéznost (betain, PVP) nebo specifitu (formamid, PCR enhancer). V této praci
byl v kombinaci s BSA testovan PCR enhancer vyrabény firmou Top-Bio, ktery obsahuje
latku TMA-oxalat. Pfislusné aditivum by mélo zvySovat specifitu na ukor vytéznosti reakce
(Kovarova et Draber, 2000). Jak je patrné z obrazku 13 tak v piipadé nékterych genotypi
pasobil PCR Enhancer jako inhibitor amplifikacni reakce (viz varianty 5 vs. 7 na obr. 13).
Proto, vzhledem k tomu, Ze tvorba nespecifickych produktt nebyla problémem, byla vybrana

varianta bez PCR enhanceru.

6.3 Studium diverzity a variability chmele

Kombinaci alel z 10 studovanych lokust bylo sestaveno 5 haplotypii oznacenych jako
haplo-a az haplo-e. Na zaklad¢ analyzy ziskanych dat bylo zjisténo, ze pouze u 6 lokusi
existuje vice rozdilnych alel a jsou tedy polymorfni. S vyjimkou lokusu NTCP 30, kde se
vyskytly 3 alely, byly detekovany v ostatnich lokusech pouze 2 varianty alel, pfi¢emz
frekvence alel (pi) v ramci celé kolekce genetickych zdroji byla pro p1 = 0,7 a pro p2 = 0,3.
V lokusu NTCP 30 je p3 = 0,011, coz odpovida vyskytu pouze u dvou genotypt sledovaného
souboru 181 rostlin.

Z hlediska poctu detekovanych alel je tieba upozornit na vyskyt tzv. ,,nulové alely*
Vlokusu NTCP 26. Nulova alela je jev, pfi kterém u nékterych genotypli nedochazi
k amplifikaci vlivem mutace v misté nasedani nékterého z primert nebo suboptimalnich
podminek pro PCR (Dakin et Avise, 2004). Na zéakladé komparativni analyzy mezi riznymi
skupinami chmeli bylo zjiSténo, Ze pouze u vétSiny americkych (93 %) a casti kultivar
(26 %) se vyskytuje detekovatelny produkt o velikosti 179 bp. Naopak u vSech evropskych
a 96 % kavkazskych planych chmelii nebyla detekovana zadna alela. Ackoliv tedy byla
nalezena vlokusu NTCP 26 pouze jedina alela, bylo zfejmé, ze lokus vykazuje
polymorfismus na urovni sekvence, a proto byl ,,neamplifikujici produkt pro potieby dalsi
analyzy oznacCen jako alela ,,72“ Lze samozifejm¢ namitnout, Ze mohl byt problém
Vv podminkach PCR, a nikoliv mutaci. Tuto skute¢nost nelze s jistotou vyloucit, ale jelikoz
byla provedena pomérné rozsahla optimalizace PCR a v ostatnich lokusech u genotypi
s nulovou alelou byly ziskdny kvalitni amplikony, pfedpokladame, Ze to neni tento piipad.
Potencialnimu zkresleni se neda zabranit ani v piipad€ rozhodnuti oznacit nevyskytujici se
produkt jako alelu ,,72%, protoZe neni jasné, je-li stejna mutace pti¢inou selhani amplifikace.
Obdobny problém se vSak tyka 1 ostatnich lokust, protoze jednotlivé alely jsou detekovany na

zaklad¢ rozdilné velikosti, a nikoliv sekvence. Disledkem pak miZe byt podhodnoceni
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skutecné variability studovaného souboru genotypd, jelikoz stejné¢ velké amplikony nemusi
mit shodnou sekvenci (Estoup et al., 2002).

