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1 Uvod

Rakytnik fesetlakovy je velmi perspektivni ovoce, které se v Ceské republice
péstuje zatim spise hobby péstiteli nebo na mengich farmach. Ve svété, prevazné v Cing,
se jedna o hojné vyuzivanou rostlinu pro Iékarské, potravinarské i ekologické odvétvi.
Plody rakytniku obsahuji vitaminoveé, nutricné a farmakologicky vyznamné latky, a proto
je rakytnik feSetlakovy nékdy nazyvan zazracnou rostlinou, superpotravinou nebo bankou
vitaminu.

Vramci Ceské republiky se péstuje zhruba 50 kultivard. Problémem je,
ze rakytnik druhotné pres zoochorii (hlavné pienos ptaka) zplanuje, a proto je piinosné
mit paletu nastrojii (markert) pro jednoznacné kultivarové pfifazeni rostlin. Tato prace
si klade za cil otestovat 48 part primert, které poskytovaly polymorfni produkt
pii amplifikaci mikrosatelitd na rostlinach rakytniku feSetlakového pochazejicich z Asie
(konkrétné z Ciny a Indie), a zjistit jejich variabilitu v ramci kultivarG p&stovanych

v Ceské republice.



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.

2. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.

3. PCR amplifikace DNA vybranych kultivard rakytniku fesetlakového s vyuzitim

primerti pro polymorfni mikrosatelity.



3 Literarni prehled

3.1 HloSinovité

Hlosinovité (Elaeagnaceae) je Celed rostlin z fadu razotvaré (Rosales). Do této
Celedi patii 3 rody, a to rakytnik, hloSina a Seferdie (Christenhusz et Byng, 2016).
Taxonomie neni zcela zpracovand, jelikoz zastupci Celedi hloSinovité Casto rostou
v neptistupnych velehorskych oblastech Asie, ale uvadi se, ze rod hlo§ina ma 50-70
druhti, rod §eferdie ma 3 druhy a rod rakytnik ma 7 druhd. Cisla jsou nepiesna, protoze
se v nékterych pripadech diskutuje, zdali se jedna o poddruh ¢i samostatny druh.

Jsou to stromy ci kefe, které mohou byt opadavé nebo stalezelené. Neékteri
zastupci mohou mit trnité vétve. Maji jednoduché listy, které jsou Casto pokryty stiibfité
hnédymi drobnymi Supinami ¢i chloupky. Zastupci této Celedi jsou jednodomé
1 dvoudomé rostliny. Plod pfipomina peckovici, ale je to nazka nebo ofiSek obaleny
zduznatélou CeSuli. U mnoha druhd jsou tyto plody jedlé a obsahuji velké mnozstvi
farmakologicky vyznamnych latek. Nekteré druhy jsou naopak péstovany jako okrasné
dfeviny pro své napadné stiibfité olisténi ¢i vyrazné oranzové az Cervené plody.

V Evropé je Celed’ zastoupena hlosinou uzkolistou a rakytnikem feSetlakovym,
rovnéz jsou péstovany v Ceské republice, aviak zde nejsou ptivodni. Celed se pfirozené
vyskytuje v severnim mirném pasu Ameriky a Eurasie, pfesahuje az na jih tropické Asie
a Australie. VétSina druhd se nachazi na suchych stanovistich a nékteré druhy dokonce
toleruji vysokou uroven slanosti pudy (Baker, 1992; Slavik, 1997; Swenson ef Bartish,
2002; Watson ef Dallwitz, 2015).

3.2 Rakytnik reSetlakovy
Rakytnik fteSetlakovy (Hippophae rhamnoides 1.) je dievina z Celedi

hlosinovitych (Rousi, 1971). Rodové jméno pochazi z feckych slov hippo, coz znamena
kit a phaos, coz znamend zafit. Vyznam téchto slov saha az do starovékého Recka,
kde pouzivali listy rakytniku jako krmivo pro kong, aby se jejich srst vice leskla (Lu,
1992). Krom¢ listi maji svij vyznam také plody rakytniku, které se po staleti pouzivaji
v Asii 1 Evropé pro potravinarské, terapeutické a farmaceutické ucely (Bailey ef Bailey,

1978).



3.2.1 Taxonomie

Rousi (1965) referoval o poctu chromozoml v 32 vzorcich semen rakytniku
fesetlakového odebranych z riznych lokalit v Evropé a Asii. VSechny tyto vzorky mély
stejny pocet chromozomu, a to 2n = 24. Pozdé&ji Rousi (1971) rozdélil rakytnik
fesetlakovy do 9 poddruhli: H. rhamnoides carpatica, caucasica, fluviatilis, gyantsensis,
mongolica, rhamnoides, sinensis, turkestanica a yunnanensis. Rozdily mezi témito
poddruhy jsou predevs§im ve velikosti, tvaru a poctu postrannich zilek na listech a poctu
abarvé chloupkt. Lian (1988) predstavil novy klasifikacni systém pro rod rakytnik,
kdy poddruh H. rhamnoides gyantsensis urcil jako samostatny druh, a tak podle ng

ma rakytnik feSetlakovy pouze 8 poddruhi.

3.2.2 Zakladni morfologie

Rakytnik teSetlakovy je opadavy, ostnaty ket nebo strom pokryty stfibfitymi
Supinami. Obvykle dosahuje 2—4 metry na vysku (L1, 2003). Nicméné vyska rakytniku
uzce souvisi s vlastnostmi spoleCenstva, ve kterém roste. Napfiklad rakytnik rostouci
v severnich nebo severovychodnich horskych oblastech Ciny dosahuje vysky 1-5 metrd,
zatimco rakytnik, ktery roste v lesnich oblastech s dostatkem vody (napf. na biezich fek),
muze dorustat do vysky 15-18 metrti (Lu, 1992). Rakytnik snasi nizké teploty do —43 °C
(Lu, 1992), vysoké pH pudy do 8,0 a sil z motské vody v pobieznich oblastech (Bond,
1983). Jeho pfirozena délka zivota je minimalné¢ 60-70 let (Lu, 1992). M4 hnédou
nebo ¢ernou drsnou kiiru a hustou Sedozelenou korunu (Li ef Schroeder, 1996). Listy jsou
malé (obvykle 3-8 cm dlouhé a 0,4-1,0 cm Siroké), stiidavé, izké a kopinaté a na zadni
strané jsou pokryty stiibfitymi hvézdicovitymi Supinami, které odrazeji slunecni svit,
atim snizuji ztratu vody z rostliny (Lu, 1992). Vrchni strana listd je stfibroSeda (Li
et Schroeder, 1996).

Rakytnik fesSetlakovy se fadi mezi dvoudomé rostliny, coz znamena, ze samci
a samiCi kvety vyrustaji na raznych rostlinach rakytniku. Pohlavi rakytniku nelze urdit,
dokud nezacne kvést (Li et Schroeder, 1996). K prvnimu kveteni vétSinou dochazi
na tfileté rostlin€é (Bernath ez Foldesi, 1992). Kvéty rakytniku jsou nenépadné a apetalni
(Li, 2003). Samci kvétenstvi je tvofeno 4—6 kvety. Samci rostliny produkuji pyl, ktery
je uvoliiovan ve velkém mnozstvi, pokud teplota vzduchu dosahne 6-10 °C. Samici
kvétenstvi se obvykle sklada zjednoho jediného kvétu s jednim vajeCnikem a jednim

vajickem. Samici rostlina produkuje plody se semeny. Rostlina rakytniku je pii opyleni



zcela zavisla na vétru, jelikoz samci ani samici kvéty neobsahuji nektar, a proto nemohou
prilakat véely ani jiny hmyz (Lu, 1992; Li et Schroeder, 1996).

Plod rakytniku je kombinaci nerozdélené, masité a rozsirené kalichové trubice
a vajecniku (Lu, 1992). Plod je pfiblizné 5-10 mm velky a 3—5 mm Siroky. Tvar plodia
je ovalny az kulaty. Plody maji kratkou stopku a rostou stésnané vedle sebe na vétvich.
Mladé plody jsou tvrdé a nazelenalé, zranim vSak meéknou a meéni barvu do Zzluta
az do tmavé oranzova (viz Obrazek 1). Plody zraji od srpna az do zafi (Valicek
et Havelka, 2008). Rakytnik udrzi zralé plody nekolik mesicl, coz dava dostatek Casu
na jejich sklizer (Lu, 1992). Chut plodu je kysela az nasladla (Valicek ez Havelka, 2008).

Semeno je vejcCité podlouhlé o délce 4—7 mm, §ifce 2,5-3,5 mm a tloustce 1,6—

2,2 mm. Slupka semene je Sedohnéda nebo tmaveé hnéda, kozovita a leskla (Lu, 1992).

Obrazek 1: Plody rakytniku fesetlakového (prevzato z Li ef al., 2002)

Rakytnik fesetlakovy méa velmi silny kotfenovy systém, diky kterému dokéaze odsat
vice vody a zZivin nez jiné rostliny. Pétileta rostlina ma kalovy kofen, ktery ma 3 m
a horizontalni kofeny, které maji 6-10 m. Kofeny rakytniku jsou také schopny preménit
nerozpustné organické a mineralni latky v pidé na rozpustnéjsi formy (Lu, 1992).
Rostlina rychle kolonizuje okoli svymi kofenovymi vymladky (Li ez Schroeder, 1996).

Na kotenech rakytniku byly nalezeny symbiotické bakterie rodu Frankia.

Tato symbioza mezi bakterii a rakytnikem ma za nasledek tvorbu kofenovych uzli, které



mohou fixovat maximalni mnozstvi vzdusného dusiku. Odhaduje se, Ze schopnost kofent

rakytnikd vazat dusik je dvakrat vétsi nez u Celedi bobovité (Fabaceae) (Lu, 1992).

3.2.6 Geografické rozsireni

Rakytnik se pfirozené¢ vyskytuje v mirném pasmu mezi 27-69° severni Sitky
a 7° zapadni az 122° vychodni délky. Pivodné pochazi z himalajskych horskych oblasti
a odtud se rozsifil do jihozapadni, severozapadni a severni Ciny a Mongolska. Dale
se rozsifil do severozapadni oblasti Eurasie az na severozapadni bieh Skandinavského
poloostrova. V Asii se dale rozrostl do jizni Sibife v Ruské federaci a také do Indie,
Nepalu, Pakistanu, Afganistanu a dalSich zemi (viz Obrazek 2) (Rousi, 1971; Pan et al.,
1989; Yu ef al., 1989; Lu, 1990). Nikoli¢ a Topi¢ (2005) oznacuji tento druh jako
regionalné€ vyhynuly taxon v Chorvatsku.

