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Souhrn

Tato prace je zaméfena na problematiku analyzy DNA a to predevSim
z nahosemennych, zvlasté z ¢eledi Pinaceae. V prvni kapitole je popsana historie a postupné
rozSiteni Celedé. Dale jeji Clenéni a hlavni znaky, kterymi se vyznaCuje. Druha kapitola
mapuje borovici ¢ernou, jejiz geneticka analyza je pfedmétem vlastniho vyzkumu. Je zde opét
rozebrana jeji historie, ale také vyuziti ve vysadbach a jsou uvedeny nékteré jiz stavajici
vysadby. Dale je zde popsan jeji vzhled a vybrané kultivary, stejné tak jako jednotlivé
subspecie spadajici pod tento druh. Tieti kapitola popisuje analyzu DNA, DNA jako takové a
nasledné vybrané metody jak extrak¢ni, tak PCR. Kapitola také obsahuje popisy zafizeni, na

nichz jsou pokusy realizovany.

Vlastni prace byla zamétfena hlavné na extrakci DNA z 32 exemplatii borovice ¢erné
odebranych ve dvou oblastech Prahy, konkrétng na Barrandovské skéle a v arealu CZU.
Extrakce DNA ze vzorkd probéhla za pomoci kitu DNeasy Plant Mini Kit. Vysledky extrakce
byly vyhodnoceny elektroforeticky a porovnany se spektrofotometrickym méfenim. Ziskané
vzorky DNA byly dle vysledkt spektrofotometrického méteni nafedény na koncentraci 20
ng/ul s cilem vyssi vyrovnanosti koncentrace DNA. Priméma hodnota koncentrace DNA
byla 54,65 ng/ul pfi smérodatné odchylce 25,83 ng/ul. Hodnota varia¢niho koeficientu byla
0,47. Ziskana variabilita je vysoka a to bych pfisuzovala jak riznosti jednotlivych vysadeb,
tak casovym odstupim mezi sbéry. Primér absorbance 260/280 byl 1,752 a hodnota pfi
260/230 cinila 2,512. Pro zvySeni homogenity vzorki DNA by bylo vhodné zaradit

automatizovanou homogenizaci materialu.

Vysledky ziskané v ramci této prace budou nasledné vyuzity pro hodnoceni genetické

variability vysadeb borovice ¢erné ve vybranych lokalitach Prahy.

Klicova slova: Pinaceae, Pinus nigra, analyza DNA, metody extrakce DNA, vytéznost
DNA

Summary

The bachelor thesis deals with analysis of DNA mainly from gymnosperms, especially
from the family Pinaceae. The first chapter describes the history and progressive extension of
the family. In addition, it describes structure and main features which characterizing the
species. The second chapter maps the pine nigra, its genetic characteristic is subject of

research. There is also analyzed its history, but also use in planting, or are some already



existing plantings. At this thesis is described her appearance and selected cultivars and
individual subspecies which are under the species. The third chapter describes analysis of
DNA, DNA structure and then selected methods of PCR. Chapter includes descriptions of

equipment on which experiments are carried out.

The thesis was mainly focused on the extraction of DNA from 32 samples of pine
nigra pick up from two areas in Prague, specifically from Barrandov rock and CZU area.
DNA extraction from samples was held by DNeasy Plant Mini Kit. The results of extraction
were evaluated electrophoretic and compared with spectrophotometer measurement. Obtained
DNA samples on the bases from spectrofotometr measurements were diluted to a
concentration 20 ng/ul for high equilibrum of DNA concentration. The average value of DNA
concentration was 54.65 ng/ul , with standard deviation 25.83 ng/ul and value of the variation
coefficient was 0.47. Obtained variability was high, the mason can bet he diversity of
individual growth same as time between collections. Average absorbance 260/280 was 1.752
and the value at 260/230 was 2.512. For increase the homogenity of the DNA samples can be

use automated homogenization.

The results obtained in this work will be used to evaluate the genetic variability of

pine nigra in selected localities of Prague.

Key words: Pinaceae, Pinus nigra, DNA analysis, DNA extraction methods, DNA yield
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1. Uvod

Borovice jsou jeden z nejrozsifenéjSich jehli¢nanti severni polokoule. Maji mnoho
tvari a forem a mohou se vyskytovat od nizin po horskéa pasma, na rasenilistich i v skalnatych
pudach. Mnoh¢é hybridizace davaji vzniknout poddruhtim, jejichz vlastnosti a rozsifeni se
zkoumaji diky genovym analyzam. Muzeme jejich postupné rozsifeni sledovat po celé Evropé
a to i s misty ptivodu. V Ceské republice se zkouméanim problematiky hybridizace borovic

zabyva R. Businsky z vyzkumného ustavu Sylva Taroucy v Prihonicach.

Je mnoho principli a metod, které jsou v studiich vyuzivany, ale pouze nékteré jsou
vhodné pro extrakci DNA z lesnich dfevin. Pravé na borovici ¢erné byly provadény vyzkumy,
které pomohly modifikovat stavajici metody tak, aby byly vhodné pro extrakci z lesnich

dfevin.



2. Cil prace
Hlavnim cilem mé prace bylo provézt odbér vzorkli a extrakci DNA pro budouci

geneticky vyzkum variability P. nigra ve vybranych lokalitach.

Dale bylo cilem zmapovani riznych metod analyzy DNA a zpusobt extrakce DNA
z lesnich dfevin. Dal$im bodem prace bylo stru¢né shrnout moznosti pouziti P. nigra ve

vysadbach a hodnotu pfi Gipravé Zivotniho prostiedi.



3. Literarni prehled

3.1. Pinus
Taxonomie dle Arnold et al. (1999):

Rige: Planta

Podtise: Tracheobionta
Odd¢leni: Pinophyta
Ttida: Pinopsida

Rad: Pinales

Celed: Pinaceae

Rod: Pinus

Rod Pinus je v ramci rostlin nahosemennych (Pinophyta) nejrozsahlejsim rodem,
obsahuje kolem sta druht Siroce rozsifenych na severni polokouli a v nékterych tropickych a
subtropickych oblastech (Arnold et al. 1999). Karhu (2001) popisuje Ze, vyvoj probihal
Vv poloving Jury, pfed 160 mil. let. V ¢eledi Pinaceae je 11 rodu a z toho je vice nez polovina
druhti v rodu Pinus. V k#idé se rod Pinus rozdélil do dvou podrodi — Pinus, tvrdé borovice, a
Strobus, mékké borovice. Po diferenciaci se borovice $ifily ve stfednich zemépisnych Sitkach
severni polokoule. Klimatické zmény a horotvorné procesy vytvofily velkou rtiznorodost a
fidily rozdéleni taxond. Na konci eocénu doslo k zpestieni a rozsifeni rodu Pinus. V prubéhu
Pleistocénu se populace Casto presouvaly v zavislosti na ledovych a meziledovych obdobich.
Klimatické kolisani mohlo sehrat vyznamnou roli pii zachovani genotypl. V poslednich

10 000 letech, od posledni doby ledové, se formovala souc¢asna struktura rozdéleni borovic.

Borovice maji velkou ekonomickou hodnotu, péstuji se jako zdroj dieva, celulozy.
Jsou dilleZitou sloZkou ekosystému, v Evropé¢ a Asii tvoii oblasti nejrozséhlejSich jehli¢natych
porosti na svét€. Hranice rozSifeni jednotlivych druhii jsou uréeny genetickymi,
ekologickymi a historickymi faktory. Jedna se o morfologicky a fyziologicky variabilni druhy
s vyskytem od Arktidy aZ po tropické a subtropické oblasti stfedni Ameriky. Pinus merkusii

1ze dokonce nalézt 1 na jih od rovniku.



3.2. Pinus nigra

3.2.1. Historie, introdukce

Zara et al. (2007) uvadi, ze borovice Cernd pochédzi z Balkanu, Pyrenejského a
Apeninského poloostrova, ale také ma piivod na tizemi severni Afriky a Malé Asie. Migrace a
diferenciace Pinus probihala v tfetihorach podél moie Paratethys, a to nejspiSe z vychodni
Asie, kde se daji nalézt vyvojové blizké taxony Pinus. Puvodné se nékteré poddruhy
vyskytovaly 1 na naSem uzemi, ale zalednénim v pribéhu ctvrtohor byla v severngjsich
oblastech (severnéjsich od statti Stredozemniho moie) ochuzena dendroflora. Velmi Casto se
P. nigra vyskytuje ve smiSenych porostech s jinymi borovicemi (Pinus heldreichii Christ.,

Pinus leucodermis Ant., Pinus sylvestris L., Pinus peuce Griseb.), se kterymi tvoii i hybridy.

