UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Piirodovédecka fakulta

Katedra botaniky

Geneticka variabilita pracovni kolekce genovych

Autor:
Studijni program:
Studijni obor:

Forma studia:

Vedouci diplomové prace:

zdroju Lactuca aculeata

Diplomova prace

Eliska Sahajova

N1407 Chemie

Ucitelstvi chemie a biologie pro stiedni Skoly
Prezen¢ni

RNDr. Miloslav Kitner, Ph.D.

OLOMOUC 2015



,Geneticka variabilita pracovni kolekce genovych zdroju Lactuca aculeata.

,»Genetic variability of Lactuca aculeata germplasm working collection.*

Prohlaseni

ProhlaSuji, ze jsem tuto diplomovou préci na téma Geneticka variabilita pracovni kolekce genovych
zdrojit Lactuca aculeata vypracovala samostatné pod vedenim RNDr. Miloslava Kitnera, Ph.D. za

pouziti citované literatury.

V OIOMOUCT AN .ttt e
Eliska Sahajova



Podékovani

Na tomto misté bych rada pod¢kovala vSem, ktefi mé podporovali pii psani této diplomové prace.
Predev§im vedoucimu diplomové prace RNDr. Miloslavu Kitnerovi, Ph.D. za jeho cenné rady,
trpélivost pfi vypracovavani zadaného tématu.

Dale bych vyjadiila vdéEnost Mgr. Michaele Jemelkové za jeji pomoc pii praci v laboratofi,
pii interpretaci ziskanych vysledki a korekturach textu.

Dé¢kuji 1 doc. Ing. Evé Kristkovée, Ph.D. a RNDr. Ivané Dolezalové, Ph.D. za jejich
ptipominky, které prispély ke zvySeni kvality této prace. Celd prace byla realizovana diky projektim

interni grantové agentury UP v Olomouci PrF-2013-003, IGA_PrF_ 2014001, IGA_PrF_2015 001.

Podékovani samoziejme patii také mym rodiciim a manzelovi, kteti mé po celou dobu studia
podporovali. A v neposledni fad¢ dékuji i svym detem, které, a¢ nevédomky, byly mou hnaci silou

behem celého magisterského studia.



BIBLIOGRAFICKA IDENTIFIKACE
Jméno a prijmeni autora: Eliska Sahajova
Nazev prace: Geneticka variabilita pracovni kolekce genovych zdroji

Lactuca aculeata

Typ prace: Diplomova prace

Pracovisté: Katedra botaniky PfF UP, Slechtitelt 11, 783 71, Olomouc
Vedouci prace: RNDr. Miloslav Kitner, Ph.D.

Rok obhajoby: 2015

Abstrakt:

Tato diplomova prace se zabyva studiem genetické variability 72 polozek Lactuca aculeata
pochazejicich z Turecka, Jordanska a lzraele (Beharav et al., 2010a) a tii polozek L. serriola
puvodem z Jordanska. Tyto vzorky byly analyzovany pomoci sedmi AFLP primerovych kombinaci a
zarovenn pomoci 8 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti. Vzajemné vztahy mezi analyzovanymi
vzorky byly vizualizovany pomoci dvou pfistupt, NeighbourNetwork diagramu a Bayesovské
shlukovaci analyzy. Rovnéz byly pro jednotlivé populace spocitany zakladni indexy genetické
L. serriola a také tfech hybridnich vzorkt L. aculeata x L. serriola (Lebeda et al., 2012). Dale se
podafilo nové detekovat nejméné 6 dalSich vzorki, které vykazovaly taktéz podobnost s
genotypovymi profily L. serriola, coz mize poukazovat na mezidruhovou hybridizaci mezi obéma
druhy. Vyse uvedené rozdé¢leni bylo potvrzeno i pomoci Bayesovské analyzy, kde se jasné vyclenily
turecké vzorky vykazujici odlisSny geneticky charakter, nez byl zjistény u vzorkt pochazejicich z
Jordanska a Izraele. Vzorky ptvodem z Jordanska a Izraele vykazovaly podobny geneticky

charakter, coz mize poukazovat na mozny gene flow mezi populacemi.