Co se ty¢e Ceské republiky, zde je rakytnik feSetlakovy Gasto vysazovan
v parcich, zahradach, na sidlistich a podél silnic. Nejhojnéji se vysazuje ve vychodnich
Cechach a na jizni Moravé. V Cechach byl poprvé vysazen roku 1835 v Praze

v Kralovské obote (Slavik et al., 1997)
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Obrizek 2: Geografické rozsifeni rodu rakytniku (Hippophae L.) v Evropé¢ a Asii (pfevzato z Lu, 1992)

3.3 Obsahové latky rostlin rodu rakytnik

Plody rakytniku jsou velmi bohaté na cukry, bilkoviny, organické kyseliny,
aminokyseliny a vitaminy (Benanth ez Foldesi, 1992). Obsah téchto slozek se 1isi podle
zralosti a velikosti plodl, odridy rakytniku a zemépisné polohy (Bounous ez Zanini,
1988; Wang, 1990; Chen et al, 1991; Lu, 1992). Eliseev (1976) uvedl, ze hladiny
biologickych aktivnich latek, jako je kyselina askorbova a karoten, byly vyssi

ve stromovitych formach rakytniku fesetlakového nez ve formach ketovych.

3.3.1 Organické kyseliny a cukry

Plody rakytniku fesetlakového obsahuji organické kyseliny a cukry. Podle studii
plné zralé plody rakytniku obsahuji 3,1-3,6 g organickych kyselin na 100 g ploda
(Arimboor et al., 2000). Nejvyznamnéjs§i organickou kyselinou v plodech rakytniku
jevitamin C (kyselina L-askorbova). Cerstvé plody rakytniku obsahuji piiblizné 0,4—

2,5g vitaminu C na 100 g plodd, coz je mnohem vice ve srovnani sbézné



konzumovanym ovocem, jako je napf.: pomeran¢ (50 mg/100 g), jahody (64 mg/100 g)
nebo kiwi (100400 mg/100 g) (Li, 2003). Plody rakytniku tedy patii mezi nejbohatsi
ovoce na vitamin C (Li et Schroeder, 1996; Gutzeit et al., 2008). Dalsi vyznamné
organické kyseliny v plodech jsou kyselina jable¢na (1940-4600 mg/100 g), kyselina
chinova (810-2820 mg/100 g) a kyselina citronova (90-160 mg/100 g) (Raffo et al.,
2004). Avsak rizné studie ukazaly, Ze ruské odriudy rakytniku maji celkovou kyselost
nizkou, finské odrudy maji stfedni kyselost a nejvyssi kyselost vykazovaly ¢inské odrady
(Ma et al., 1989; Zhang et al., 1989; Kallio et al., 1999).

Obsah cukril v rakytnikové stave je 2,7-5,3 g/100 ml. Plody rakytniku obsahuji

predevsim glukozu, fruktozu a xylozu (Zheng et al., 2012; Krejcarova et al., 2015).

3.3.2 Flavonoidy

Plody rakytniku jsou bohaté na flavonoidy vcetné flavonoll, katechint
a leukoanthokyanidinti (Barl ez al., 2003). Z plodu bylo izolovano pies 20 flavonoidi
(Chu et al., 2003). Obsah flavonoidt v listech a plodech se pohybuje od 310 do 2100 mg
na 100 g suSenych listd a 120-1000 mg na 100 g zralych plodd (Chen ez al., 1991;
Glazunova et al., 1984, 1985). Hlavnimi flavonoidy v plodech rakytniku jsou kvercetin
(3-10 mg/100 g), isorhamnetin (35-66 mg/100 g) a kempferol (0,3-0,5 mg/100 g) (Raffo
etal., 2004; Zeb, 2004; Krejcarova et al., 2015).

3.3.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou dalsi skupinou bioaktivnich latek v plodech rakytniku. Jsou
to klicové slouceniny, které pfispivaji ke zluté az oranzové barvé plodi (Mendelova
et al.,2016). V riznych kultivarech rakytniku bylo celkem identifikovano 41 karotenoida
(Bekker ef Glushenkova, 2001). Na zakladé studie se ¢tyfmi kultivary s riznou dobou
sklizné je celkovy obsah karotenoidid v Cerstvych plodech 15-185 mg/100 g (Andersson
et al., 2009). Tri hlavni karotenoidy v rakytniku jsou zeaxantin, B-karoten a [3-
kryptoxantin (Raffo ez al, 2004). Rakytnikovy olej z duziny plodi obsahuje vyssi

koncentraci karotenoidil ve srovnani s Cerstvymi plody (Ranjith ez al., 2006).

3.3.4 Aminokyseliny
Stava z plod je rovnéz bohatd na rizné aminokyseliny. Analyza provadéna

na ruskych kultivarech odhalila, Ze plody rakytniku obsahuji 17 aminokyselin, které jsou



u Clovéka proteinogenni, véetné 7 esencialnich (lysin, fenylalanin, leucin, izoleucin,
methionin, valin a threonin) (Teleszko ef al., 2015). Je uvadéno, ze obsah esencialnich
aminokyselin v plodech rakytniku tvoifi 42—-46 % z celkového obsahu aminokyselin.
Lze tedy konstatovat, ze rakytnik feSetlakovy je cennym pfirodnim zdrojem obsahujicim

dilezité bilkoviny (Yushipitsina ez al., 1988).

3.3.5 Mastné kyseliny

V Cerstvych plodech rakytniku jsou obsazena 3 % lipidu (Arimboor et al., 2006).
Slozeni mastnych kyselin v rakytnikovém oleji je zcela unikatni. Napftiklad kyselina
palmitoolejova, ktera je velice vzacna v rostlinnych zdrojich, je nejhojnéjsi mastnou
kyselinou v rozmezi od 32 do 52 % v rakytnikovém oleji z duziny ploda (Ranjith ef al.,
2006). Dal§imi hlavnimi mastnymi kyselinami jsou kyselina palmitova (26-36 %),
kyselina olejova (10-26 %), kyselina linolova (5-16 %) a kyselina linolenova (6 %)
(Ranjith et al., 2006; Gutiérrez et al., 2008).

Olej ze semen rakytniku také obsahuje kyselinu palmitovou, olejovou, linolovou
a linolenovou. AvSak pomér volnych mastnych kyselin a bioaktivnich latek pfitomnych
v oleji ze semen rakytniku je zcela odliSny od poméru v oleji z duziny plodd. Jednim
z klicovych atributi oleje ze semen rakytniku je, Ze v rakytnikovém oleji ze semen
jeblizky pomér 1:1 kyseliny linolové a linolenové, coz je urostlin unikatni (Yang

et Kallio, 2002; Cenkowski ef al., 2006; Krejcarova et al., 2015).

3.3.6 Vitamin E

V rakytnikovém oleji z duziny plodd jsou pfitomny vSechny pfirodni izomery
vitaminu E (Erkkola ez Yang, 2003). Nejzastoupengj$i izomer vitaminu E v rakytnikovém
oleji z duziny plodd je a-tokoferol, ktery tvori 40-60 % obsahu celkovych izomeru.
Rakytnikovy olej z duziny plodii obsahuje pfiblizné 67-179 mg vitaminu E na 100 g oleje
(Ranjith et al, 2006). Lu (1992) uvedl, ze obsah vitaminu E v plodech rakytniku
je priblizne€ 200 mg/100 g plodi.

3.4 Vyuziti

Rakytnik feSetlakovy se vyuziva k mnoha ucelim a ma znacny ekonomicky

o, ee

potraviny, 1é¢iva a ptipravky na plet’ (Li ef Schroeder, 1996). V soucasné dobé rakytnik



feSetlakovy pritahuje znacnou pozornost vyzkumnikt z celého svéta predevsim pro svou
nutriéni a lécivou hodnotu (Bawa et al., 2002).

Rakytnik fesSetlakovy je ekologicky vyznamnou rostlinou. Diky nitrogennim
bakteriim na kofenech rakytniku tyto dfeviny dokazi rist na nehostinnych mistech a také
jsou uziteCné pro rekultivaci pudy (Gatner ef Gardner, 1970). 8-10 let stary rakytnikovy
porost dokaze vazat 180 kg dusiku/ha/rok (Lu, 1992). Dale se rakytnik pouziva
v produkci biomasy, Sestilety porost mize vyprodukovat 18 tun palivového dieva.
Rakytnik je odolny vici suchu a snasi zasolenou pudu a nizké teploty, a proto muze rast
na lokalitach, které jsou pro jiné rostliny nehostinné. Rakytnik je vysazovan na biezich
fek a jezer, na strmych svazich apod. Vyznamné jsou také vétrolamy z rakytniku, které
jsou ucinné pii prevenci vétrné eroze na otevienych plochach. Ekologicky vyznam
rakytniku také tkvi ve snizovani znecisténi ovzdusi. Pro svou odolnost vuci skidcim
ma mensi spotiebu pesticidl, které jsou potencialné Skodlivé pro zivotni prostiedi.
V nékterych zemich je vysazovan podél silnic, kde posypova sl brani rustu mnoha
dalsich dfevin. Rakytnik tak poméha piedchézet erozi a uvolfiovani znecistujicich latek
ze silnic (Lu, 1992; Jasra, 1998; Small et al., 2000, Singh ez Moersel, 2005).

V soucasné dobé mnoho firem vyrabi rakytnikové potraviny, napoje a dalsi
produkty, jako jsou dZzemy, Zelé, dzusy a sirupy. K tradiénim vyrobkiim pfibyly rizné
novinky jako rakytnikovy kondenzovany dzus, kandované ovoce nebo rakytnikovy , syr®.
Dokonce byly vyrobeny rakytnikové bonbony, maslo zrakytniku a ¢aj (Lu, 1992;
Tiitinen et al., 2005).

Rakytnik mize byt vyuzivan také jako krmivo pro zvifata. Listy a jemné vétve
rakytniku obsahuji mnoho zivin a bioaktivnich latek, a proto jsou velmi dobrym
dopliikovym krmivem pro ovce, kozy a skot (Morar et al., 1990; Li ef Schroeder, 1996).

Pigmenty rakytniku jsou Siroce vyuzivany jako potravinaiské prisady. Pigment
nazyvany , rakytnikova zlut* (,,seabuckthorn yellow*) se sklada z karotenu a vitaminu E.
Jeho fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je vzhled, rozpustnost, barevna hodnota, tepelna
a svételna stabilita, z n€j €ini velmi uzite¢nou potravinovou ptisadu (Liu ez Liu., 1989;
Chen et al., 1995).

Lécivé ucinky rakytniku jsou dobfe zdokumentovany v Asii a v Evropé. Klinické
vyzkumy lékaiského vyuziti byly zahajeny v Rusku béhem 50. let 20. stoleti (Gurevic,
1956). Rakytnikovy olej je schvalen pro klinické pouziti v nemocnicich v Rusku a Cing,
kde byl oficialné uveden v lékopisu v roce 1977 (Xu, 1994). Vice nez 10 riznych 1éka

bylo vyvinuto zrakytniku a jsou dostupné v ruznych formach (napf. jako tekutiny,
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prasky, naplasti, pasty, masti, Cipky atd.) a lze je pouzit k 1écbé mnoha nemoci (napf.:
zanéty sliznic, poskozeni ozafenim, popaleniny, opareniny, zalude¢ni viedy, omrzliny
apod.) (Abartene et Malakhovskis, 1975; Kukenov et al., 1982; Dai ef al.,1987; Cheng
etal., 1990; Buhatel ez al., 1991; Chen, 1991). Nejdulezit&jsi farmakologické ucinky
rakytnikového oleje jsou zmirnéni zanétu, zmirnéni bolesti a podpora regenerace tkani
(Li et Schroeder, 1996). Rovnéz bylo prokazano, ze rakytnik ma silnou antioxidacni
aktivitu diky vysokému obsahu flavonoida a vitaminu C (Rosch, 2004). Na zakladé
vyzkuma se predpoklada, ze diky antioxidaCnim vlastnostem rakytnik muze mit
chemopreventivni a protinadorovu t€innost. Dalsi vyzkumy ukazaly, ze slozky pfitomné
v plodech rakytniku vykazuji radioprotekci pomoci nékolika mechanismi,
jako je vychytavani volnych radikalt, chelace kovl, zhutiiovani chromatinu a indukce
hypoxie (Goel et al., 2002; Goel et al., 2003).