Busincky (2008) uvadi, ze introdukce do ¢eskych biezovych lesti probiha od roku
1786 a to s predpokladem t&zby pryskyfice, tento predpoklad se vSak nepotvrdil. Tento druh
se stal jednim z nejcastéji péstovanych a to diky své odolnosti, byl sazen na pustych mistech,
u hradl a na kopcich. Podafilo se tak zalesnit i mista, na kterych pokusy s jinymi druhy
selhavaly. V 19. stoleti bylo péstovani Pinus nigra u nas podporovano némeckou i rakouskou
Skolou. Také se predpoklada, Ze vysadba u nas pochédzi ze semen pivodnich porostii v okoli
Vidn€. V druhé poloviné minulého stoleti (Berounsko 1988 — 1992) dochazelo c¢asto
k usychani, byl nalezen houbovy patogen Scleroderris lagebergii, ovsem ptedpokladem je, Ze
uhyn byl zptisoben spiSe dlouholetym suchem nez patogenem. Dnes se jedna o druh, kterym

je nahrazovana P. sylvestris pravé diky odolnosti vii¢i exhalacim a zasoleni.

3.2.2. Vlastnosti

Hieke (2008) uvadi, ze se jedna o puvodné horsky az vysokohorsky druh jehli¢nanu,
ktery nalezi do sekce Pinus, subsekce Sylvestres. Velmi tolerantni jehli¢nan a to ne pouze na
sloZeni pudy, ale také na klimatické podminky, mrazuvzdorny. NejradS$i ma vSak vapenaté
propustné pudy s dostatkem slunec¢niho svétla a tepla. Snasi dobte vedra, sucha a znecisténé
ovzdusi. Ptirozené se vyskytuje spiSe ve vyssich polohach, ale je sazena i do nizin. Rozloha
jejich porostti v CR se odhaduje na 1000 — 2000 ha, které jsou pievazné starsi nez 50 let (Acta
Prtihoniciana, 1999).

Hieke (2008) popisuje, ze P. nigra muze dorastat az 40 m, koruna je tupé az
destnikovité zakoncend, vétve ma pravidelné pieslenité, ve stafi i nepravidelné. Mladé vyhony

jsou lysé, svétle hnédé az oranzové hnédé. Pupeny ma P. nigra vejcité az ponckud



cylindrické, pryskyfi¢né. Jehlice jsou po 2, svétleji nebo temnéji zelené, pomérné tuhé, na
strom¢ vydrzi 4 az 8 let, 8 — 12 cm dlouhé, 1 — 2 mm Siroké, rovné nebo zahnuté, okraje
jemné zoubkované. Tato borovice ma SisSky témét prisedlé, svétle hnédé, otviraji se ve tietim
roce. P. nigra disponuje silnym kulovitym kofenem a ma velmi hluboky kofenovy systém.

Drevo je m&kké, pruzné a vice pryskyfi¢naté, nez je tomu u P. sylvestris.

Mnozi se pomoci semen, ktera dozravaji v Siskach druhym rokem na podzim. Musi se
sklidit hned pfi dozrani a pfes zimu se uchovavaji v chladu a temnu. Vykli¢it se nechavaji na
konci bfezna a kli¢ivost se pohybuje mezi 76 — 90%. Kultivary jsou roubovany na podnoz

pivodniho druhu nebo P. sylvestris.

3.2.2.1. Vybrané kultivary

Hieke (2008) popisuje kultivary: "Aurea’, ktery byl vyslechtén roku 1909, vyznacuje
se pomalej§im rustem a jehlice ma zazloutlé, v druhém roce zelenaji. Kultivar ‘Balcanica’
pochazi z roku 1988 ma polstarovity rust, je zakrsly a typicky temné zelenou barvou. "Bonsai
kalou§” je kultivarem z roku 1979, ktery je kompaktni. 20lety exemplai dosahuje vysky kolem
70cm. ‘Bright Eyes” byl vyslechtén roku 1983, je zakrsly s dlouhymi temné zelenymi
jehlicemi, zimni zbarveni pupeni ma bélavé. ‘Géant de Suisse” se vyznacuje kefovitym az
stromovitym rastem, bujny, dortsta 5 — 8m a byl vyslechtén v roce 1981. "Strypemonde” je
zakrsly ket s velmi robustnim rastem. Jeho jehlice jsou matné zelené a zimni pupeny Sedobilé.

1979. "Zlatiborica” je kultivar z roku 1909 a jeji jehlice jsou zlatozluté.

3.2.3. Pouziti

P. nigra se pouziva jako nahradni dfevina, je velmi vyuZivana v krajinafskych
upravach a rekultivaci. Vyuziva se jako solitéra nebo do skupinovych vysadeb. Je vyrazna
svou mohutnou korunou, ale také efektnim kmenem, zvlast€¢ u nékterych kultivart.
V Americe je pouzivana do stromotadi nebo jako ornamentalni dievina do zahrad. Je tudiz

oblibenym stromem mnohych zahrad a parki i u nés.

Hieke (1984) uvadi, ze v Cechach se vyskytuje P. nigra ‘Arnold’ ve star$ich
exemplafich hned v n¢kolika zameckych parcich (Kolodéje nad Luznici, LuZice u TuSimic,
Postoloprty atd.). Velmi cCasto se také vyskytuje P. nigra subsp. nigra var. austriaca
(vyznamné staré dfeviny hned ve tficeti zameckych parcich; Cernovice u Tabora, Dobfis,
Chyse, Liblin atd.). Dalsi velmi ¢asto pouzivané jsou subsp. caramanica, var. cebennesis, ssp.

pallasiana.



Hieke (1985) popisuje, Ze na Moravé je opét nejrozsifenéjsi var. austriaca, dokonce
mnohem pouzivanéjsi (vyskytuje se v 46 zameckych parcich). Dale se zde péstuje Pinus nigra

subsp. nigra a subsp. caramanica.

3.2.4. Subspecie
Brusincky (2008) uvadi, ze P. nigra je velmi komer¢né oblibenym druhem a je velmi
Casto vysazovana, ovSem bez ohledu na pfirozené rozsSifeni. Na zaklad¢ vyzkumi byly

zjistény oblasti rozsifeni jednotlivych skupin po dob¢ ledové.

Druh je rozdélen v Acta Pruhoniciana (2008) do péti zakladnich poddruhd: Pinus
nigra subsp. nigra (Subsp. dalmatica syn.) Pivodni oblasti vyskytu jsou od vychodnich Alp
az po Balkan vcetné Peloponéského poloostrova a Bandtu (jihozdpadni Karpaty). Jedinci
tohoto poddruhu maji Siroce kuzelovitou korunu, kratké jehlice 4 — 7 cm a malé $isky, 3 — 5

cm.

Pinus nigra salzmanii pochazi z Jizni Francie, Spanélska ale také z Maroka a AlZiru.
Typicky je stromovity rust s tzce kuzelovitou korunou, letorosty jsou oranzoveé zluté az

Cervené, jehlice az 20 cm, tenké.

Pinus nigra calabrica (subsp. laricio syn.). Oblasti ptivodniho vyskytu je Korsika,
Sicilie a Apeninsky poloostrov. Tento poddruh mé kuZelovitou korunu, kterd se ve stafi méni
na plossi az destnikovitou. Mlze méfit az 45 m, jehlice jsou do 20 cm dlouhé, zvinéné a

mohou byt zprohybané zespoda.

Pinus nigra pallasiana (subsp. caramanica syn.). Pivodnimi oblastmi jsou Balkan,
jizni Karpaty, Krym a severni a zapadni Turecko. Korunu ma Siroce vej€itou az kuZelovitou,

dlouhé husté rostouci vétve, jehlice jsou tlusté a tuhé az 18 cm dlouhé.

Pinus nigra fenzley, pavodni oblasti vyskytu je jihovychodni Turecko a Kypr.

3.3. Studium variability Pinus nigra

V dnes$ni dobé uz variabilita neni studovana morfologicky, ale probihaji vyzkumy na

zéklad¢ genetické analyzy. Proto jsou nasledujici kapitoly vénovany této problematice.

3.3.1. DNA
Sipek (2010) uvadi, ze deoxyribonukleova kyselina se nachazi v kazdém organismu, je
nositelem genetické informace. DNA obsahuje geny, neboli jednotky dédic¢nosti, které uréuji

budouci vlastnosti organismu. Genom je oznacenim pro souhrn vSech gent v buiice.
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V roce 1869 Svycarsky lékai Friedrich Miescher objevil v hnisu neznamou slozitou
slozku. Ziskal ji pomoci vysrazeni a oznacil jako ,nuclein®, nukleova kyselina. Struktura
DNA byla objevena v roce 1953 J. Watsonem a F. Crickem, kteti pasobili v Cambridge.
OvSsem prvnim prikopnikem ve zkoumani DNA je R. Franklinova, pomoci ozafovani
molekul DNA. Rentgenové paprsky prenesla na fotograficky film a zaznamenala tak podobu
DNA, nebot’ paprsky rentgenu se pohybuji v pifimkdch a DNA se ohybd, tak vznikl obraz
pravidelné rozlozenych bodi (Graham, 2003). Dalsimi prukopniky byli Arthur Kornberg a
Severo Ochova, ktefi v roce 1959 objasnili princip fungovani nukleovych kyselin. Roku 1978

dostali W. Arber, A.Nathans a H.O. Smith Nobelovu cenu, za objeveni restrikénich enzym.