Piestoze bylo detekovano 5 haplotypu, v dané kolekci pievazovaly pouze 2, a sice
haplo-b (29 %) a haplo-e (69 %). Zbylé haplotypy haplo-a, haplo-c, haplo-d mély frekvenci
1,0; 0,5 a 0,5 %. Detailnéjs$i analyza distribuce jednotlivych haplotypt umoznila ¢lenéni
chmelti do né¢kolika kategorii. Prvni typ rozdéleni byl proveden na zakladé ptislusnosti
K planym nebo kulturnim chmelim. Druhé ¢lenéni se tykalo pouze planych chmeld, které
byly zatazeny do jedné ze tii skupin podle geografického mista pivodu, a sice do skupiny
evropské, kavkazské a americké. Zaroven bylo provedeno hodnoceni genetické diverzity
v ramci skupin (Hs) a spoc€itan fixacni index (Fst). Porovnani planych a kulturnich chmelt
ukazalo stejny pocet haplotypl, pii¢emz kazda skupina méla jeden privatni haplotyp,
tj. vyskytujici se pouze v dané skupiné. Pro kulturni chmely to byl haplo-c a pro plané chmely
to byl haplo-d. Z hlediska genetické diverzity je patrné, ze u planych chmell je pfiblizné
3X vyssi (0,1 vs. 0,339; tab. 12), coz ¢astecné ovliviiuje i velikost souboru (42 kultivard vs.
139 planych chmelil). Fixacni index ukézal velmi malou divergenci mezi obéma skupinami
v disledku genetického driftu. Rozdilnych vysledki bylo dosazeno ¢lenénim planych chmelii
do zminovanych skupin. V tomto pifipadé nejvyssi genetickou diverzitu vykazaly americké
chmely (Hs = 0,066), nasledované kavkazskymi chmely (Hs = 0,014), posledni byly evropské
chmely, kde byla genetickd diverzita dokonce nulové, coz bylo zptisobeno vyskytem pouze
jediného haplotypu. Naopak Fst ukazuje na vysokou diferenciaci mezi nékterymi skupinami
v disledku malého ¢i zadného genového toku. Grafické zobrazeni rozdild mezi skupinami
v podobé dendrogramu vytvofeného na zakladé parovych hodnot Fst mezi skupinami
(viz tab. 14) je ukazano na obr. 22. Zde je dobfe patrna silna diferenciace mezi evropskymi
a americkymi chmely spolu s velmi malymi rozdily pro skupiny evropskych a kavkazskych

chmelu.

Tab. 14 Hodnoty F pro jednotlivé skupiny

Eu Am Kav
Eu 0.000
Am 0.354 0.000
Kav 0.001 0.148 0.000

Vysvétlivky: Eu = Evropa, Kav = Kavkaz, Am = Amerika
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Obr. 22 Shlukova analyza na zakladé hodnot Fs mezi skupinami planych chmeld
Vysvétlivky: Eu = Evropa, Kav = Kavkaz, Am = Amerika

Z vysledki diplomové prace vyplyva existence minimalné¢ dvou bioregionit —
evropského a amerického a zaroven naznacuji existenci tfetiho bioreginu, a sice kavkazského,
coz je v souladu s fadou dfive publikovanych studii. Souvislost s geografickym ptvodem
a vyskytem, popt. frekvenci urcitych haplotypi doklada jak Peredo et al. (2010), tak
Murakami et al. (2006). Murakamiho studie je v soucasné dobé jedina, rozsahla fylogeneticka
analyza chmele, ktera vyuziva i chloroplastovych markerd. PrestoZze byla analyza provedena
na zaklad¢é sekvenci, detekoval Murakami et al. (2006) pouze jediny haplotyp pro evropské
chmely naznacujici jejich rychlou expanzi, ktera byla pravdépodobné podpotena
antropologickym vlivem. Celkové nizky pocet haplotypt, a tedy variability, je vysvétlovan
neddvnym oddélenim jednotlivych skupin a variet chmele na evolu¢ni casové skale, jelikoz
k divergenci mezi H. lupulus a H. japonicus doslo pred 1,05-1,27 x 10° let a k oddéleni
evropskych a americkych chmeli teprve pred 0,45-0,69 x 108 let (Murakami et al., 2006).
Existenci téchto dvou bioregionti potvrzuje i fada dalSich studii, které vyuzivaly napf.
genomické SSR, AFLP ¢i DArT markery (Jakse et al., 2004; Patzak et al., 2007; Howard et
al., 2011). Zaroven vsak naznacuji existenci skupiny tieti, a sice kavkazské (Patzak et al.,