Na zaklad¢é mnoha lékarskych studii zabyvajicich se testy na kazi, bylo prokazano,
ze vytazky z rakytniku mohou ucinné zlep$it mikrocirkulaci krevnich kapilar a vyzivovat
pokozku a wvlasy. Klinické ucinky rakytnikového extraktu byly pozorovany
u 350 pacienti a vysledky ukazaly, ze rakytnikovy kosmeticky krém mél pozitivni
terapeutické uc¢inky na fadu koznich onemocnéni (napf.: melandzu, stafecké kozni
vrasky, akné na obliceji atd.) (Lu, 1992).

Olej ze semen rakytniku diky svému obsahu nenasycenych mastnych kyselin
je slibny pro svou absorpci svétla a zmékcujici vlastnosti jako prisada do kosmetickych
piipravku, prevazné do pripravki na ochranu pokozky pired UV zarenim. Olej ze semen
silné absorbuje v rozsahu UV-B (290-320 nm), a proto mize byt pouzivan jako ptirodni

ochranny krém proti slune¢nim paprskim (Beveridge ez al., 1999).

3.5 Genetické markery

Geneticky marker je sekvence DNA, ktera je pouzitelna naptiklad pro popis
genetickych rozdili mezi jednotlivymi druhy ¢i organismy a obecné funguji jako ,,znaky*
(Collard et al., 2005). Genetické markery pouzivané v genetice a §lechténi rostlin jsou
rozdéleny do dvou zékladnich skupin: klasické markery a DNA/molekularni markery
(Xu, 2010). Prikladem klasickych markert jsou morfologické, cytologické a biochemické
markery. DNA markery jsou definovany jako kratké sekvence DNA vykazujici
polymorfismus mezi riznymi jedinci. Vznikaji zriznych typd mutaci jako jsou

substitu¢ni mutace (bodové mutace), inzerce ¢i delece (Paterson, 1996). Oproti klasickym
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markerim je pocet DNA markeri prakticky neomezeny (Winter e Kahl, 1995). DNA
markery mohou byt rozdéleny do tfi skupin na zakladé zpusobu jejich identifikace,
a to DNA markery zalozené na hybridizaci, na bazi polymerazové retézové reakce (PCR)
nebo na bazi sekvenovani DNA (Winter ez Kahl, 1995; Jones et al., 1997; Gupta ef al.,
1999; Joshi et al., 1999). DNA markery mohou odhalit genetické rozdily, které lze
zachytit napiiklad pomoci PCR amplifikace s naslednou gelovou elektroforézou
avizualizaci chemikaliemi (ethidium bromid nebo stfibro) nebo radioaktivnimi
¢i chemickymi sondami. DNA markery jsou uzitecné, pokud odhaluji rozdily mezi
jedinci stejného ¢i odliSného druhu, tyto markery se nazyvaji polymorfni markery
(Collard et al., 2005).

Genetické markery jsou dulezitym nastrojem v oblasti Slechténi rostlin.
Mezi techniky, které byly nebo jsou pouzivany pro aplikaci ve Slechténi rostlin, patfi
polymorfismus délky restrikénich fragmentd (RFLP), polymorfismus délky
amplifikovanych fragmentd (AFLP), nahodné amplifikovana polymorfni DNA (RAPD),
mikrosatelity nebo kratké tandemové repetice (SSR) a jednonukleotidovy polymorfismus

(SNP) (Gupta et al., 2001; Jiang, 2013).

3.5.1 Nahodné amplifikovana polymorfni DNA (RAPD)

RAPD markery se nejcastéji vyuzivaly ke studiu genetické diverzity, kdyz nebyly
k dispozici zadné sekvencni informace o zkoumaném organismu. Jednalo se o markerovy
systém zalozeny na PCR. Vyuzival se jediny, kratky (obvykle 10 bp dlouhy) a ndhodny
primer. Primer, ktery se vazal na mnoho riznych lokust, se pouzival k amplifikaci
nahodnych sekvenci z templatu DNA (Williams ez al., 1990).

Lacis et Kota-Dombrovska (2014) ve své praci pouzili RAPD a SSR markery.
Cilem jejich studie bylo porovnat vyuziti RAPD a SSR markerd pfi charakterizaci
genetické diverzity rakytniku feSetlakového péstovaného v LotySsku. Zjistili, ze tyto dvé
metody molekularnich markert se vzajemné dopliiovaly a poskytly genetické informace
pro lotysské péstitele rakytniku fesetlakového. Pouzité molekularni markery potvrdily,
ze populace rakytnik(i péstovanych v LotySsku ma vysokou genetickou diverzitu.
Aplikované RAPD markery vykazovaly vysokou uroveni polymorfismu a jsou vhodné
pro aplikaci u riznych poddruhii rakytniku fesetlakového. Avsak Lacis er Kota-
Dombrovska (2014) referovali, ze ke komplexnimu hodnoceni rostlinného materialu
rakytniku by méla byt provedena analyza pomoci obou markeri (RAPD i SSR), jelikoz

SSR markery jsou specificte)si a zajistuji vyssi opakovatelnost a transformovatelnost dat.
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3.5.2 Polymorfismus délky amplifikovanych fragmenti (AFLP)

AFLP je metoda zalozena na PCR vyuzivajici restrikéni enzymy ke Stépeni
genomoveé DNA s naslednou ligaci adapterti na lepivé konce restrikénich fragmentu.
Poté je vybrana podskupina restrik¢nich fragmentd, které maji byt amplifikovany. K této
selekci slouzi primery komplementarni k sekvenci adaptert, sekvenci restrik¢niho mista
a nékolika nukleotidim uvnitf fragmentt restrik¢niho mista (Vos et al., 1995).

Ruan er Li (2005) ve své studii pouzili AFLP fingerprinting analyzu
na 15 kultivarech rakytniku fesetlakového. Devét odrad H. rhamnoides ssp. mongolica
pochazelo z Ruska a Mongolska, tfi odrady H. rhamnoides ssp. mongolica pochazely
z Ciny a tii hybridni odridy pochazely také z Ciny. Analyza AFLP byla provedena
pomoci Analysis System II (GIBCO-BRL Life Technologies) podle protokolu vyrobce.
Na zakladé AFLP fingerprinting analyzy Ruan ez Li (2005) dokazali vsech 15 kultivart

jednoznacné geneticky rozlisit.

3.5.3 Inter simple sequence repeats (ISSR)

Podobné jako RAPD, ani ISSR nevyzaduje zadnou piedchozi znalost sekvence
cilovych oblasti (Godwin ef al., 1997). ISSR je markerovy systém, ktery umoziuje
amplifikaci oblasti mezi dvéma inverzné€ orientovanymi repeticemi mikrosatelitd.
K vytvoreni fady amplikont se vétSinou pouziva jeden primer.

ISSR markery pouzili Tian et al. (2004) pro vyzkum genetické diversity
v populacich rakytniku Fesetlakového rostoucich v severovychodni a severozapadni Cing.
Ve své praci pouzili 11 populaci rakytniku fesetlakového z lokalit v Cing, kdy 8 populaci
bylo z provincie Liaoning a 3 populace z provincie Gansu. V populacich v kazdé lokalité
bylo nahodné vybrano 20 jedinci. Celkem ve své studii pouzili 220 vzorkt. Dosli
k zavéru, ze geografické vzdalenosti nemaji nejspiSe zadny vliv na genetickou
diferenciaci a ze pro lepsi porozuméni genetické diverzity rakytniku na Grovni populaci

jsou zapotrebi dalsi srovnavaci studie.

3.5.4 Kratké tandemové repetice (SSR) neboli mikrosatelity

Mikrosatelity jsou tandemové repetice 1-6 bp dlouhych motivl, které jsou
nahodné rozmisténé v celém genomu vsech zivych organismi (Tautz, 1989). Nejcastéjsi
pri¢inou délkové variability mikrosatelita je skluz polymerazy na mistech opakujicich se

nukleotidovych motivih (Ellegren, 2004). Mikrosatelity maji vysokou uaroven
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polymorfismu, ktera je zpusobena vyskytem rtzného pocétu repetic v oblastech
mikrosatelitl a 1ze ji snadno detekovat pomoci PCR (Zane et al., 2002; Kalia e al., 2011).
Vyskyt mikrosateliti mtze byt zpisoben skluzem jednoretézcové DNA, rekombinaci
dvouretézcové DNA ¢i prenosem mobilnich elementd (transpozoni). Bézné motivy
ptitomné v mikrosatelitech jsou mono (A nebo T), di (AT nebo GA), tri (AGG) nebo tetra
(AAAC). Sekvence, které ohraniCuji mikrosatelity, jsou konzervované a pouzivaji se
pfi navrthu primerd (Kalia er al, 2011). Mikrosatelity jsou markery s vysokou
vypovidajici hodnotou, jsou rozptyleny po celém genomu, reprodukovatelné, vysoce
polymorfni s kodominantnim zptisobem dédiCnosti, a proto jsou tyto markery hojné
vyuzivany pii studiich (Tautz, 1989; Kalia et al., 2011).

Prestoze se jednda o velmi uziteéné markery, nebylo navrzeno mnoho
mikrosatelitnich markeri pro Celed hloSinovité. V ramci této Celedi jsou znamé
mikrosatelity pro zastupce z rodu rakytnik a hlo§ina (viz Tabulka ¢. 1). Ve své bakalaiské
praci se budu podrobnéji vénovat studiu mikrosateliti z publikaci Wang et a/ (2008), Jain
etal. (2014) a Li et al. (2020). Také budu testovat mikrosatelity z publikace Jain (2015),
avsak v této studii bylo popsano vice mikrosateliti a ja se budu vénovat pouze USSM
mikrosatelitim.

Tabulka €. 1: Znamé mikrosatelity pro celed hloSinovité.

Pocet
Druhy, podruhy Literarni zdroj
mikrosatelitii
H. rhamnoides ssp. sinensis 9 Wang et al., 2008
H. rhamnoides, H. salicifolia 11 Jain et al., 2014
H. rhamnoides 34 Jain, 2015
H. rhamnoides ssp. mongolica,
H. rhamnoides ssp. sinensis, hybridi )
(H. r. ssp. mongolicax H. r. ssp. > Lietal, 2020
Sinensis)
H. rhamnoides 14 Islam ez al., 2015
H. tibetana 8 Qiong et al., 2017
H. rhamnoides 11 Jain et al. (2010)
H. rhamnoides 8 Srihari ef al. (2013)
E. angustifolia 11 Gaskin et al., 2013
E. mollis 20 Ye et al (2016)
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Prvni, kdo publikovali mikrosatelity pro rakytnik feSetlakovy, byli Wang et al.
(2008), kteti navrhli devét polymorfnich markerti rozlisujicich 3—12 alel na lokus.
Mikrosatelity otestovali nejprve na 12 jedincich H. rhamnoides ssp. sinensis. Dale témito
polymorfnimi mikrosatelity provedli cross-species amplifikaci u podruhu H. rhamnoides
ssp. turkestanica, kdy bylo Gspé€sné polymorfnich jen 8 mikrosateliti. A dale na dalsich
3 druzich (H. gyantsensi, H. neurocarpa a H. goniocarpa) bylo polymorfnich pouze 7 z 9
mikrosateliti. Variabilni mikrosatelitni lokusy izolované v této studii jsou prvni sadou
molekularnich markert navrzenych specialné pro H. rhamnoides ssp. sinensis.