DNA délime na dva typy podle toho, zda se vyskytuje v jadie (jadernd) nebo mimo ngj
(mitochondrialni). V jadie se nachdzi ve form¢ chromozomi, chromozomalni DNA. Pocet
chromozomt jehlinanli severni polokoule je obvykle 24. mtDNA se nachazi v
mitochondriich. Jedna buiika mtize obsahovat i tisice kopii. Je pro kazdého jedince jedine¢na,

stejn€ jako jadernd DNA, ale vykazuje vice individudlnich rozdila.

3.3.2. Analyza DNA

Studiem morfologické variability P. nigra se zabyvali védci jiz v roce 1879. Studie
byly zaloZeny na fenotypové podobnosti, geografickému vyskytu. Balkansky poloostrov se
vyznacuje nejveétsimi rozdily v morfologii druhu, a proto vétSina vyzkumi zaloZenych na
molekularnich analyzach probihala pravé zde. Klasifikace jsou velmi rozdilné 1 dnes. V nasi
republice se morfologickou variabilitou zabyvaji v Prihonicich. Morfologie neni zatim Uplné
jednoznacna a tak neni mozné posoudit, zda se vysledky morfologického pozorovani shoduji

s vysledky molekulérnich analyz.

Naydenov et al. (2006) popisuji svij vyzkum, ktery byl podporovany Bulharskym
ministerstvem zemédélstvi. Podafilo se urcit migracni cesty nékterych skupin pomoci
genetické studie zaloZzené na zkoumani mikrosateliti chloroplastu a terpenové analyzy.
Vysledky poukazuji na to, ze je velmi dualezité vzit v potaz genetickou strukturu kvuli
zachovani variability tohoto druhu, coz ma vliv na jeho pfizpisobivost a kvalitu.
Ptedpokladaji, ze srozvojem novych genetickych markeri dojde k odhaleni jesté vétsi

diferenciace P. nigra.

3.3.3. DNA markery

Pancik (2011) uvadi, Ze se jednd o znamé sekvence, které jsou zakladem pro studie

populaci a jejich mapovani. Jednd se o variaci ptivodni sekvence, zpiisobenou mutaci.
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Existuje mnoho typt, které jsou vyuzivany v zavislosti na velikostech zkoumanych
fragmentd. Markery se vyuzivaji napf. pfi hledani pfi¢in dédi¢nych chorob. Karhu (2001)
popisuje markery jako zakladni nastroje pro populacni studie a mapovani jednotlivych druht.

Idealni geneticky marker by m¢l byt distribuovan po celém genomu.

Markery jsou zalozené bud’to na RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
nebo na PCR, ty maji velké spektrum vyuziti. Mohou podavat informace o pofadi nukleotidu
(sekvence) nebo mapovat cely genom (RAPD, AFLP) nebo pouze jeho ¢asti (PCR-RFLP,
SSRs, SSCP).

3.3.3.1. Mikrosatelity

Karhu (2001) uvadi, Zze mikrosatelity mohou byt jaderné (Simple Sequence Repeat)
nebo chloroplastové (cpDNA SSR). Jedna se o sekvence slozené z jednoho opakujiciho se
motivu 1 — 6 nukleotidd. Pivodné byl nazev microsatelit pouZit pouze pro opakujici se motiv
dinukleotidu cytosin — adenin/ guanin — tymin. Mikrosatelity byly nalezeny v kazdém zivém
organismu, u kterého byly zjiStovany. SSR jsou nejlepSimi markery pro urceni variability na
populaéni trovni zatimco chloroplastové microsatelity se vyuZzivaji na urovni druhti, nékdy i

vnitrodruhoveé.

Karhu (2001) uvadi, ze u jehliénant jsou nejbéznéjsimi sekvencemi GA/CT a CA/GT.
Vyzkumy na mikrosatelitech u P. thunbergii odhalily univerzalni markery pro vSechny

jehli¢nany. Také timto vyzkumem byly objeveny mikrosatelity v mitochondriich jehli¢nant.

Pravé na borovicich byla studovana evoluce mikrosateliti. Pro spravnou interpretaci
funkce a vyznamu je dilezité znat jejich mutacni vyvoj. Existuji dva moZné mechanismy,
které mohou vysvétlit vysokou muta¢ni schopnost mikrosateliti: Prvnim je genova

rekombinace pfi crossing-overu, druhou variantou je ,,sklouznuti* béhem replikace.

Toth et al. (2000) uvadi, ze v celedi Pinacea je n¢kolik jednoduchych opakujicich se
sekvenci a tak je genom borovic tvofen mnoha opakujicimi se sekvencemi. Tyto sekvence

byly nalezeny ve vSech oblastech genomu.

3.3.3.2. RAPD

(Random amplified polymorphic DNA) analyza, vytvarejici fylogeneticky
konzervované produkty, specifické pro jedince, nahodné rozdélené¢ v genomu templatové
DNA. Tato metoda je ur¢end pro urCeni variability na populacni a druhové urovni, také se

vyuziva k definici kloni. Barto§ (2007) uvadi, Ze polymorfismy RAPD DNA pochazi



z bodové mutace. Tato technika umoziluje analyzu véEtSi mnozstvi lokustt a kompletnéji
zhodnocuje genom ve srovnani s jinymi markery. Jeji vyhodou jsou nizké naklady, rychlost a

pozaduje malé mnozstvi DNA. Pouziva se k detekci rozdilti mezi rostlinnymi populacemi.

3.3.3.3. AFLP

Polymorfismus délky amplifikovanych fragmenti je metoda kombinujici restrikéni
stépeni DNA (technika RFLP) a amplifikaci DNA (technika PCR) (Graham 2003). Metoda je
urcena k zjisténi variability chloroplastové DNA a definici haplotypi. Byla vyvinuta v 80.
letech a vyuzivd se v lékafstvi, pro identifikaci gend, které jsou zodpovédné za rizna
onemocnéni. Principem je $t€épeni DNA pomoci restrikénich endonukleaz za vzniku velkého
mnozstvi fragmentd, které jsou rozdéleny elektroforeticky dle velikosti. Podobnost spekter
genomu takto vzniklych znaci jejich piibuznost. Cely proces zahrnuje ¢tyti kroky: prvnim je
restrikce DNA, nésleduje preselektivni amplifikace, selektivni amplifikace a poslednim

krokem je elektroforeticka separace.

3.3.4. Extrakce DNA

Ovesna et al. (2010) pisi, Ze DNA je diky svym vlastnostem vyuzivana jako analyt
Vv celé fadé postupi. DNA je mozno extrahovat z kazdého zivé tkané. Extrakéni Metodu
volime na zéklad¢ toho, z jakého materidlu chceme DNA extrahovat. PouZiva se celd fada
metod a existuje celd fada modifikaci, které maji proces urychlit nebo zlevnit. Nékolik let se
Jiz také pouzivaji tzv. kity, komeréné¢ vyrdbéné soupravy, které jsou ovSem draz$i nez
standardni postupy. Kone¢nym krokem, ktery je rliznym metoddm shodny je urceni
koncentrace DNA bud’to spektrofotometrem nebo elektroforézou v agarovém gelu o malé

koncentraci, kde se vysledky porovnavaji se standardy.

U pevnych latek ¢i rostlinnych bunék musi dojit k mechanickému rozmélnéni drcenim
pletiva ve tfeci misce za piitomnosti tekutého dusiku. Jinym mechanickym zpisobem je

protfepani na vortexu se sklenénymi kuli¢kami.

Pancik (2011) popisuje, ze celkové se DNA extrahuje mnohem slozitéji z rostlinného

materialu, kvili pfitomnosti celulozy a §t'av ve vakuolach.

Vseobecny postup extrakce DNA zacina 1yzou bunék: jejim prvnim krokem je vzdy
mechanické uvolnéni obsahu bunck, které se vétSinou provadi pomoci tekutého dusiku. Daéle
dochazi poruseni buné¢nych membran pomoci detergentl (napt. CTAB). Material by se mél

pouzivat cerstvy nebo zmrazeny v Cerstvém stavu, to kvili moznosti degradace NK.



Krozpadu struktury buiniky dochdzi za pomoci proteaz, dulezitd je také ptitomnost
chelata¢nich ¢inidel (EDTA). Mozny roztok, ktery se da pouzit pfi izolaci DNA: 10 mM,
Tris-HCI (pH = 7,5), 1,0 mM EDTA. Purifikace je odstranéni proteinti, které mohou
degradovat izolovanou NK, na jejich odstranéni se pouziva nejCastéji proteaza K. Také musi

dojit k odstranéni RNA a to pomoci naptiklad pankreatické RN4zy.