2010a; Patzak et al., 2010b; Howard et al., 2011). V této diplomové praci byly nalezeny velmi
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malé rozdily mezi evropskymi a kavkazskymi chmely, jelikoz 96 % kavkazskych chmela
sdilelo stejny haplotyp s evropskymi. Nicméné chloroplastovy genom patii mezi
nejkonzervativngj§i v porovnani s mitochondrialnim ¢i jadernym genomem, u kterych je
frekvence mutaci fadové vyssi (Schlotterer, 2000). Proto je snazsi detekovat ptipadné rozdily
pomoci jadernych markert.

Dalsi zajimavy poznatek vyplynul z analyzy haplotypti u konkrétnich kultivari. Bylo
zjisténo, ze 10 kultivari mé haplotyp odpovidajici americké skupiné chmelt. Jedna se
o0 kultivary Magnum, Outeniqua, Agnus, Vital, Merkur, Alliance, Columbus, Banner, Silnyj
aOlympic. U péti z téchto kultivari (Magnum, Agnus, Vital, Alliance, Banner) se
z dostupnych zdrojii podafilo prokdzat americky ptivod cytoplazmy. VSechny tyto kultivary
rodokmenové spojuje v matefské linii se vyskytujici kultivar Brewer's Gold (USDA -
http://www.ars.usda.gov/main/main.htm; Krofta et al., 2002; Krofta et al., 2013). Jak uvadi
webové stranky amerického ministerstva zeméd¢€lstvi (USDA — United States Department of
Agriculture), obsahujici databazi genetickych zdroji v ramci ARS (Agricultural Research
Service), matefskou rostlinou byl genotyp oznaceny jako ,,Wild Manitoba BB1“. Na
strankach je doslova napséano: ,,The mother plant BB1 was obtained in 1916 as a cutting from
a wild hop growing at Morden, Manitoba. It was believed to have been a genuine wild North
American hop.“, coz Ize voln¢ pielozit jako ,,Matefska rostlina BB1 byla ziskana v roce 1916
z planého chmele rostouciho v Mordenu, Manitoba. Pfedpoklada se, ze se jedna o skutecny

plany severoamericky chmel.*
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1 Zavér

Lze konstatovat, ze jednotlivé dil¢i cile prace byly splnény. Stru¢né shrnuti poznatkt

je uvedeno v nasledujicich bodech.

> Byla provedena bioinformaticka analyza dat pomoci genetickych databazi.

> Nasledné¢ byla na testovacich vzorcich chmele empiricky ovéfena funkce
vybranych markerd. A dale byla provedena optimalizace podminek pro jejich
amplifikaci.

> Je mozné fici, Ze prvni hypotéza byla potvrzena, jelikoZ z 23 cpSSR markert
navrzenych pivodné pro tabak (Nicotiana tabacum L.) se podafilo u chmele aplikovat
celkem 10 markert v podobé dvou multiplexi — M1 a M2.

> Ze ziskanych 10 markerti bylo 6 polymorfnich, pficemz v kazdém z téchto
polymorfnich lokusii byly nalezeny dvé, popt. tii alely.

> Hypotézu, Ze chloroplastové mikrosatelity poskytuji novy zdroj dat ke
zkoumani diverzity chmele lze také povazovat za potvrzenou, jelikoz se podafilo
pomoci navrzenych markeri vyhodnotit diverzitu na kolekci planych chmeld
pochazejicich z genobanky Chmelafského institutu, s. r. o.

> Multiplexy M1 a M2 byly otestovany na 225 genotypech jak kulturniho, tak
planého chmele rizného geografického ptivodu. Celkem bylo pomoci téchto cpSSR
markerti nalezeno 5 haplotyptu (a—€), pficemz haplotypy b a e byly u testovanych
chmelll zastoupeny nejvice (> 95 %).