Jain et al. (2014) ve své studii pouzili nastroj pro vyhledavani mikrosatelitt
(MISA). Kovéfeni domnélych mikrosatelitovych markerd pouzili 18 jedincti
H. rhamnoides odebranych z ptirozené populace z Lehu (Indie) a 5 jedincl H. salicifolia
odebranych z arealu DIHAR v Lehu. Z 25 parG primerd navrzenych pro amplifikaci
lokust mikrosatelitové sekvence 21 para uspésné amplifikovalo cilové lokusy ve vSech
vzorcich H. rhamnoides a také doslo k uspésné cross-species amplifikaci u vSech vzorku
H. salicifolia. Z 21 part primert, které poskytly PCR produkt, bylo 11 polymorfnich
u H. rhamnoides. Detekovano bylo 2 az 7 alel.

Li et al. (2020) ve své praci navrhli 23 part primerd pro amplifikaci mikrosatelitt
a otestovali je na 52 jedincich H. rhamnoides ssp. mongolica, 6 jedincich H. rhamnoides
ssp. sinensis a na 20 hybridech (H. r. ssp. mongolica x H. r. ssp. sinensis). 76 jedinct
bylo z vyzkumného institutu v Cing. Dalsi 2 pfirtistky byly sklizeny z obd&lavanych poli
v Qinghe a Datong, kdy tyto oblasti maji rizné geografické a klimatické podminky.
Celkem testovali 23 part primerd, kdy vSechny byly polymorfni. Vysledky ukazaly,
ze vSechny jedince Ize rozdeélit do dvou skupin (Ia I). Jedinci H. rhamnoides ssp. sinensis
byly zafazeny do skupiny I. Tito jedinci méli, navzdory velkym geografickym rozdilim,
uzké piibuzné vztahy. Druhéd skupina byla rozdélena do 3 podskupin (Ila, IIb, Ilc).
20 hybridnich jedinct bylo zafazeno do skupiny Ila. Podskupiny IIb a IIc obsahovaly
vSechny jedince H. rhamnoides ssp. mongolica (kteti byli do vyzkumného institutu
v Cing dovezeni z Ruska a Mongolska). Studie prokazala, e vztah mezi ssp. mongolica
a ssp. sinensis je pomeme vzdaleny. Hybridi méli blizsi vztah k ssp. mongolica, nejspise

kvali tomu, ze samici rodi¢ byl prave ssp. mongolica.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky material pro analyzu pochazel ze Sesti ruznych kultivara rakytniku
feSetlakového (Hippophae rhamnoides). Konkrétn€ se jednalo o kultivary Pollmix,
Frugana, Tarmo, Altajska, Podruga a Botanika (viz Tabulka ¢. 2). Jednotlivé odebrané
vzorky listd byly skladovany pfi —20 °C az do dalsiho pouziti (do izolace DNA).
Z odebranych vzorkl listl byla vyizolovana genomicka DNA, ktera byla rozpusténa

v TE pufru a koncentrace se pohybovala v rozmezi 5-10 pug/ml.

Tabulka €. 2: Seznam pouzitych kultivart rakytniku fesetlakového.

Cislo vzorku Kultivar Pohlavi
1 Pollmix Samci
2 Frugana Samici
3 Tarmo Sam¢i
4 Altajska Samici
5 Podruga Samici
6 Botanika Samici

4.2 Seznam pouzitych chemikalii

o 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

o Akrylamid (Sigma)

o alaq DNA polymeraza (5 U-ul!), M1241 (Promega)

o Bromfenolova modf (Serva)

o Cetyltrimethylammonium bromid (CTAB) (Roth)

o Deionizovana voda

o dNTPs (100 mmol-1", 400 ul kazdého), U1240 (Promega)
o Dusic¢nan stiibrny (Sigma)

o Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

o Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachner)
o Formaldehyd (Lachner)

o Formamid (Lachner)

o Hydroxid sodny (Lachner)
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Chlorid draselny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachner)

Chloroform (Lachner)

Isoamylalkohol (IAA) (Lachner)

Kyselina borita (Lachner)

Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)

Kyselina octova (Lachner)

Mocovina (Lachner)
N,N,N*,N*-tetramethylethylendiamin (TEMED) (AppliChem)
N,N*‘-methylenbisakrylamid (AppliChem)

Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Lachner)
Polyvinylpyrrolidon 40 (PVP 40) (Fluka)

Rain off - tekuté stérace (Sheron)

Tekuty dusik (Linde)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Triton X-100 (AppliChem)

Uhlicitan sodny (Lachner)

Xylenova modf (Xylencyanol FF) (AppliChem)

B-merkaptoethanol (Serva)

4.3 Seznam pouzitych roztoku

Akrylamid, 6% zasobni roztok:

- 420 g mocCoviny

- 484 ml deionizované vody

- 50ml 10x TBE

- 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamidu:N,N*-methylbisakrylamidu 19:1
- vSechny slozky rozpustit, zfiltrovat a ulozit do chladnicky v tmavé lahvi

Akrylamid:N.N‘-methylenbisakrylamid 19:1, 40% zasobni roztok:

- 380 g akrylamidu
- 20 g N,N*-methylenbisakrylamidu

- rozpustit v 500 ml deionizované vody
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- objem doplnit do 1000 ml

- roztok ulozit v temné lahvi ve 4 °C
CTAB extrakcni pufr:

- 5gCTAB

- 25 ml Tris o koncentraci 1 mol 1", pH 8,0

- 10 ml Na;EDTA o koncentraci 0,5 mol-1"!, pH 8,0
- 20,45 g NaCl

- 2,5gPVP40

- objem doplnit do 250 ml deionizovanou vodou

- pted pouzitim ptidat 30 ul B-merkaptoethanolu
Dusicnan sttibrny, 0,1% roztok:

- 0,8 g AgNO;

- 800 ml deionizované vody
- pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok:

- 80 ml ledové kyseliny octové
- 800 ml deionizované vody

Hydroxid sodny o koncentraci 1 mol-1!:

- 40 g hydroxidu sodného
- doplnit deionizovanou vodou na 1 1

Chloroform:IAA, 24:1:

- 192 ml chloroformu
- 8 ml isoamylalkoholu
Kyselina dusiéna, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

- 800 ml deionizované vody

MeCl, pro aZaqg polymerazu, 25 mmol 17!

- 90 ml deionizované vody

- 0,508 g MgCl, 6H,0O

- po rozpusténi doplnit na 100 ml

Na,EDTA, 0,5 mol-I"! zasobni roztok:

- 186,12 g dihydratu ethylendiaminotetraoctanu sodného Na;EDTA-2H,0

- rozpustit v 800 ml deionizované vody
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- upravit pH na hodnotu 8,0 pomoci pevného NaOH
- objem doplnit deionizovanou vodou na 1000 ml

Nanaseci pufT pro elektroforézu v PAA gelu:

- 25 ml deionizované vody

- 100 ml formamidu

- 0,125 g bromfenolové modie
- 0,125 g xylenové modre

Octan sodny, 3 mol 1%

- 81,65 g octanu sodného
- rozpustit ve 200 ml deionizované vody
- pH upravit pomoci ledové kyseliny octové na hodnotu 5,2

Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

- 1 g peroxodisiranu amonného
- 10 ml deionizované vody
- uchovavat v chladnicce

Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:

- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% rozotku peroxodisiranu amonného (NH4)2S20s
- 40 I N, N, N°, N*-tetramethylethylendiaminu

Reaction buffer pro aZaqg DNA polymerazu, 10x:

- 80 ml deionizované vody

- 1,211 g trishydroxymethylaminomethanu
- pH upravit pomoci HCI na hodnotu 9,0

- 3,73 gKCl

- 1 ml Triton X-100

- po rozpusténi doplnit na 100 ml

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:

- 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
- 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
TBE puftr, 10x z4sobni roztok:

- 55 g kyseliny borité
- 108 g trishydroxymethylaminomethanu
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol-I"}, pH 8,0
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- deionizovanou vodou doplnit do 1000 ml

TE puft:

- 1 ml Tris o koncentraci 1 mol-1"}, pH 8,0

- 0,2 ml Na;EDTA o koncentraci 0,5 mol 1!

- doplnit do 100 ml deionizovanou vodou

Vyvojka:

- 24 guhlicitanu sodného

- 800 ml deionizované vody

- ulozit do chladnicky

- pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného NaxS,03

4.4 Seznam pouzitych laboratornich pristrojiu
Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Chlazena centrifuga 5810 R (Eppendorf)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette - 0,5 az 10 pl (osmikanalova) a 0,3 pl az 1 ml (Thermo
Labsystems)

Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet Inernational)
Minicentrifuha CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

pH metr pH 210 (Hanna Instruments)

Sekvenacni elektroforeticka komutrka S2 (Whatman Biometra)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocykler GenePro (BIOER)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Trepacka Orbit 1900 (Labnet International)

Ultracentrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Vodni lazenn SUB6 (Grant)
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Vortex mixer (Labnet Inernational)

Vyhftivany blok (Labnet Inernational)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Ice Flaker (Brema IceMakers)

4.5 Izolace DNA

Navazit 500 mg listi rakytniku fesetlakového.

Do ptedchlazené (4 °C) porcelanové tfeci misky vlozit navazené listy.

Listy zalit tekutym dusikem a rozdrtit tlouckem na jemny prasek.

Ke 2 ml CTAB pufru pfidat 30 ul B-merkaptoethanolu a tento roztok pridat
k prasku a homogenizovat na jemnou kasi.

Homogenat prelit do 2ml mikrozkumavky.

Mikrozkumavku s homogenni smési peclivé zvortexovat a poté inkubovat hodinu
a pul ve vodni lazni pii 70 °C.

Co 10 minut mikrozkumavku vytahnout, zvortexovat a vratit do vodni lazné.

Po inkubaci homogenat zcentrifugovat ve vychlazené centrifuze na 4 °C po dobu
10 minut pii 15 000 g. Poté odpipetovat supernatant.

Do mikrozkumavky pfidat chloroform:IAA v poméru 24:1, zvortexovat
a centrifugovat 5 minut pii 13 000 g.

Vrchni vodnou fazi odpipetovat do nové mikrozkumavky, do které opét pridat
chloroform:TAA v poméru 24:1, zvortexovat a centrifugovat 5 minut pii 13 000 g.
Do nové mikrozkumavky prepipetovat supernatant, pfidat 100 pl roztoku octanu
sodného a zbytek objemu mikrozkumavky doplnit izopropylalkoholem.
Prevracenim promichat. D4t do —20 °C na 30 minut.