Bézné jsou pii extrakei vyuzivany tii ptistupy: Prvni je zaloZen na vazbé DNA na
kolonu potazenou vazebnym povrchem s naslednym promyvanim a druhy je zaloZen na
protfepavani DNA z roztoku do roztoku a findlnim vysrazenim. Tteti postup je kombinaci
dvou ptredchazejicich. Dal§im krokem po extrakci je PCR a predtim je nutné ovétit mnozstvi a

kvalitu DNA (Panéik 2001)

3.3.4.1. Metody
Pti izolaci nukleové kyseliny je tfeba volit metodu v zavislosti na pozadované Cistoté a
mnozstvi findlni nukleové kyseliny a na typu bunék, z nichz ma byt nukleova kyselina

izolovana (Panc¢ik 2001).

Metody pro extrakci mohou byt jednoduché techniky jako vysolovani ¢i srdzeni org.
rozpoustédly nebo slozitéjsi a modernéj§i zpusoby (fenol-chloroformova, iontova vymeéna,

silikat kolony, magnetické ¢éstice).

3.3.4.1.1. Jednoduché metody

Hénni et al. (1995), Zze metoda vsolovani a vysolovani vyuziva zmény rozpustnosti
DNA v zavislosti na zméné koncentrace ionti v roztoku, srostouci koncentraci iontl
rozpustnost roste (vsolovani), po dosazeni maxima rozpustnost molekuly klesa a tim se DNA
z roztoku vysoluje. Nejc€asteji pouzivanou latkou je siran amonny, kviili malym denatura¢nim
ucinkim.

Hénni et al. (1995) uvadi, Ze u etanolového srazeni se K vysrazeni DNA z roztoku
pouziva etanol, pti nizké teploté (-20 °C) coz zamezi degradaci molekul DNA. Lze pouzit i
srazeni pii zvysené teploté, coz umoziuje srazet DNA, bez vysrazeni RNA. Doba inkubace je
zavisla na délce a koncentraci DNA. Poté se roztok ohfeje a vznikd mlécn€ zabarveny
sediment (pelet). Bilou barvu v peletu maji soli, které byly vysraZzeny spolecné s DNA, ty

odstranime promytim 70% etanolem, tim ziskame ¢istou DNA.

Hénni et al. (1995) alkoholové sraZeni za pomoci isopropanolu, pfi tomto postupu je,

redukovana modra fluorescence na gelu pod UV zafenim. Pokusy byla objevena i korelace
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mezi mnozstvim fluorescence a inhibitory v PCR, ¢im je fluorescence méné, tim je mensi i

inhibi¢ni aktivita.

Héanni et al. (1995) uvadi, Zze modifikované etanolové srazeni je metoda, kterd je
zalozend na protokolu alkoholového srazeni. Vyhodou této metody je, ze je velmi rychla
protoze eliminuje casoveé narocné kroky jako je napt. precisténi (Kalmar et al., 2000). Odviji

se z piedchozi metody, ale dosahuje lepsich vysledk a mensiho vyskytu inhibitorti pro PCR.

3.3.4.1.2. Extrakce fenol - chloroformova

Raclavsky (2003) uvadi, ze zaprvé musi probéhnout 1yza bunék, ze kterych chceme
DNA extrahovat. Do zkumavky je vlozen vzorek a ptida se smés chloroformu, fenolu a
izoamylalkoholu, chloroform se nemisi a tak dojde k rozdéleni na dvé faze, horni je vodna a
dolni chloroformova. Obé dvé slozky se musi promichat, aby pomoci fenolu mohlo dojit
Kk vysrazeni proteind, které jsou ve vodné fazi. Izoamylalkohol slouzi k zvySeni rozpustnosti
fenolu v chloroformové fazi. Nasledné dochazi k odstiedéni pro odd¢leni fazi, na rozhrani se
objevuje tenka vrstva srazenych bilkovin. Horni faze nyni obsahuje nukleové kyseliny a je
pfenesena do nové zkumavky, tento krok se opakuje, dokud jsou pfitomny proteiny. U rostlin
se pridava i cetyltrimetylamonium bromid (CTAB) Kk odstranéni polysacharidi. Dochazi
k dalsi extrakci chloroformem s izoamylakoholem, za uc¢elem odstranéni fenolu z roztoku. Pti
odstfedéni se ve zkumavce vytvoii pelet, sediment, ktera obsahuje jak nukleové kyseliny, tak i
soli, které je tieba odstranit, a to tak, ze sediment promyjeme 70% etanolem. Ziskany roztok
obsahuje nejenom DNA, ale i RNA, ktera se odstrani pfiddni RNazy. Musi nasledovat opétné

promyti fenol-chloroformem a DNA je vysrazena etanolem.

Tato metoda je ¢asové narocna, ale je stale hodné vyuzivana diky tomu, Ze je pomérné
levna. Velkou nevyhodou je, Ze velkou roli hraje lidsky faktor a tudiz dochazi casto
k zneCiSténi a nepifesnostem V nasledném méfeni. Naopak je vhodna v piipadé, ze

pottebujeme ziskat vEtsi vytézky.

Maniatis et al. (1982) uvadi, ze se modifikace N-lauroylsarcosinem z roku 1982 se
pouziva napf. u archeologickych vyzkumt. Pii této modifikaci se vyuziva 0,5% N-

lauroylsarcosin, vyuziva se napf. v 1ékafstvi.

3.3.4.1.3. Iontova vyména (resin)

Jedna se o metody, které funguji na principu iontové vymeény mezi pevnou a kapalnou
fazi. Proces obvykle probiha v kolondch, kde mize probihat vyména obéma sméry. Principem
je iontova interakce mezi molekulou DNA a nabitym iontoméni¢em. lontoméniCe mizeme
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rozdélit na katexy a anexy, podle povahy pfendsené¢ho iontu. Katexy jsou ty latky, které
prenaseji kationty, jedna se ptredevSim o vldkna organickych polymerti. Anexy jsou latky

pfenasejici anionty a mize tak byt vyuzita napi. amoniova sul. (lekarske.slovniky.cz)

Tato metoda je pomérné rychléd a jednoducha. Je idedlni pro vysoky vytézek a Cistotu
ziskané DNA. Kity, které vychazeji z této metody, jsou zaméfeny spise na rychlost provedent,
oviem na tkor vytéznosti. Casto jsou tyto metody vyuZity k piedisténi DNA ziskané z jinych

postupil. Vyhodou je, zZe efektivné odstranuje mozné inhibitory PCR.

3.3.4.1.4. Adsorpce na silikat

Brinker et al. (1998) uvadi, ze pro tuto metodu se pouzivaly ptirodni materialy
(kfemelina), dnes se vyuziva silikagel, ktery ma siln¢ polarni charakter, neni toxicky ani
hoflavy a je velmi stabilni. Velikost pouzitych ¢astic se pohybuje okolo 2 mm. Vlastnosti

silikagelu ovliviiuji faze, které se na néj navazuji.

Izolace DNA pomoci silikagelové membrany je zalozena na jednoduchém procesu
vazby, promyti a uvolnéni. Principem je takovd vlastnost DNA, Ze pii ptitomnosti
chaotropnich soli (slouc¢eniny iontové povahy), snizujicich strukturovanost vody (vodikové
mustky) dochazi k denaturaci DNA. Nejcastéji je pouzivan jodid sodny, ale také guanidium
hydrochlorid nebo guanidium thiocyanat, pomoci kterého dochazi k adhezi na silikat. Tudiz
K lyzatu se ptida chaotropni sul a suspenze silikatovych ¢astic, promichavanim pak dochazi
Kk tomu, ze DNA ulpiva na ¢asticich. Roztok je centrifugovan a DNA je tak oddélena jinych
latek, které zistavaji v roztoku. Roztok odstfedime a znova proplachneme chaotropnimi
solemi s pufrem, na ¢asticich tak zlstava Cista DNA, kterou uvolnime pufrem (TE, Tris nebo

voda) bez obsahu chaotropnich soli. Odstfedime a ziskame roztok DNA.

Nevyhoda této metody je, ze silikagel je stabilni v rozmezi 3 — 7,5 pH. Dal§im
omezenim je teplota, ktera by neméla piekrocit 60 °C. Tato metoda je rychla a nendro¢nd, coz
je jeji nespornou vyhodou. Také nevyzaduje zadné zdlouhavé kroky a Cistota ziskané DNA je
zna¢na. Jsou na ni zalozeny kity (Plant Mini Kit) a je soucasti mnoha automatizovanych

postupii.