> Na zakladé¢ porovnani vysledkli ziskanych pomoci cpSSR markeri
s rodokmeny ¢asti studovanych kultivara byl u nékterych z nich potvrzen puvod
americké cytoplazmy.

> Z hlediska geografického ptivodu byly chmely rozdéleny minimalné do dvou
bioregiont, a to do evropského a amerického. Vysledky také naznacuji moznost
existence tfettho bioregionu, a sice kavkazského. Toto rozdéleni je v souladu

s vysledky diive provedenych studii.
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10 Seznam zKkratek

AFLP = délkovy polymorfismus amplifikovanych fragment (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

ARS = (Agricultural Research Service)

bp = par bazi (base pair)

BSA = bovinni sérum albuminu (Bovine Serum Albumin)

CpDNA = chloroplastova DNA (chloroplast DNA)

CpSSR = chloroplastové SSR (chloroplast SSR)

DAPI = 4°,6-diamidino-2-fenylindol (4°,6-diamidino-2phenylindole)

DNA = deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

dNTP = deoxynukleotid-5'-trifosfat (deoxynucleotide-5'-triphosphate)

EST-SSR = mikrosatelitni exprimované useky (Expressed Sequence Tags-Simple Sequence
Repeat)

FISH = fluorescen¢ni In Situ hybridizace (Fluorescent In Situ Hybridization)

Fst = fixa¢ni index (Fixation index)

Hs = geneticka diverzita v ramci skupiny (Gene diversity within each population)

IR = invertované repetice (Inverted Repeat)

LSC = (Large single-copy region)

MAS = markerov¢ asistovana selekce (Marker Assisted Selection)

MMR = opravny systém (Mismatch Repair System)

MtSSR = mitochondrialni SSR (mitochondrial SSR)

NGS = sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing)

NUSSR = jaderné SSR (nuclear SSR)

PVP = polyvinylpyrrolidon (polyvinylpyrrolidone)

PCR = polymerazova feté¢zova reakce (Polymerase Chain Reaction)

RAPD = nahodna amplifikace polymorfni DNA (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
RNA = ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

SSC = (Small single-copy region)

SSM = replikac¢ni sklouznuti (Single Strand Mispairing)

SSR = sekvenéné jednoduché repetice (Simple Sequence Repeat), synonymum pro STR
STR = kratké tandemové repetice (Short Tandem Repeat)

Ta = anela¢ni teplota (annealing temperature)

Taq polymeraza = polymeraza z Thermus aquaticus

Tm = teplota tani (melting temperature)

USDA = Ministerstvo zemédélstvi USA (United States Department of Agriculture)
UTR = nepiekladané oblasti (untranslated regions)
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11 Ptilohy

Priloha 1 Seznam kultivara

O© 0O ~NOoO Ok WN -
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12
13
14
15
16
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
40
42
43
44
45
46
47
48

CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
Polsko
Anglie
Anglie
Némecko
Anglie
Slovinsko
Slovinsko
CR
Slovinsko
Némecko
Rakousko
Anglie
Anglie
Anglie
Némecko
Rusko
Rusko
Némecko
USA
JAR
CR
Ukrajina
CR
Némecko
CR
Anglie
Polsko
Polsko
CR
Némecko
Némecko
Slovinsko
Polsko
Némecko
USA
Ukrajina
Ukrajina
Polsko
Mad’arsko
Ukrajina
USA

Osvaldav klon 147
Mastytovicky
Osvalduv klon 31
Roudnicky
Osvalduv klon 55
Semstv
Plany
D Polsko
Wye Early Bird
Early bird Golding
Au-Hallertau
Whitbread 1147
Styrie
Aurora
Aromat
Ahil

klon Ascherslaben V-KAV

Malling
Progress
Alliance
Wye Viking
Hallertauer Gold
klon 50
Brjanskij
Magnum
Columbus
Outeniqua
Harmonie
Aromat Polesja
M 2/27
Taurus
Agnus
Herold
Zula
lunga
Vital
Merkur
Saphir
Cerera
Sybilla
Herkules
Banner
Zaklad
Smena
klon 34
Francie F8
Silnyj
Olympic
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