Centrifugovat 20 minut pfi 15 000 g ve vychlazené centrifuze na 4 °C.
Supernatant odlit, mikrozkumavku osusit o ubrousek.

Poté do mikrozkumavky piidat 1 ml 70% ethanolu, pifevracenim promichat.
Centrifugovat 10 minut pfi 15 000 g ve vychlazené centrifuze na 4 °C.

Slit supernatant, Spickou opatrné odsat zbytek roztoku kolem sedimentu.

Nechat volné vyschnout nebo vysusit v termobloku pii 55 °C.

K peletu pfidat TE pufr a zméfit koncentraci vyizolované DNA pomoci

spektrofotometru NanoDrop.
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19. Podle namétené koncentrace naredit vyizolovanou DNA v rozmezi 5-10 pg/ml

a vzorky uchovat pii —20 °C.

4.6 PCR amplifikace DNA rakytniku reSetlikového
PCR amplifikace byla provedena na genomické DNA 6 kultivari rakytniku

fesetlakového. PCR reak¢ni smés byla pfipravena a do kazdého PCR mixu byl pfidan
jeden par testovanych primert.
1. VSechny slozky PCR mixu rozmrazit, poté zvortexovat a kratce zcentrifugovat.
2. Do 1,5ml mikrozkumavek napipetovat slozky PCR mixu podle Tabulky ¢. 3, dale
PCR mix zvortexovat a kratce zcentrifugovat.
Tabulka €. 3: Slozeni PCR reak¢ni smési pro 6 vzorka (vCetné pocitanych ztrat

pfi pipetovani).

Slozky PCR mixu Koncentrace Objem [pl]
Deionizovana voda - 44.0
Reaction Buffer 10x 6,7
Roztok MgCl, 25 mmol It 4.0
Roztok dNTPs 20 mmol-1"! 0,7
Primer F 10 pmol 1 3,3
Primer R 10 pmol 1 3,3
aTaq DNA polymeriza 50 -ult 1,5

3. Do 6 PCR mikrozkumavek o objemu 0,2 ml napipetovat 1 ul genomické DNA
rakytniku fesSetlakového a dale napipetovat 9 ul pripraveného PCR mixu.
4. Mikrozkumavky vlozit do prednastaveného termocykleru. Zakladni casovy
a teplotni profil PCR reakce je nasledujici:
a. 94°C: 5 min
b. 94°C:30s
50°C:30s 35 cykla
72°C:30s
c. 72°C: 7 min
Podle tohoto schématu probihala pocateéni reakce skazdym parem primert.
Pti nasledujicim opakovani byla teplota annealingu primert upravena pro jednotlivé

mikrosatelity (viz kapitola Vysledky).
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4.7 Amplifikované mikrosatelitni lokusy na DNA rakytniku
reSetlakového
Celkove bylo k PCR amplifikaci pouzito 48 pard primerti. Seznam pouzitych

mikrosateliti je uveden v Tabulce €. 4.

Tabulka ¢. 4: Mikrosatelity testované v ramci této bakalarské prace na 6 kultivarech

rakytniku reSetlakového.

Mikrosatelit Literarni zdroj
Hr01, Hr02, Hr03, Hr04, Hr05, Hr06,
Hr07, Hr08, Hr09
USSM 1, USSM 3, USSM 5, USSM 7,
USSM 8, USSM 12, USSM 13,
USSM 16, USSM 24, USSM 25,
USSM 26
USSM 30, USSM 31, USSM 34,
USSM 50, USSM 66
SB1,SB2,SB3,SB4,SBS5, SB6,
SB7,SBS§,SB9,SB 10, SB 11, SB 12,
SB 13, SB 14, SB 15, SB 16, SB 17, Lietal, 2020
SB 18, SB 19, SB 20, SB 21, SB 22,
SB 23

Wang et al., 2008

Jain et al., 2014

Jain, 2015

4.8 Zpracovani PCR produktu pomoci elektroforetické separace

Tento postup je optimalizovan pro pouziti vyhfivané sekvenacni elektroforetické
komurky S2 Whatman Biometra, s rozmeéry skel 220 x 390 mm a 330 x 420 mm
a tloustkou gelu 0,4 mm.

1. Plochu obou skel (velkého a malého), ktera se bude dotykat gelu, dukladné
dvakrat oplachnout deionizovanou vodou, osusit, dvakrat oplachnout 96%
ethanolem a opét osusit papirovou utérkou.

2. Vétsi sklo osetfit na plose, ktera se bude dotykat gelu, ptipravkem pro odpuzovani
vody ze skel automobili (Rain-off - tekuté stéraCe, Sheron), ten rozetiit
papirovym ubrouskem a nechat 5 minut zaschnout, poté oplachnout dvakrat

deionizovanou vodou a osusit papirovou utérkou.
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Mensi sklo oSetfit v digestoii na plose, ktera se bude dotykat gelu, roztokem 3-
methakryloxypropyltrimethoxysilanu. Ten rozetfit papirovym ubrouskem
a nechat 5 minut zaschnout, poté Ctyfikrat oplachnout 96% ethanolem a pokazdé
osusit papirovym ru¢nikem.

. Na rovnou podlozku v digestofi (polystyrenova deska) umistit vétsi sklo
oSetfenou plochou nahoru, na né& po jeho delSich okrajich polozit dva 0,4 mm
silné spacery a na né polozit mensi sklo oSetfenou plochou doli. Spacery umistit
az do kraje skel, gumu spaceru pfilozit k mensimu sklu tak, aby se jej tésné
dotykala. Na jedné kratsi stran€ jsou hrany skel pfesné v zakrytu, na protilehlé
krats$i strané jsou konce skel vzajemné posunuty pfiblizné o 2,5 cm. V misté
spaceru skla na kazdé strané sepnout dvéma klipsy.

Gel pripravit v kadince smisenim 60 ml 6% roztoku akrylamid:N,N*-
methylenbisakrylamid 19:1, 400 pl 10% rozotku peroxodisiranu amonného
a 40 pl N,N,N‘,N*-tetramethylethylendiaminu. Roztok dobfe promichat a pomalu
ho nalévat mezi skla a zaroven pii tom na sklo druhou rukou poklepavat, aby
se pfedeslo vzniku bublin v gelu.

Kdyz je vyplnén cely prostor mezi skly gelem, vsunout mezi skla v misté€, kde se
plnil tento prostor gelem, hiebinek jeho rovnou stranou asi 0,7 az 1 cm hluboko.
V misté hiebinku skla sepnout ¢tyimi klipsy a gel nechat nejméné hodinu
polymerizovat.

Po ztuhnuti gelu odstranit v§echny klipsy a skla dikladné omyt vodou a pomoci
kartacku zbavit od vSech zbytkd polyakrylamidu, se zvlastnim darazem
a opatrnosti v oblasti hiebinku. Mensi sklo poté osusit a pevné upevnit pomoci
Sroubovacich tchyti do elektroforetické komurky hranou s hfebinkem nahoru
amensim sklem k hlinikové desce elektroforetické komuirky. Uzaviit bocnim
ventilem vypoustéci kanalek pro pufr.

Katodovy 1 anodovy prostor zalit 0,5x TBE pufrem, opatrné vytahnout hiebinek
a vzniklou mezeru mezi skly dobfe vycistit proudem pufru z injek¢ni stiikacky.
Katodovy i anodovy prostor uzavrit, nasadit elektrody a na zdroji stejnosmerného
elektrického proudu jako limitni faktor nastavit hodnotu vykonu 90 W (hodnoty
elektrického napéti 1 proudu jsou nastaveny na maximum: 3000 V/150 mA).
Za téchto podminek nechat gel predehrat 30 minut.

Mezitim si ptipravit vzorky, ke kazdému produktu PCR pfidat 5 pl nanasSeciho

pufru. Pak vzorky vlozit do termocykleru a nechat denaturovat po dobu 3 minut.
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Po denaturaci vzorky okamzité umistit do ledové tiist€, aby se zabranilo
renaturaci denaturovanych vlaken DNA produkta.

Béhem denaturace zatim vypnout zdroj stejnosmémého elektrického proudu,
odpojit katodu, otevfit katodovy prostor a znovu dobfe vycistit proudem pufru
z injekéni stiikacky mezeru pro hiebinek od zbytka polyakrylamidu a rozpusténé
mocoviny. Do této mezery mezi skly vsunout hiebinek zoubky asi 1 mm hluboko
do gelu tak, aby nedoslo k ulomeni nékterého zoubku.

Nyni je mozné nanést pomoci osmikanalové pipety po 2 ul pfipravenych vzorku
do mezer mezi zoubky hiebinku. Na vSechny vzorky pouzit tytéz Spicky, které
mezi nanasenim rozdilnych vzorkt procistit nékolikerym nasatim a vypusténim
pufru z katodového prostoru pipetou. Po napipetovani vSech vzorka katodovy
prostor uzaviit, nasadit elektrodu a na zdroji stejnosmérného elektrického proudu
jako limitni faktor nastavit hodnotu vykonu 70 W (hodnoty elektrického napéti
1 proudu jsou nastaveny na maximum: 3000 V/150 mA).

Cas separace vzorkd zavisi na relativnich molekulovych hmotnostech
rozdélovanych PCR produktd. Orientaéné€ je mozné se fidit pomoci barviv
v nanasecim pufru, jimiz jsou bromfenolova modrt a xylenova modr, které ukazuji
prabéh elektroforézy. Pricemz plati, ze v 6% polyakrylamidovém gelu
se bromfenolova modi pohybuje stejné rychle jako fetézce DNA dlouhé pfiblizné
60 paru bazi a xylenova modrf jako fet€ézce DNA dlouhé piiblizné 220 para bazi.
Obvykla doba separace vzorku je 1 az 3 hodiny.

Béhem elektroforetického déleni vzorku pfipravit nasledujici roztoky: 800 ml
roztoku 10% kyseliny octové (fix/stop roztok), 800 ml roztoku 1% HNO3
a800 ml 3% roztoku NaxCOs (vyvojka). Vyvojku jako jedinou umistit
do chladnic¢ky, aby se vychladila na teplotu nizsi nez 10 °C.

Po uplynuti Casu elektroforetického déleni vzorkt vypnout zdroj stejnosmérného
elektrického proudu, odpojit obé elektrody a koleCkem na pravé strané
elektroforetické komurky oteviit kanalek, kterym pufr z katodové Casti preteCe
do sbérného prostoru, povolit Srouby tichytt skel a skla s gelem vyjmout a polozit
do vodorovné polohy men§im sklem nahoru. Z prostoru mezi skly opatrné
vytahnout oba spacery a hiebinek a skla od sebe odpacit pomoci Cepele noze.
Odchlipené mensi sklo s pfilepenym gelem otocCit gelem nahoru a ulozit
do fotomisky (téz gelem nahoru), umistit na tfepacku a zalit fix/stop roztokem.

Doba puisobeni fix/stop roztoku na gel je pfiblizné 20 minut a orientacn€ je mozné
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charakterizovat dostate¢ny Cas pusobeni vymytim modrého pruhu xylenové mote
z gelu do roztoku.