3.3.4.1.5. Extrakce DNA pomoci magnetickych ¢astic
Huska et al. (2008) uvadi, ze magnetické Castice jsou 5 nm — 100 um velké, kulovité
utvary. Jejich jadro je tvofeno oxidy zeleza a povrch ,,opouzdien” latkou schopnou vazat

vlakna NK, coz byva anorganicky oxid nebo organicky polymer.
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U této metody se ptidava vazebny pufr obsahujici PEG a NaCl, ten umozni vazbu
DNA na magnetické ¢astice. Castice se imobilizuji a dochazi k odstranéni supernatantu, ktery
obsahuje proteiny a bunécné zbytky. Pak probiha uvolnéni DNA promyvanim, probéhne dalsi
imobilizace a tak se ziskd volnd DNA. Existuje n¢kolik protokolii této metody, které se 1isi
pouze napt. pouzitym ¢inidlem ¢i sledu krokd.

Metoda je snadnd, rychld a DNA je Cistd. OvSem pro bé€zné pouziti v laboratofich je

N 24

velky.

3.3.4.1.6. High - throughput extrakce

Jednd se o novou metodu, kterou uskutecnili Bastian et al. (1998) pravé na druhu
Pinus nigra. Byla vytvofena pravé za ucelem extrakce DNA z lesnich dfevin. Ziskat kvalitni
DNA ze stromil je obtizné a metody vétSinou nejsou vhodné pro jiné rostliny. Shepherd et al.
(2002) uvadi, ze tato metoda byla uspésné pouzita pro extrakci z velkého mnozstvi vzorki.
V jejich vyzkumech bylo vyuzito protokolu MM300 Mixer mill (Qiagen DNeasy 96 Plant Kit
Handbook).

3.3.4.1.7. Kity

Na ¢eském trhu je nékolik firem, které nabizeji kity pro praci s rostlinami. Pro ukazku
jsou uvedeny produkty ¢eské firmy Elisabeth Pharmacon. V soucasné dobé jsou v nabidce pro
izolaci DNA tf1 zdkladni fady kit - zdkladni souprava UltraClean Plant, kterd dostacuje na
izolaci béZznych vzorkl rostlin, novéjsi kit PowerPlant, kde je oproti kitu UltraClean Plant
vyuzito optimalizované bead beating technologie a kde jsou kontaminanty u¢inné odstranény
pomoci Inhibitor Removal Technology® (IRT). Souprava PowerPlant Pro je na trhu od roku

2012, v kitu je pouzit zkraceny a vylepseny protokol zajist'ujici 100 % odstranéni inhibitorti.

Na strankach firmy je k dispozici cenik, kde jsou uvedeny soucasné ceny nekterych
produktl napft. sto extrakci kitem PowerPlant DNA Isolation Kit stoji 7 580 k¢. PowerPlant
Pro stoji 4 576 k¢ na 50 extrakci a UltraClean Plant ma cenu 3 207 k¢ za 50 reakci.

3.3.4.2. Extrakce DNA z lesnich dievin

Bastian et al. (1998) uvadi, ze rizné rostliny obsahuji vysoké mnozstvi polysacharidii
a mnoho typt sekundarnich metabolitil, které ovliviiuji izolaci DNA. Nékteré polysacharidy
jsou znamé inhibitory RAPD reakce, RFLP analyzy, klonovani, vytvafeni genovych bank a

ruzné dalsi techniky jsou také citlivé na kvalitu DNA. Ptiklady rostlin, které ptisobi problémy
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v souvislosti s izolaci vysoce kvalitni DNA, jsou rododendrony, dub, a jilm. Kromé¢ toho je
rostlinny material zfidka ulozen takovym zptisobem, ktery zajistuje kvalitu DNA. Pro mnoho
studii je kvalitni DNA zésadni. Pokusy, které zahrnuji vySetfeni velkého poctu vzorkd,

vyzaduji rychlej$i metody, které spolehlivé pfinaseji vysoce kvalitni DNA.

Existuje n€kolik upravenych protokold, které jsou vhodné pro extrakci z dfevin. Napf.
Carlson/Qiagen byl upraven z protokolu pro ziskavani DNA z krve. Tento princip je zaloZen
na tom, ze se DNA véaZe na anex, jednd se tedy o modifikaci metod Resin. Dal§i metodou je
upravena kysela extrakce, kterd zanecha DNA v rozpustném stavu, zatimco ostatni latky jsou

vysrazeny.

3.3.4.3. MéFici pristroj - Spektrofotometr
Obrazek 1: Spektrofotometr

Dostupné z: http://www.dekonta.cz/sluzby-a-produkty/laboratorni-sluzby/vybaveni-

laboratori.html

Spektrofotometr se vyuziva pro méteni koncentrace a absorbanci pfi rtiznych vinovych
délkach. Ovesna et al. (2010) uvadi, ze pfi méfeni timto pristrojem se vyuziva toho, ze DNA
absorbuje UV svétlo od 210 do 500 nm. Ideélni koncentrace pro dalsi analyzu je 20 pl, vyssi
koncentrace se fedi TE pufrem. Cistota izolované DNA se méfi pomérem absorbanci pti 260

a 280 nm. Idealni hodnota se pohybuje v rozmezi 1,7 - 1,9.

3.3.5. PCR (Polymerase chain reaction)

Tento princip objevil K. Mullis v roce 1985, v roce 1993 za néj ziskal Nobelovu cenu.
Myslenka je zaloZzena na principu, ze kazdy reaktant (molekula DNA) vytvaii dva objekty a
kazdy znich je spoustéfem nové reakce. K celé reakci je zapotiebi nékolika latek: jeden

fetézec DNA (tzv. DNA-matrice), ktery se ziskava denaturaci; kratké oligonukleotidy
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(tzv. primery), které se syntetizuji uméle;  deoxyribonukleotidy (dNTP) a
enzym, DNA polymeréza.

Barto$ (2007) uvadi, ze PCR je snadna a rychla replikace useku DNA. Zahtivanim a
ochlazovanim sekvence DNA spolecné s polymerazou a ¢tyt bazi do smési dojde k zahajeni
fetézové reakce. Useky, které se maji amplifikovat, musi byt oznadeny primery, které
ohranicuji konec a za¢atek. Tato metoda umoznuje provést analyzu DNA i z malého mnoZstvi
vzorku (Jones 2003). Cely proces probiha s vyuzitim enzymu polymerazy, ktery namnozi
molekuly DNA. Tento enzym se ziskava z bakterie Thermus aquaticus (nejcastéji, nebot” je
odolna vysokym teplotam=termostabilni) a nese oznaceni Taq polymeraza. Reak¢ni prostiedi

je tvotfeno pufrem s ionty hoiciku ve formé MgCl, nebo MgSQO,.

K celému procesu se vyuziva termocyklér, ktery je schopny stéidani teplot. Zde
dochazi k amplifikaci ve tfech krocich: Jako prvni probiha denaturace, ktera rozvoliuje
fetézce DNA (92-96 °C). Zarucuje, ze budou odbourany struktury, které by mohly branit
primerim v napojeni. Druhym krokem je pfidani primert k jednotetézcové DNA, tato faze se
nazyva annealing (45-72 °C). Poslednim krokem je extenze (72 °C) neboli syntéza novych
fetézcl. Jednd se o prodluzovani vldkna a opakovanim tohoto kroku probiha samotna

amplifikace. Na konci procesu je zavéreéna extenze, kdy dochazi k dosyntetizovani produkti.

3.3.5.1. Metody PCR

Prvni metodou je PCR-REA, také PRA nebo PCR-RFLP. Jedna se o zdkladni reakci,
ktera obsahuje dva primery, slouzi k detekci jednoho specifického lokusu, jehoz délka byla
pfedem spoctena. Metoda nam umoziuje lokalizaci jakéhokoliv genu, vSechny amplikony
jsou stejné dlouhé a vyhodnoceni vysledkt se provadi elektroforeticky, poté dojde k jejich
rozStépeni restrikéni endonukleazou a opét dojde k detekci elektroforeticky, za ucelem
vyhledavani polymorfismt v nukleotidech. Jedna se o metodu velmi jednoduchou, rychlou a
vysoce citlivou. OvSem jeji pouziti je mozné pouze v piipadé, ze se v daném lokusu se lisi

dv¢ alely tak, ze jedna obsahuje restrikéni misto a druha nikoliv (Bartos 22007).

Hazula (2011) popisuje dalsi variantu PCR, Alelové specifickou PCR. Provedeni je
mozné pouze u dokonalého annealingu, dobfe probihd na misté, které nebylo ovlivnéno
mutaci. Zde dochézi k detekci pomoci alel, ta, ktera je amplifikovana s vEétsi Gcinnosti je bez

mutace. Jeden z primerd je specificky pro ob¢ alely a druhy je diskriminaéni.