Nasledné fix/stop roztok slit zpét do barky a sklo s gelem promyt 3x pfiblizné
laz 1,5 1 deionizované vody. Pak nasleduje ctyf minutové promyti gelu
na tfepacce v 1% roztoku HNOs, vyliti tohoto roztoku do odpadu a promyti gelu
4x ptiblizné 1 az 1,5 1 deionizované vody.

Do roztoku 0,1% AgNOs; pridat 1,2 ml formaldehydu. Sklo s gelem premistit
do dalsi fotomisky a umistit na tfepacku. Zalit s pfipravenym roztokem
0,1% AgNOs3 a nechat pasobit po dobu 30 minut.

Na konci této doby pfipravit jednu fotomisku s 1-2 1 deionizované vody
ado 800 ml vychlazeného 3% roztoku NaxCO; (vyvojka) pifidat 1,2 ml
formaldehydu a 160 pl 1% roztoku NazS20s.

Po uplynuti 30 minut fotomisku s gelem v roztoku AgNOs3 sejmout z tiepacky
a roztok slit zpét do zasobni lahve. Sklo s gelem vyjmout a na 5 vtefin ponofit
do misky s deionizovanou vodou, nechat okapat a premistit do fotomisky
pro vyvojkou, umistit na tfepacku a zalit gel vyvojkou, kde se sleduje vyvijeni
hnédocernych stfibrem obarvenych prouzka PCR produktt.

Kdyz jsou prouzky jiz dostatecné zietelné a jesté, nez zacne vystupovat tmaveé
pozadi, tak vyvijeni zbarveni zastavit pfilitim fix/stop roztoku uchovaného
z kroku 16. Roztok nechat pusobit na gel 2 minuty. Dobu pusobeni je mozné
orienta¢né odhadnout podle toho, jestli z roztoku jesté masivné unikd v podobé
bublinek vylouceny CO».

Sklo s gelem potom ponofit asi na 2 minuty do deionizované vody, a pak prenést
na 30 minut do susarny, kde se gel pii 90 °C vysusi.

Ususeny gel vyhodnotit na negatoskopu a poté naskenovat.

Sklo s jiz nepotiebnym gelem ponofit na nékolik desitek minut az nékolik hodin
do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l. Gel by se mél kompletné odlepit a pokud

ne, tak jej ze skla strhnout pomoci Skrabky. Sklo se umyje a je znovu k pouziti.
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S Vysledky

V experimentalni Casti mé bakalarské prace jsem pouzivala metodu PCR
amplifikace a s jeji pomoci jsem se snazila najit vysoce polymorfni a dobfe hodnotitelné
mikrosatelity, které by v budoucnu bylo mozné pouzit pro kultivarové odliseni odrad
rakytniku feSetlakového (Hippophae rhamnoides), které jsou komercné dostupné.
Testovala jsem 48 part primera pro amplifikaci mikrosatelitd, které byly v predchozich
pracich popsany jako polymorfni na asijskych poddruzich rakytniku feSetlakového.
Primery jsem testovala na 6 kultivarech rakytniku feSetldkového péstovanych
v Ceské republice. Jednalo se o kultivary, které byly vyslechtény v geograficky riiznych
oblastech anebo v rizném casovém obdobi.

Nejprve byly vSechny pary primerd amplifikovany pfi teploté annealingu 50 °C,
kdy nasledné byly teploty upravovany podle vysledného produktu. Teplota annealingu
byla snizovana az na 44 °C, pokud nebyl zadny PCR produkt nebo byl velmi slaby.
V ptipadé, ze byl PCR produkt velmi silny a §patné hodnotitelny, tak byla teplota
annealingu postupné zvysSovana az na 68 °C. Kromé teplot annealingu byl upravovan
i objem (respektive koncentrace) hofecnatych ionti v PCR mixu. Z pavodniho objemu
4 u byl objem snizen na2 pl (polovicni snizeni objemu, respektive poloviéni sniZeni
koncentrace z 25 mmol-1"! na 12,5 mmol-1"") nebo na 2,6 ul (dvoutietinové snizeni
objemu, respektive dvoutietinové snizeni koncentrace z 25 mmol-1"! na 16,25 mmol 1)
a o tento objem (2 pl, respektive 2,6 pl) byl zvysen celkovy objem vody v PCR mixu tak,
aby nedoslo ke zméné celkového objemu PCR mixu. Tuto zménu jsem provedla v ptipadé
dvou mikrosatelitt, poloviéni snizeni jsem provedla u USSM 1 a dvoutietinové snizeni
jsem provedla u Hr03. Také byl zvySen objem (tedy koncentrace z25 mmol-1!
na 37,5 mmol-1"!) hofeénatych iontl, a to na 6 ul, kdy o stejny objem byl sniZen celkovy
objem vody v PCR mixu. Tuto zménu jsem provedena u mikrosatelitu SB 21.

Celkové jsem otestovala 48 pari primerd pro amplifikaci mikrosatelitt
na 6 kultivarech rakytniku feSetlakového. Z téchto mikrosateliti jsem vyfadila
mikrosatelit Hr04, jelikoz neposkytl zadny PCR produkt, piestoze teplota annealingu
byla snizena az na 44 °C. Dale jsem vyftadila 8 mikrosatelit, které na mnou testovanych
kultivarech amplifikovaly monomorfni lokus (konkrétné se jednalo o mikrosatelity Hr0S5,
Hr06, Hr07, Hr08, Hr09, USSM 26, USSM 34 a SB 12). A také jsem vyiadila
3 polymortni mikrosatelity (Hr01, Hr02 a Hr03), které sice vykazovaly polymorfismus,
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ale nebylo mozné je vyhodnotit. Tudiz z 48 testovanych parG primerd poskytlo
hodnotitelny polymorfni PCR produkt 36 pard primert (viz Tabulka €. 5).

Je zvykem u lokust mikrosatelitd uvadét i kody z databaze (napiiklad Acc. No.
z databaze GenBank). Ja v Tabulce €. 5 neuvadim kody z databaze, jelikoz samotni autofi

ve svych pracich neuvadéji zadné kody (Jain ef al., 2014; Jain, 2015; Li et al., 2020).
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Tabulka ¢. 5: Charakteristika 36 polymorfnich a hodnotitelnych lokust, které byly testovany na 6 kultivarech rakytniku feSetlakového. V tabulce

je uveden nazev lokusu, sekvence primert, jednotka repetice, pocet alel, doba trvani elektroforetické separace a teplota annealingu (T,).

Jednotka

Lokus Sekvence primeru (5' — 3') - Pocet alel Cas separace [min] Ta [°C]

USSM 1*  F: GGCGGAACTTGACTTGTTGC TAC 7 90 62
R: ACCGATCAATACCGTTCTGC

USSM 3  F: AAGGATGTGGTCGATCCAAG TTC 3 90 68
R: GTTTGCAGGCATTCCTTTGT

USSM 5 F: TTCGATCGGATAAGGTCATTG AC/AT 7 90 68
R: GCAGTCGAGGAGGTTTGAAG

USSM 7 F: TCGCCGTCTGTTTCAGATAA AG 7 90 60
R: GCTGATCCAACGGTCTCATT

USSM 8 F: GGTCGGAGATGATTCAAAGC TCTTCA 2 180 66
R: TACGCTCTCAACGCTTGCTA

USSM 12 F: CGTCACCGTCAGTTCAGAGA AAG 2 180 66
R: AAGGAGACGCAGACGAAGAG

USSM 13 F: GATATGCCGGCGGTAAACTA CAG/CAC 3 90 51
R: TGTACCACTTCCTGCTGCTG

USSM 16 F: CCAACCAACCTCATCGTTTC TC 5 90 61
R: ATCGGAGGGATCGTTGAAAG

USSM 24 F: TAGCATTGCAGGCTCAGAGA AG 2 180 67
R: ATCCGTGGTTAAGGTTGCAC

USSM 25 F: CGAGGTCCGAGTAGGAAGA AAG 3 90 63
R: CATTGGCCTTCAATCTCCTC

USSM 30 F: GAAAGTCCTCGTCTTCCTCT TTCTC 3 90 52
R: AGAGGAAGGGAGATAGATGG

USSM 31 F: GTGCAGCAGCAGCTATTAAG TTG 3 90 63
R: GTGGATGCAGTGGAATAGAC

Pozn.: * 2 ul hoteénatych iontt v PCR mixu (koncentrace 12,5 mmol 1)
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Tabulka ¢. 5: Pokracovani 1.

Jednotka

Lokus Sekvence primeru (5' — 3') oaias Pocet alel Cas separace [min] Ta [°C]

F: GGTCAGCCAAAGCAGTAAGT
USSM30 g cGTGTTAGGCTAGCTTTAGG CTCCTT 4 90 >4
F: TGACCTACATTGACCCTTGG
USSM 66 B GTAGGACTCACCACCCACAT CTcce 2 90 60

sg F: CATGTAGCCCAGCAGTATTGAA ; ) 00 o
R: AGAGGGCAAGAAGGAGAAGAAG heuvedeno

sgy F ATGTGGATTGGTTTAGCAACACT ; 5 00 6
R: ACTCGACAAAATCCCACTAAAGG heuvedeno

sg3 F:GTCACAAGGGCTAATGTTACTGC ; 5 00 o
R: GCAATGGGTTTAAGGGTATGAGT heuvedeno
F: ACCTCTAGGATTTCACTTTCTTGT

SB4 R GGTCGTATCCATATGACACTCGT neuvedeno 4 120 63

sg5 F AGTCTTCGGATAGGTCGTCATC ‘ ; %0 o
R: CAAAGAACCTAACCCACTGCTAC heuvedeno
F: GACAATTTTTCCCATGTTGTAGC

SBO R GAAATTTAAAATCCCAGTTCATGG  ‘euvedeno 2 120 64

sg7 F: TGGAAATAGTAACAATGGGCAGT euveden ) %0 6
R: GTTCACGAATTTCATCTGCTTCT euvedeno

sgg F: AGAGATAGTGGAGTAAGTCCCGC euveden ; %0 -
R: CAAATCGAAGAAGTGATCAGGTTA euvedeno

sgo F: CACCATCATAATACCCAAAATGG euveden ) %0 5
R: TTGTATTTGTCGCATTGTTTCCT euvedeno
F: ATAAACAAATGGGCAAATCAGTG

SB10 R TTCTTCTTCATCACCACAATCCT neuvedeno 4 90 60

SB 11 E: TGTATACTCCCCACCAACAACAT euvedeno ; 00 5

: GTGATGACATCGTATCCAGATCA
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Tabulka ¢. 5: Pokracovani 2.

Lokus Sekvence primeru (5' — 3') {‘ee(:)r;(;itia Pocet alel Cas separace [min] Ta[°C]

sg13 [ AAGCTGGAGGAACTAGAGTAGCC euvedeno ; %0 5
R: TGATATTTTTGATTCAGGGATCG cuvede
F: GATTTGCTTTTCCTTAAAGCTGG

SB14 B ATCAAAAGAAGGAAACCCAGAAG  ‘euvedeno 4 120 63
F: AGGTCTGATCATTGACATTTGCT

SB1S R ATCACGGGACCCTATATCATACC neuvedeno 2 20 60
F: TTGTTCAATCTAGGAGGCAGAAG

SB16 R TGGTAGTGTTGGTTCAACAAGTG neuvedeno 2 90 62
F: GTTTCGGATTCAAAGAACAAGAG

SB17 R GCATATGCAACCTATGAACCAAC neuvedeno 2 90 64

sp1gs [ GAGTTAATCGATGGATAATGATTG . A %0 0
R: TTCCTTCATTTGAAACCTCATTC uv
F: ATTATTTGCCCATGCTGACTAAC

SB19 R CAGCTTCTTCTACACCCAAGCTA neuvedeno 3 90 67
F: TGTTCTGCTAAGAACTTCAACCA

SB20 R TTCAGAAATTACTGCAGACATGA neuvedeno 4 120 >0
F: CGGCTGAGATGTAGTAGAAGCTG

% :
SB 21 R TCATCATCGTCATCCTCACC neuvedeno 4 20 44

F: TCAGTCATATTACAATTCACACGG

SB22 R TCACAACCTTAACATTTCAACCA neuvedeno 4 120 >8

SB 23 E - TGAAGATCAACAACACTACCACC envedeno ) 120 6

: AAGAATCTGTGCCTTGAACTTGA

Pozn.: ** 6 pl hofe¢natych iontd v PCR mixu (koncentrace 37,5 mmol 1)
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Z celkem 48 testovanych part primera poskytlo polymorfni a hodnotitelny PCR
produkt 36, coz znamena, ze Uspé&Snost nalezeni polymorfniho a hodnotitelného
mikrosatelitu je 75 %. U téchto polymorfnich a hodnotitelnych mikrosateliti bylo
detekovano 2—7 alel. U 12 polymorfnich lokust byly detekovany 2 alely, u 11 lokust
byly detekovany 3 alely, u 8 lokust byly detekovany 4 alely, u 2 lokust bylo detekovano
5 alel a u 3 lokusi bylo detekovano 7 alel. Procentualni zastoupeni mikrosatelitt
se 2 alelami je 33 %, mikrosateliti se 3 alelami je 31 %, mikrosateliti se 4 alelami
je 22 %, mikrosateliti s 5 alelami je 6 % a mikrosatelity se 7 alelami je 8 %. Na Obrazku 3

je znazornéno procentualni zastoupeni mikrosateliti s danym poctem alel.

2
u3
ma
u5

7

Obrazek 3: Procentualni zastoupeni poctu alel u mikrosateliti. Legenda vpravo udava pocet alel a Cisla

v grafu udavaji procentualni zastoupeni mikrosateliti s danym poctem alel.

V Tabulce ¢. 6 jsou uvedeny genotypy vSech 36 polymorfnich mikrosatelita

u 6 kultivara rakytniku fesetlakového.
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Tabulka ¢. 6: Genotypy 36 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u 6 kultivart rakytniku

feSetlakového. V tabulce je uveden nazev lokusu, pocet alel, pocet genotypu,

heterozygotnost a genotypy.

NS Pocet Pocet Heterozygotnost Genotypy u jedince

alel genotypu 1 2 3 4 5 6

USSM 1 7 5 1 Yr Ys 3 2s Sl s
USSM 3 3 3 s 2y 2 s Yy Yy U,
USSM 5 7 6 1 3 2 Me Vs s s
USSM 7 7 6 s Yy Vs 3y s S5
USSM 8 2 2 1 Yy Yy Yo Yt
USSM 12 2 3 1 Wy Yo Yy 2
USSM 13 3 2 1 s s s Y5 2 1
USSM 16 5 6 2/ Vo Us 2k 35 3y Yy
USSM 24 2 2 2/ Wl Yo Yy Yy
USSM 25 3 4 1 Sy Yy 3 s 2y U
USSM 30 3 4 1 Vo W 3k Y Y
USSM 31 3 3 0 Yy 33 Yo 2y 2y s
USSM 50 4 4 13 Sy Yy s Yy W U,
USSM 66 2 2 0 Y 2% YW Y 2y
SB 1 2 2 s UV Yy Yo Yy 2
SB 2 3 3 13 2y Yo 2y 23 2 2
SB 3 5 5 1 Sy s Sy Y s,
SB 4 4 5 1 2y Sl Yy 2y Vs 2,
SB 5 3 3 1 33 3k 35 2 1 2
SB 6 2 2 s Uy 2y 2k h 2
SB 7 2 3 13 Yy MYy Yy Yy Yy
SB 8 3 4 2/ Sy Vs Yy s 2y 2
SB 9 2 2 0 Wl Y My 2
SB 10 4 4 13 2y 2h My Y s 2
SB 11 3 3 2/ 2y 2 2y 2y 2
SB 13 3 3 1 Sy Vs 323 25 )
SB 14 4 5 2/ w2y Vs Vs 3
SB 15 2 2 13 Vs Yy 2k h 2 2
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Tabulka ¢. 6: Pokracovani.

NS Pocet Pocet Heterozygotnost Genotypy u jedince

alel genotypu 1 2 3 4 5 6
SB 16 2 2 1 Vo 2h My Y 2k s
SB 17 2 2 13 Vo Yo My 2y 2k ?h
SB 18 4 5 e Yse Yo 3 35 Yy 3,
SB 19 3 3 e 2y Mz 2 Yy Uy M,
SB 20 4 5 s Yo 2 3 35 My 3,
SB 21 4 5 s Yy Yo Yy 23 2y s
SB 22 4 5 23 Yy Yo 33 3y a3
SB 23 2 2 1 2y My 2 Y Yy M,

VSechny mikrosatelity vykazovaly polymorfismus, ale je pravdépodobné,
ze pro dalsi studium budou vhodnéjsi ty mikrosatelity s vys§im poctem alel, jelikoz
nejspise budou mit vyssi vypovidajici hodnotu. Dvojice mikrosatelitt USSM 3 a SB 19
poskytly totozné genotypy, rovnéz jako dvojice mikrosatelita SB 15 a SB 17, bude tedy
potieba dalsi studium na vétSim poctu odrid, aby se zjistilo, zda se jedna o jeden lokus,
vazbu nebo nahodu. Mikrosatelity USSM 31, USSM 66 a SB 9 mély pouze homozygotni
konstituci.

Jedenact mikrosateliti amplifikaci na 6 kultivarech poskytlo 2 rizné genotypy,
devét mikrosateliti poskytlo 3 rizné genotypy, pét mikrosateliti poskytlo 4 rizné
genotypy, osm mikrosatelitd poskytlo 5 riznych genotypu a tfi mikrosatelity poskytly 6
riznych genotypt. Procentualni zastoupeni mikrosatelitd s 2 riznymi genotypy je 31 %,
mikrosateliti se 3 rGznymi genotypy je 25 %, mikrosateliti se 4 riznymi genotypy
je 14 %, mikrosatelitl s 5 rGznymi genotypy je 22 % a mikrosateliti s 6 riznymi
genotypy je 8 %.

V populacni genetice se ¢asto udava heterozygotnost neboli podil heterozygota
v populaci. Vramci své bakalafské prace jsem vypocCetla podil heterozygotu
u testovanych kultivari. U 3 mikrosateliti byla heterozygotnost 0, u 2 mikrosateliti byla
heterozygotnost !/s, u 6 mikrosateliti byla heterozygotnost !/3, u 11 mikrosateliti byla
heterozygotnost /2, u 6 mikrosateliti byla heterozygotnost /3, u 5 mikrosateliti byla

heterozygotnost /s a u 3 mikrosateliti byla heterozygotnost 1.
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Pro hodnoceni mikrosateliti je dalezité urCeni optimalnich podminek PCR
amplifikace (napt. vhodna teplota annealingu, spravna koncentrace horecnatych iontl),
doba elektroforetické separace a také vysledny obraz v gelu. Muze se stat,
ze pii elektroforetické separaci vzniknou dalsi produkty, které zptisobi problematické
hodnoceni mikrosateliti, a proto mohou byt vysledky polymorfismi a genotypua
nespolehlivé. Piikladem nespolehlivych a $patn€ hodnotitelnych mikrosateliti mohou byt
mikrosatelity HrO1, Hr02 a Hr03, které jsem pravé kvuli tomuto problému vyfadila.
Avsak nékteré mikrosatelity byly velmi dobfe hodnotitelné jako naptiklad SB 11
(viz Obrazek 4), SB 13 (viz Obrazek 5) a SB 23 (viz Obrazek 6).

<+— alelal

<« alela2

<+ alela3

Obrizek 4: Elektroforeticky separované produkty PCR amplifikace mikrosatelitniho lokusu SB 11 na Sesti
kultivarech rakytniku fesetlakového. Teplota annealingu byla pti 54 °C a Cas elektroforetické separace byl

90 minut. Cisla 1-6 jsou oznageni kultivard, $ipkami jsou vyznagené alely daného lokusu.

1 2 3 4 5 6
- < galelal
- <«—— alela?2
- - v’ - - <«— alela3

[ =

Obrizek S: Elektroforeticky separované produkty PCR amplifikace mikrosatelitniho lokusu SB 13 na Sesti
kultivarech rakytniku fesetldkového. Teplota annealingu byla pti 57 °C a Cas elektroforetické separace byl

90 minut. Cisla 1-6 jsou oznageni kultivard, $ipkami jsou vyznagené alely daného lokusu.
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<« alelal
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Obrazek 6: Elektroforeticky separované produkty PCR amplifikace mikrosatelitniho lokusu SB 23 na Sesti
kultivarech rakytniku fesetlakového. Teplota annealingu byla pti 65 °C a Cas elektroforetické separace byl

120 minut. Cisla 1-6 jsou oznadeni kultivara, $ipkami jsou vyznagené alely daného lokusu.
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6 Diskuze

V této bakalarské praci jsem se vénovala hledani vysoce polymorfnich a dobte
hodnotitelnych mikrosatelith navrzenych pro rakytnik fesSetlakovy pomoci PCR
amplifikace na DNA 6 ruznych kultivard rakytniku fesSetlakového péstovanych
v Ceské republice. Celkové jsem testovala 48 parQ primerd navrzenych pro asijské
poddruhy rakytniku fesetlakového, kdy 9 pari primer navrhli Wang et al. (2008) pro H.
rhamnoides ssp. sinensis, 11 part primerd pro H. rhamnoides navrhli a ve svych pracich
publikovali Jain ef al. (2014) a Jain (2015), dalSich 5 parG primert pro H. rhamnoides
pouzitych v této bakalaiské praci navrhl Jain (2015) a 23 part primert navrhli a testovali
na H. rhamnoides ssp. mongolica a H. rhamnoides ssp. sinensis Li et al. (2020). V ramci
experimentalni ¢asti své bakalafské prace jsem nalezla 36 polymorfnich a hodnotitelnych

mikrosatelitu.