Bartos 2007 uvadi, ze multiplex PCR je metoda, pfi které¢ probiha amplifikace vice
lokustt v jedné reakci PCR. Jsou ptidavany jednotlivé dvojice primert k jiz existujici

15



struktufe. Na kazdém lokusu jsou dva primery, které musi mit stejnou teplotu annealingu.
Velikosti amplikont jsou pak odliSeny v elektroforéze. Existuji i systémy, i kterych je mozné

amplifikovat 1 12 lokusii soucasné¢.

Dalsi metodou je kompetitivni PCR. Jedna se o zakladni metodu kvantitativni PCR.
Hlavni pouziti je stanoveni mnozstvi matrice u vzorku nezndmého porovndnim se vzorkem
znamym. V soucasné dobé se ale tato metoda nahrazuje Real-Time PCR. Jsou dva mozné
zpusoby provedeni: Prvni je pouziti dvou stejnych primerii na dvé rtizné matrice, které
produkuji rozdiln¢ dlouhé amplikony. Dochazi ke kompetici mezi matricemi. U druhého
zpusobu pouzijeme rizné primery pro cilovou sekvenci a sekvenci kompetujici. Ke kompetici

dochazi na Grovni substratu a enzymu. (Barto§ 2007)

SSLP-PCR, Simple sequence length polymorphism, princip zalozeny na jednoduchych
repeticich v rozmezi 2-10 bp. Vyskytuji se az v 80kopiich a jejich pocet se v disledku mutaci
¢i rekombinaci zvySuje nebo snizuje. Pocet repetic je odlisny u riznych jedinci a tak se touto
metodou dé zjistit ptibuznost. Vysledkem procesu jsou rtizné velké amplikony, jez se daji

separovat elektroforézou (Bartos 2007).

Metody REP-PCR jsou zalozeny na analyze produkti PCR, které jsou
komplementarni s kratkymi opakujicimi se sekvencemi. Tyto sekvence jsou v celém genomu,
tudiz se jednéd o metody, které analyzuji genom. Do opakujicich se sekvenci se vloZzi primery,
které jsou navrZeny tak, Ze jejich 3" konce musi smétovat ven. Vysledkem jsou rizné velké
amplikony, které vypovidaji o rozdilném umisténi, vzdalenosti, uvniti genomu. Jsou vyvinuty
rizné metody: FERP- fluoroforem zdokonalena interrepetitivni PCR, ALFA - automaticka

laserova fluorescencni analyza (Bartos 2007).

Margulies et al. (2005) uvadi, ze Emulzni PCR je metoda vyvinuta k hromadnému
sekvencovani DNA. Nejdiive se pfidava jednotetézcova DNA, ke které se pifidaji adaptory, a
ty ji imobilizuji na povrchu pozitivné nabitych kuli¢ek. Tyto kulicky s DNA jsou nésledné
emulzifikovany s ostatnimi PCR komponenty a kazdd je zachycena ve vlastnim

»mikroreaktoru®, kde probiha reakce. Vznikaji tak amplikony s klonalnim ptivodem.

Posledni uvedenou metodou je Real-Time PCR. Jedna se o metodu, ktera umoziuje
amplifikaci 1 zkoumani jejiho vysledku v jedné zkumavce a to za pomoci svételného signalu
z fluoroforti. Fluorofory jsou obecné jakékoli molekuly, které jsou v excitovaném stavu
schopny emitovat fluorescenci (Bartos, 2007). Nejcastéji se vS8ak jedna o heterocyklické

uhlovodiky, které se navazuji pfimo na amplikon nebo na kratké sekvence nukleotidu, tzv.
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,hybridizacni sondy“ na jejich koncich 3'nebo 5°. Tato metoda je oproti konvencnim
metodam PCR jedine¢na v tom, ze mizeme sledovat aktualni pribéh syntézy v kazdém cyklu
a ne az v zavérecné fazi celého PCR procesu. Dalsi vyhodou této metody je, ze dovoluje
kvantifikaci vlozené matrice a ne pouze kvalitativni vyhodnoceni vzorku. Real-Time PCR ma
nékolik pracovnich formati. Davidson College (2003) popisuje DNA - SYBR® Green I,
TagMan® sonda, FRET, Beacons, Amplifluor™, Scorpions.

3.3.5.2. Elektroforéza

Panc¢ik (2003 — 2011) uvadi, ze principem elektroforézy je rozdilny elektricky naboj
molekul v pouzité smési. Molekuly DNA obsahuji negativni naboj, a tudiz se pohybuji na
gelu smérem k pozitivni elektrodé. Pohyb je ovlivnén velikosti a tvarem c¢astic, mensi se
pohybuji rychleji. To miize byt zaznamendno diky tomu, Ze gelové roztoky maji sitovou
strukturu. K rozliseni jednotlivych velikosti jsou pouzivané standardy, podle kterych se

nasledné urci velikost sledovanych ¢astic.

Ovesna et al. (2011) uvadi, ze razné latky absorbuji pii riznych vinovych délkach. Pri
280 nm absorbuji nejvice proteiny, pii 260 Qprazek 3: Elektroforéza (polyakrylamid)
nm nukleové kyseliny a 230 nm maji
absorp¢ni maximum nizkomolekularni latky. Koncentrace se pocita z absorbance pii 260 nm.
Cistota DNA z hlediska kontaminace bilkovinami se m&i pomérem absorbanci 260/280 nm.
Absorpéni maximum pifi tomto méfeni maji bilkoviny a hodnoty by se mély pohybovat
vrozmezi 1,7-1,9. Kontaminaci nizkomolekuldrnimi latkami udavd pomeér absorbanci
260/230 nm. Absorpcni maximum maji nizkomolekularni latky (fenol, EDTA) a optimalni

hodnota by méla byt vyssi nez 2.
Obrazek 2: Elektroforéza

(polyakrylamid)
Obrazek 3: Elektroforéza (agar) -

i

.OF

‘f’/ ‘

Dostupné z: http://www.bioweb.genezis.eu/index.php?cat=11&file=elfo
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Jednou z moznosti je elektroforéza na agarovém gelu: agaréza je linearni polymer
ktery se ziskava purifikaci agaru. Je mozno vyuzit agarovy gel v koncentracich 0,1- 3%, ale

nejcastéji se vyuziva 1- 1,5%.

Druhou je elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. Zkratka tohoto gelu je PAGE,
vznika polymerizaci akrylamidu (C3HsNO). Nejcastéjsi koncentrace je 6-10%, ale je mozno
vyuzivat vrozmezi 4-12%. Na gelu se vytvaii linearni fetézce, musi byt pfidano malé

mnozstvi bisakrylamidu, aby se mohly fetézce vétvit (Pancik 2011).
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4, Material a metody

4.1. Sbér vzorka

Pro sbér byly vybrany dvé oblasti na tzemi hlavniho mésta Prahy. Jedna se o mista
s vysokym vyskytem P. nigra. Samotny sbér prob¢hl na zacatku Cervence a poté na zacatku
fijna. Byly odebrany letorosty s pupeny, které maji dostatek mizy. Vzorky byly oznaceny a

ulozeny do mraziciho boxu.

4.1.1. Barrandovska skala

Obrazek 4: Barrandovska skala s oznacenymi misty odbéri jednotlivych vzorka

N o
&
§ < Na

i
N
p"vsk)cﬁ‘ .
[
27
'g? =29 g
§ 28 %
a32 $
d
| é\pf
*31 *30
2 e
"
YA
» &
8 o
¢ 4;%% |
S g}
= plesta e
2 3

Dostupné z: www.mapy.cz

V této oblasti bylo sebrano Sest vzorka, které byly oznaCeny cCisly 27 az 32.

Oblast Barrandovské skaly pokryva levy svah Vltavy v nadmoiské vysce 200-300 m.

Je zde vépencové podlozi jiz z obdobi prvohor, diky kterému byla tato oblast v roce 1982

vyhléasena ptirodni pamatkou. Borovice ¢erna je zde druhotné rozSifena a vyskytuje se v této

oblasti v hojném mnozstvi.
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4.1.2. Areal CZU

Ve Skolnim aredlu bylo odebrano 24 vzorki, které byly oznaceny ¢isly 1 az 26, pfi
sbéru byla snaha pokryt celou oblast. Aredl se nachdzi v nadmotské vysce 300 m.n.m. stejné
jako prvni oblast a tim rozdilem, ze zde byly stromy cilen¢ vysazeny. Tudiz osazeni bylo

planované a méla by zde byt vétsi diverzita, nebot’ jedinci pochézeli z riznych populaci.

Obrazek 5: Areal CZU s oznatenymi misty odbérii jednotlivych vzork

- g & 26
K Horomet UM % B, , :
S A &
G4 ‘i.; (/4; %/)&% ®§
8 Yo, :
¥
M
7
° %
S .,
11 P
X ¢
2 %
P 1 %
3 ‘ %
90 2 3,4 19,20 N
23
21 - » &
@ B
2 24,25
139 17
12 18
16 .
2
&

14,15

Dostupné z: http://dendroflora.agrobiologie.cz/

4.3. Extrakce

Extrakce DNA byla provedena z 32 vzorkl borovice ¢erné. Pii postupu byl vyuzit kit
DNeasy Plant Mini Kit. Byly vyuzity nize jmenované chemikalie a pfistroje k dosazeni

vysledkd v uvedeném postupu.