Wang et al. (2008) navrhli 9 polymorfnich mikrosateliti pro H. rhamnoides ssp.
sinensis, a to Hr01-Hr09. Tyto mikrosatelity testovali na 12 jedincich H. r. ssp. sinensis.
Mikrosatelity HrO1, Hr02 a Hr03 v mé experimentalni praci poskytly polymorfni PCR
produkt, ale bohuzel nebyly dobfe hodnotitelné. Wang ef al. (2008) u mikrosatelitu HrO1
pfi teploté¢ annealingu 51 °C detekovali 12 alel, u mikrosatelitu Hr02 pfi teploté
annealingu 48 °C detekovali 6 alel a u mikrosatelit Hr03 pfi teploté annealingu 50 °C
detekovali 11 alel. Mikrosatelit Hr04 v mé praci neposkytl zadny produkt, a to ani
v ptipadé kdy byla teplota amnealingu snizena az na 44 °C. Autofi ve své praci
u mikrosatelitu Hr04 pfi teploté annealingu 50 °C detekovali 4 alely. Mnou testované
mikrosatelity HrO5-Hr09 poskytly monomorfni PCR produkt, a¢ Wang et al. (2008)
uvadeji tyto mikrosatelity jako polymorfni. VSechny mikrosatelity publikované Wang
etal. (2008) jsem vyftadila, i kdyz podle autorit mély byt polymorfni pro rakytnik
fesetlakovy. V ramci mikrosatelitli z prace Wang ef al. (2008) byla uspésnost nalezeni
vysoce polymorfniho a dobfe hodnotitelného mikrosatelitu 0 %. Je tedy zvlastni, ze autofi
prace meéli oproti mné tak vysokou uspéSnost (100 %) nalezeni polymorfniho

a hodnotitelného mikrostelitu v ramci stejného druhu rostliny.
Jain et al. (2014) navrhli 11 polymorfnich mikrosateliti pro rakytnik fesetlakovy,

které testovali na 18 jedincich, zatimco j& testovala pouze na 6 jedincich.

U 4 mikrosatelitd jsem detekovala vice alel, nez detekovali Jain et al. (2014),
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u 4 mikrosateliti jsem nasla mensi pocet alel, u 2 mikrosateliti jsem nalezla stejny pocet
alel, ale pfi jiné teploté annealingu a 1 mikrosatelit poskytl monomorfni PCR produkt
(viz Tabulka ¢. 7). Z mikrosatelitd publikovanych Jain ef al. (2014) jsem vytadila pouze

jeden, tudiz aspésnost nalezeni polymorfniho a hodnotitelného mikrosatelitu je 91 %.

Tabulka €. 7: Srovnani mych vysledki testovanych na 6 jedincich s vysledky Jain ef al.
(2014). V tabulce jsou uvedeny nazvy mikrosateliti, mnou zjiStény pocet alel a pouzita
teplota annealingu a pocet alel a teplota annealingu v publikaci. M zna¢i monomorfni

lokus. Cisla v zavorkach udavaji pocet testovanych jedinci.

Mikrosatelit Moje vysledky Jain et al. (2014)
T °C] Pocet alel T.[°C] Pocet alel
USSM 1 62 7 55 208)
USSM 3 68 3 54 7(18)
USSM 5 68 7 56 5(18)
USSM 7 60 7 50 D)
USSM 8 66 5 50 5(18)
USSM 12 66 5 50 4(08)
USSM 13 51 3 57 3(08)
USSM 16 61 3 55 2 (18)
USSM 24 67 5 55 3(08)
USSM 25 63 3 55 3 (05)
USSM 26 50 M 55 7(09)

Ve své praci Jain (2015) testoval 10 USSM mikrosatelit z prace Jain et al. (2014)
a 5 nové navrzenych USSM mikrosatelitd. Tyto mikrosatelity testoval na 57 jedincich
rakytniku feSetldkového rostoucich v Lehu (Indie) a na 41 jedincich rakytniku
feSetlakového rostoucich v Lahaulu (Indie). U 4 mikrosateliti jsem detekovala vice alel,
nez detekovali Jain (2015), u 6 jsem nalezla méné alel, u 3 jsem nasla stejny pocet alel
a 2 mikrosatelity poskytly monomorfni PCR produkt (viz Tabulka ¢. 8). Z USSM
mikrosateliti publikovanych Jain (2015) jsem vyfadila pouze dva, tudiz uspésnost

nalezeni polymorfniho a hodnotitelného mikrosatelitu je 87 %.
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Tabulka €. 8: Srovnani mych vysledki testovanych na 6 jedincich s vysledky Jain
(2015). V tabulce jsou uvedeny nazvy mikrosateliti, mnou zjiStény pocet alel a pouzita
teplota annealingu a pocet alel a teplota annealingu v publikaci. M zna¢i monomorfni

lokus. Cisla v zavorkach udavaji pocet testovanych jedinci.

NS Moje vysledky Jain (2015)
Ta [°C] Pocet alel Ta[°C] Pocet alel
USSM 1 62 7 55 6 (57), 6 (41)
USSM 3 68 3 54 6 (57), 6 (41)
USSM 5 68 7 56 8 (57), 4 (41)
USSM 7 60 7 50 5(57), 5 (41)
USSM 12 66 2 50 2(57), 2 (41)
USSM 13 51 3 57 2(57), 2 (41)
USSM 16 61 5 55 3 (57), 3 (41)
USSM 24 67 2 55 6 (57), 3 (41)
USSM 25 63 3 55 4 (57), 4 (41)
USSM 26 50 M 55 3 (57), 3 (41)
USSM 30 52 3 54 3 (57), 3 (41)
USSM 31 63 3 53 4 (57), 4 (41)
USSM 34 50 M 57 4 (57), 4 (41)
USSM 50 54 4 55 3 (57), 4 (41)
USSM 66 60 2 56 3 (57), 4 (41)

Li et al. (2020) ve své praci navrhli a testovali 23 polymorfnich mikrosatelitt
na 52 jedincich H. rhamnoides ssp. mongolica, 6 jedincich H. rhamnoides ssp. sinensis
ana 20 hybridech (H. r. ssp. mongolica x H. r. ssp. sinensis). U 9 mikrosatelitd jsem
detekovala vice alel, nez detekovali Li ez al. (2020), u 8 mikrosatelit(i jsem nasla méné
alel, u 5 mikrosateliti jsem nalezla stejny pocet alel a 1 mikrosatelit poskytl monomorfni
PCR produkt (viz Tabulka ¢. 9). Z mikrosatelitl publikovanych Li et al. (2020) jsem
vytadila pouze jeden, tudiz uspéSnost nalezeni polymorfniho a hodnotitelného

mikrosatelitu je 96 %.
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Tabulka ¢. 9: Srovnani mych vysledkl testovanych na 6 jedincich s vysledky Li et al.
(2020). V tabulce jsou uvedeny nazvy mikrosateliti, mnou zjiStény pocet alel a pouzita
teplota annealingu a pocet alel a teplota annealingu v publikaci. M zna¢i monomorfni

lokus. Cisla v zavorkach udavaji pocet testovanych jedinci.

Moje vysledky Li et al. (2020)
Mikrosatelit
Ta [°C] Pocet alel Ta[°C] Pocet alel
SB 1 65 2 58 3 (78)
SB 2 63 3 56 4 (78)
SB 3 65 5 60 4 (78)
SB 4 63 4 54 2 (78)
SB 5 65 3 60 4 (78)
SB 6 64 2 56 4 (78)
SB 7 63 2 56 2 (78)
SB 8 66 3 60 8 (78)
SB 9 55 2 54 2 (78)
SB 10 60 4 60 3 (78)
SB 11 54 3 58 2 (78)
SB 12 50 M 60 3 (78)
SB 13 57 3 60 4 (78)
SB 14 57 4 60 2 (78)
SB 15 60 2 60 2 (78)
SB 16 62 2 60 4 (78)
SB 17 64 2 56 2 (78)
SB 18 60 4 55 2 (78)
SB 19 67 3 60 3 (78)
SB 20 50 4 58 2 (78)
SB 21 44 4 59 3 (78)
SB 22 58 4 59 3 (78)
SB 23 65 2 60 4 (78)
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Celkem jsem otestovala 48 pard primert, dale je pro rakytnik feSetlakovy
publikovano dalSich 33 mikrosatelitnich markert, které by urcité bylo dobré otestovat
(Jain et al., 2010; Srihari et al, 2013; Islam et al., 2015). Také je publikovano
8 mikrosatelitl pro rakytnik tibetsky (Qiong ez al., 2017). Kromé toho je 11 mikrosatelitt
pro hlosinu tizkolistou (Gaskin ef al., 2013) a 20 mikrosatelitt pro Elaeagnus mollis (Ye
et al, 2016), které by mohly byt pouzity ke cross-species amplifikaci, ale
je pravdépodobné, ze uspéSnost bude nizsi, jelikoz se jedna o sestersky rod. Tato
bakalarska prace se zabyva predbéznym hledanim polymorfnich mikrosateliti
pro rakytnik feSetlakovy, ale rada bych v pokracujici diplomové praci tyto markery
popsala na vé&tsim mnozstvi odrad, které se péstuji v Ceské republice, abych mohla
stanovit jejich populacné genetické vlastnosti a potvrdit vyuziti té€chto mikrosatelitt

pro odriadovou determinaci.
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7 Zavér

V ramci své bakalaiské prace jsem pomoci PCR amplifikace otestovala 48 para
primerd na 6 riznych kultivarech rakytniku fesetlakového (Hippophae rhamnoides).
Mikrosatelity pouzivané v této praci byly navrzeny pro rakytnik fesetlakovy. Mym cilem
bylo nalézt vysoce polymorfni a dobfe hodnotitelné mikrosatelity, které by bylo mozné
pii dalsim studiu pouzit pro kultivarové odliseni komeréné dostupnych odriid rakytniku
feSetlakového.

Vsechny pary primert jsem nejprve otestovala pii teploté annealingu 50 °C
anasledné jsem teploty upravovala podle vysledného produktu. Pokud nebyl zadny
produkt nebo byl velmi slaby, teplota byla snizena az na 44 °C. Naopak pokud byl produkt
velmi silny a Spatné hodnotitelny, byla teplota postupné zvySovana az na 68 °C.
Z celkoveé testovanych 48 pard primera jich 8 poskytlo monomorfni PCR produkt
(Jednalo se o mikrosatelity Hr05, Hr06, Hr07, Hr08, Hr09, USSM 26, USSM 34 a SB 12),
mikrosatelit Hr04 neposkytl zadny PCR produkt a 3 poskytly polymortni
ale nehodnotitelny PCR produkt (konkrétné¢ HrO1, Hr02 a Hr03). 36 z 48 testovanych
mikrosateliti poskytlo polymorfni a hodnotitelny PCR produkt. U vSech polymorfnich
a hodnotitelnych mikrosateliti jsem urcila pocet alel, poCet genotypu, heterozygotnost,
genotyp, teplotu annealingu a délku elektroforetické separace. Pocet alel se pohyboval
od dvou do sedmi. Nejvyssi pocCet alel (7) jsem zaznamenala u lokusit USSM 1, USSM 5
a USSM 7. PocCet genotypt se pohyboval od dvou do Sesti. Nejvyssi pocet genotypu (6)
jsem zaznamenala u lokusit USSM 5, USSM 7 a USSM 16. Heterozygotnost byla
od 0 do 1. Nejvyssi heterozygotnost (1) jsem zaznamenala u lokust USSM 1, USSM 5
a USSM 13. Primérna heterozygotnost byla 0,53.
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