4.3.1. Chemikalie
Tekuty dusik
Etanol
Pufr AP1
RNéaza
Pufr AP2
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Pufr AP3/E
Pufr AW

4.3.2. Pristroje
Technokartell TK3S
Thermo block TDB-120
Bio TDB-120 BIOSAN
Eppendorf centrifuge 5415D
BlOrad PowerPac300
IMPLEN NanoPhotometer

4.3.3. Priprava rostlinného materialu
Z odebranych vzorkli byly odebrany pupeny a spodni ¢&asti jehlic. Vzorky byly
nakrajeny na malé ¢asti 1 - 2 mm, které byly odméfeny 0,2 g. Odmétené mnoZzstvi bylo dano

do zkumavek a ulozeno na mraz pro dalsi postup.

4.4. Postup extrakce DNA kitem DNeasy Plant Mini Kit

1) Prvnim krokem extrakce na zakladé DNeasy Plant Handbook bylo mechanické
rozruSeni struktury bun€k pomoci tekutého dusiku. Vzorky byly vlozeny do tfecich misticek a
rozdrceny na prasek. Tento prasek byl nasledné odsypan (100 mg) do mikrozkumavek pro

dalsi postup.

2) Nasledné bylo ptfidano 400 pul pufru AP1 a nasledné 4 pl RNazy (odboura RNA ze
vzorku). Timto krokem byly rozruseny rostlinné tkané. Mikrozkumavky byly promichany na

vortexu.
3) Mikrozkumavky byly inkubovany po 10 min pfi 65 °C.

4) Do lyzatu bylo ptidano 130 pl pufru AP2, byl promichan a vlozen na 5 minut do

mraziciho boxu. Doslo k odbourani proteinti a polysacharidi.

5) Lyzat byl centrifugovan 5 min pii 14 000 ot. Nekteré rostlinné materidly mohou

vytvaftet ptili§ viskozni lyzaty nebo hodné sraZeniny, a proto je tento krok velmi dillezity.

6) Lyzat byl nasledné pipetovan do QIAshredder Mini spin column (lilac) umisténé
v 2 ml zkumavce. Kit umoznil odstranéni srazenin a bunécnych zbytk, ale jen malé mnozstvi
lyzatu projde skrz néj do zkumavky, aby zde vytvoftilo pellet. Lyzat byl centrifugovan, a to po
dvé minuty pti 14 000 otackach.
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7) Dolni ¢ast zkumavky byla pienesena do nové bez naruseni pelletu.

8) Bylo piidano 1,5 objemu pufru AP3/E do lyzatu a promichano pipetou. Je podstatné
pipetovat pufr ptimo do lyzatu a ihned zamichat. Do pufru AP3/E musi byt predem pfidan
etanol (96-100 %).

9) Bylo pipetovano 650 ul roztoku z piedchoziho kroku do DNeasy Mini Spin
Column, které byly umistény v 2 ml zkumavkach, a to véetné srazenin, které se mohly
vytvorit. Nasledovala centrifugace po 1 minutu pii 8 000 otackach. Poté byla odstranéna

spodni ¢ast zkumavky a krok se mize opakovat se zbytkem roztoku v nové zkumavce.

10) DNeasy Mini Spin Column byly umistény vV nové 2 ml zkumavce a bylo ptidano
500 pl pufru AW, do kterého byl pfedem ptidan etanol. Nasledné prob¢&hla centrifugace po 1
minutu na 8 000 ot. Roztok, ktery je ve spodni ¢asti zkumavky, byl vylit.

11) Bylo ptidano 500 ul pufru AW do DNeasy Mini spin column a centrifugovalo se
po 2 minuty pii 14 000 ot., kvili vysuseni membran. Tento krok slouzil K odstranéni
zbytkového etanolu, ktery by mohl zplsobit interference v nasledujicich reakcich.

Centrifugace zajist'uje, ze etanol se odstfedi. Zkumavky i s obsahem byla odstranéna.

12) DNeasy Mini spin column byl piemistén na novou 2 ml zkumavku a bylo
pipetovano 100 pl pufru AE pfimo na membranu. Zkumavky byly inkubovany 5 minut pfi
pokojové teploté a pak centrifugovany 1 minutu na 8 000 ot. Zalezi na mnozstvi pouzitého
pufru, pokud bychom ho pouzili méné, tak se sice zvysi koncentrace vysledné DNA, ale také

to snizi celkovy vynos.

13) Poslednim krokem celého procesu extrakce bylo opakovani pfedchoziho kroku.

4.5 Hodnoceni kvality a kvantity DNA

Vzorky DNA ziskané na zaklad¢ ptedeslého postupu byly smichany s 1,6 pl
vzorkového pufru (40% sachardza a 0,25% bromfenolova a xylencyanolova modr). Nasledné
byly pipetovany na 1,0 % agarézovy gel a separovany pii 120 V, elektroforeticka separace
probéhla na pfistroji BIOrad PowerPac300. K urceni délky a stupné degradace byl vyuzit
standard GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus. Bylo naneseno 0,5 pl zasobniho roztoku
standardu rozpusténého v 1,6 ul vzorkového pufru a 9,5 pl vody. Po 40 minutach byl gel

vizualizovan a dokumentovan pomoci dokumenta¢niho systému GelDocXR (BioRad).
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Koncentrace byla nasledné spektorofotometricky zméfena a byla stanovena Cistota
DNA na ptistroji Nanophotometer (Implen). Na zaklad¢ tohoto méfeni bylo provedeno fedéni
vzorkli na kone¢nou koncentraci 20 ng/ul. Nasledné byly vzorky ziedény. Vyrovnanost

fedéné DNA byla opét ovétena elektroforeticky.

Piepocet vSech statistickych hodnot byl proveden v programu Microsoft Office Excel
2007 a grafy vytvoteny v Microsoft Office Word 2007.

5. Vysledky

Byla shroméazdéna kolekce 32 vzorkli a z nich byla extrahovana DNA pomoci kitu
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). U vSech vzorkd byla ovéfena vysokomolekularita ve
srovnani s velikostnim standardem GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas). Obrazek
6 dokumentuje, Ze vSechny vzorky DNA vykazovaly srovnatelnou Cdistotu a dobrou
vysokomolekularitu, jelikoz velikost potencialnich fragmenti byla vyss$i nez 3 500 bp ve
srovnani S velikostnim standardem. Z vizualizace vysledkil vyplyvé, Ze u nékterych vzorkl
byla dana koncentrace DNA mald. Z obrazku je také patrné, Ze intenzita fluorescence byla
velmi variabilni. Tato skute¢nost byla potvrzenad spektrofotometrickym meéfenim, vysledky
méteni jsou uvedené v tabulce 1. Spektrofotometrické méteni bylo pouZito i1 k ovéfeni Cistoty
vzorkd DNA. Co se tyCe zneéisténi bilkovinami, tak v rozmezi optima (1,7 — 1,9) nebyly dvé
hodnoty 1,375 u vzorku 25 a u vzorku 18 nebyla absorbance zjistitelna. Maximalni hodnota
dosahovala 1,892 u vzorku €. 7 a primér absorbance 260/280 byl 1,752. Nizkomolekularnimi
latkami byly kontaminovany vzorky 4, 11, 18, 19, 20, 25, coZ jsou ¢isla vzorkd, jejichz
hodnoty u absorbance 260/230 nebyly vétsi nez 2. Primérna hodnota u této absorbance byla

2,512, maximalni dosahla 3,6 u vzorku ¢. 26 a minimalni hodnota 1,844 u vzorku ¢. 19.

23



Obrazek 6: Vysledky méteni DNA
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(Vlastni zdroj)

Na zaklad¢ spektrofotometrického méfeni byl dale stanoven fedici faktor, ktery umoznil
nafedéni DNA na standardni koncentraci 20 ng/ul. Elektroforetické testovani vzorki po
nafedéni prokazalo, ze vysledky spektrofotometrického méfeni vykazuji vysokou
spolehlivost, jelikoz intenzita fluorescence vzorki DNA se vyrazn¢ vyrovnala. Tuto

skutecnost dokumentuje elektroforeogram na obrazku 7.

Tabulka 1: Vysledky jednotlivych méfeni

. Fedict

(ng(/:ul) Vyzfmzl;%t 260/7280 260?230 faktor (20
ng/pl)
1| 108 21600 1815 | 2512 | 540
2 | 54 10800 1831 | 3176 | 270
3 | 137 27400 1803 | 2228 | 6.5
4| 62 12400 1771 | 1851 | 3.0
5| 28 5600 1867 | 224 1,40
6 | 945 18900 1817 | 2455 | 473
71 35 7000 1892 | 2017 | 175
8 | 645 12900 1767 | 2304 | 323
9 | 905 18100 1866 | 2549 | 453
10| 45 9000 1731 | 2143 | 225
11| 126 25200 1806 | 1,946 | 6,30
12| 141 28200 1819 | 2587 | 7.05
13| 625 12500 1786 | 2193 | 313
14| 205 4100 1864 | 2412 | 103
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s fedici
(ng(/:ul) VYET}Z?O“ 260/7280 260?230 faktor (20

ng/ul)

15| 215 4300 1792 | 2,867 1,08
16| 18 3600 1714 2 0,90
17| 255 5100 17 2,125 1,28
18] 9 1800 i i 0,45
19| 415 8300 1729 | 1844 2,08
20| 525 10500 1721 | 1,944 2,63
1| 77 15400 1812 | 2,962 3,85
2| 12 2400 1,846 4.8 0,60
23| 78 15600 1793 | 2,328 3,90
24| 335 6700 1763 | 3526 1,68
25| 55 1100 1.375 i 0,28
26| 27 5400 1,742 3,6 1,35
27| 212 42400 1804 | 2494 | 10,60
28| 112 22400 1784 | 2,347 5,60
29| 685 13700 1803 | 2,322 3,43
30| 8 1600 1.778 2 0,40
31| 875 17500 1786 | 2,215 4,38
2| 62 12400 1797 | 248 3,10

(Vlastni zdroj)

Primérnd hodnota bez vylouceni extrémnich hodnot je 63,1 a s jejich vyloucenim je
54,65. Hodnota smérodatné odchylky, po vylouceni extrémnich hodnot (viz. krabicovy graf),
koncentrace DNA je 25,83 coz naznacuje, ze vzorky jsou stale dost variabilni. Toto potvrzuje

hodnota variaéniho koeficientu 0,47.
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Obrazek 7: Krabicovy graf
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(Vlastni zdroj)

Krabicovy graf ukazuje, které hodnoty jsou v souboru po vylouceni extrémnich
hodnot. Stfedni hodnota ohrani¢end hodnotami smérodatné odchylky uréuje zakladni soubor,
tudiz hodnoty mezi hodnotou koncentrace 16,7 a 109,5. Zakladni soubor obsahuje 23 hodnot,
z kterych byly spocitany statistické ukazatele. Extrémni hodnota horni ¢asti grafu je 212 a
spodni je 5,5.

Obrazek 8: Histogram koncentrace (ng/ul)
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5.1. Konecna uprava vzorki DNA a jejich archivace

Vzorky, které nebyly fedéné, jsou stale viditelné slabsi, ale rozdil neni uz tak
markantni. Doslo k vyrovnani koncentraci a tak by mély vzorky vykazovat ptiblizn¢ stejné

hodnoty. Vzorky byly uchovany v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

Obrazek 9: Vysledky fedéni DNA

(Vlastni zdroj)
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6. Diskuse

Préace byla realizovana s cilem ziskat zakladni kolekci vzorkit DNA ze dvou rtznych
lokalit v ramci hlavniho meésta Prahy. Extrakce kvalitni DNA je zakladem tspésné

molekularni analyzy.

VétSina vyzkumi se zabyva spiSe rozsifenim jednotlivych poddruha P. nigra (Zara et.
al. 2007, Naydenov et al. 2006) a jejich rozliSenim na zakladé genetické analyzy. Tudiz
neuvadi pifimo vytéznost extrakce, ale soustiedi se spiSe na podobnosti a odliSnosti
jednotlivych vzorkd. V Cechach se vyzkumem okrasnych borovic zabyvaji na pracovisti

VUKOZ v Prithonicich.

Z ptehledu literatury je patrné, ze existuje celé spektrum riznych metod extrakce
DNA, li8i se Casto ndro¢nosti at’ uz ¢asovou, hygienickou nebo technickou, zanedbatelna neni
ani stranka finan¢ni. Z literarni analyzy vyplyva, Ze optimalnim pfistupem extrakce DNA je
vyuziti minikitd. DNA byla proto v této praci extrahovana kitem DNeasy Plant Mini Kit.
Zvolend metoda poskytla dostatecné mnozstvi pro ndsledné analyzy u vSech odebranych
vzorkll. Primérné vytéZnost 12,6 ug na 100 mg vychoziho materidlu odpovida i vysledktim,
kterych dosahl Shepherd et al. (2002) (12,4 ng). Ve své praci také popisuji, Ze variabilita
vytéznosti byla pomérn€ znacné, smeérodatna odchylka Cinila 3 pg, také odpovida uvedenym
vysledkim (tab. 1). Grafy ukazuji, ze nejvétsi Cetnost vysledkd vytéznosti se pohybuje
vrozmezi 3,9 az 7,7 pg, coz je podprimér, ovSem druhd nejvétsi cetnost je lehce
nadprimérna 11,6 az 15,4 pg. Autofi uvadi, Ze zna¢nd variabilita ve vytéZnosti mohla byt
zpuisobena napt. variabilnimi podminkami pivodu vzorkt (rizné geografické lokace sbérnych
mist). Variabilitu v ramci této prace ziejmé nadmoiskd vysSka nezpusobila, jelikoz mista
odbéru jsou z hlediska nadmoiské vysky stejnd a nejsou ani geograficky vzdalena. Takze
ziskanou variabilitu bych pfisuzovala jak riznosti jednotlivych vysadeb, tak casovym
odstuptim mezi sbéry. DalSim faktorem, ktery mohl ovlivnit vytéZnost, byla ucinnost
homogenizace biologického materialu. V praci byla pouzita metoda homogenizace v treci
misce s vyuzitim tekutého dusiku. Jehlice borovice byly mnohdy nepoddajné a Casto se je
nepodaftilo pln€¢ homogenizovat. Z tohoto hlediska byly mnohem lepsi juvenilni pupeny, kde

bylo dosazeno vétsi homogenity.

Shepherd et al. (2002), ktefi porovnavali metody s vyuzitim Cerstvého a zmrazeného

materialu na rodu Pinus (listech) uvadi, ze vétsi vytézek ziskali ze vzorkt zmrzlych. A pfi
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maximalnim zmrazeni vzorkl se vytézek zvysil az o 40% oproti pouziti Cerstvého materialu.
Diivodem je nejspi§ nedostatecné rozruSeni bunéénych stén u Cerstvych rostlin. Tato

skutecnost nebyla v ramci této prace nikterak ovéfena.

Podle DNeasy Plant Handbook se bézna vytéznost u borovic pohybuje mezi 20 — 25
ug, coz bylo zjistovano u P. sylvestris. Z toho Ize usoudit, Ze variabilita koncentrace uvnit
druhu je zna¢na, toto koresponduje s vysledky Shepherd et al. (2002), Arnold et al. (1999) a
Naydenov et. al. (2006).

Vzorky DNA byly podrobeny spektrofotometrické analyze s cilem zjistit koncentraci
DNA a relativni obsah kontaminujicich latek. Jak je diskutovéno vySe, byla zaznamendna
znacna variabilita mezi vzorky a to jak z hlediska koncentrace, tak i z hlediska Cistoty. Pravé
piimées kontaminujicich latek miize vést ke zkresleni hodnoty koncentrace DNA (Ovesna et
al. 2010, DNeasy Handbook 2006). Z vysledki fedéni je patrné, Ze zjisténé hodnoty
koncentrace ziejm¢ odpovidaji realité, jelikoz doSlo k vyraznému vyrovnani intenzity
fluorescence pii elektroforetickém testu ziedénych vzorkit DNA. Do jaké miry kontaminanty

ovliviluji prubéh genetickych analyz na bazi PCR nebylo ovéfeno.

Jiz ziskané vysledky a zbylda DNA, kterd byla uloZena v mrazicim boxu, bude do

budoucna vyuzita pro navazujici genetickou analyzu struktury porostd.
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(. Zavér
1) Za hlavni cil prace bylo stanoveno vzorkovani a inventarizace P. nigra ve dvou

vybranych vysadbach v Praze. Bylo ziskano 32 vzorki ze dvou lokalit v Praze.

2) Byla provedena uspés$na extrakce vysokomolekularni DNA vhodna pro PCR
analyzy. Znacnou variabilitu vzorkli se podafilo vyrovnat pomoci spektrofotometrického

méfeni a nasledného fedéni.

3) Pro zvySeni homogenity vzorki DNA by bylo vhodné zatadit automatizovanou

homogenizaci materialu a pro extrakci DNA vyuzit zejména mladych pupent.

4) Méfeni mikroobjemovym spektrofotometrem vykazalo spolehlivé hodnoty, které

byly nepiimo potvrzeny elektroforetickou analyzou primérnich extrakti DNA.
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