Klic¢ova slova: Lactuca aculeata, molekularni analyza, AFLP, mikrosatelity, geneticka variabilita

Pocet stran: 72 Pocet piiloh: 1 Jazyk: cesky



BIBLIOGRAPHICAL IDENTIFICATION

Authors first name and surname: Eliska Sahajova

Title: Genetic variability of Lactuca aculeata germplasm
working collection

Type of thesis: Master s thesis

Department: Department of Botany, Faculty of Science, Palacky

University, Olomouc

Supervisor: RNDr. Miloslav Kitner, Ph.D.
The year of presentation: 2015
Abstract:

This Master's Thesis is focused on study of genetic variability of seventy two Lactuca aculeata
accessions coming from Turkey, Jordan and Israel (Beharav et al., 2010a) and three accessions of
Lactuca serriola originally from Jordan. These samples were analyzed by seven AFLP primer
combinations and also by eight polymorphic microsatellite loci. Mutual relationships among the
analyzed samples were visualized using two approaches, NeighbourNetwork diagram and Bayesian
clustering method. The basic genetic variability indices were calculated too. Based on
NeighborNetwork the earlier morphological determination of samples L. aculeata, L. serriola and
three putative hybrids L. aculeata x L. serriola (Lebeda et al., 2012) was confirmed. Moreover | was
able to detect at least 6 additional hybrid samples showing certain proportion of Lactuca serriola-
like genotype. This fact indicates the interspecific hybridization between these two species. The
Bayesian clustering analysis confirmed above mentioned distribution of the samples too, where the
samples from Turkey showed different genetic character than samples from Jordan and Israel.
Samples coming from Jordan and Israel showed same genetic character. It suggests to possible gene
flow between populations.

Keywords: Lactuca aculeata, molecular analysis, AFLP, microsatellites, genetic variability

Number of pages: 72 Number of appendices: 1 Language: Czech



OBSAH

L UVOD ekttt bbbtk E R b E ARt R e R e bt bbbt nennes 8
2 CILE PRACE ...ttt 9
3 LITERARNI PREHLED ....coootvimiimiimeiiesseesie sttt 10
3.1 Charakteristika, geografické rozsifeni a ekologie rodu Lactuca L. ..........cccevvveiiiieiiiieiiinenne, 10
3.2 Charakteristika druhu L. @CUleata..............cccvriviiiiiiiiic e 11
3.2.1 TaxonOmMICKE ZATAZENT .......eiiuiiiiiiiiii ittt st sb e 11
3.2.2 Morfologickd charakteriStika ...........cociiiiiiiiiiiciic e 12
3.2.3 Ekogeografickd charakteristika ...........cocoveiiiiiiiiiii e 13
3.2.4 Vyuziti L. aculeata pfi Slechténi kulturniho salatu.........c.ocovvviiiiiienenniencseee e, 13
3.3 Genetické markery pouzivané pii studiu rodu Lactuca L.........cccoovveriiiiiiiiiiiiie e 16
3.3 L DINAMAIKEIY ..ottt bbbt b bbbt nnes 16
3.3.1.1 Metody zaloZené na restrikénim Sté€peni a hybridizaci...........cccoeoveriiiiieniiiiiciee, 17

BB LLL RELP e s 17
3.3.1.2 Metody zalozené na PCR amplifikaci ............ccooviiiiiiiiniiiici e 18

BB L2 A PCR et 18

3.3.1.2.2 MIKrOSatelity ......cceeiveiiiecieeie et 19

3.3 L2Z3 AFLP s 23

3.3 L2A RAPD ... s 26

BB L25 TRAP s 26

3.3.1.2.6 SEKVENOVANT......coiuiiiiiiiiiiii e 27
4 MATERTIAL A METODY ...ttt 29
4.1 POUZItE CheMIKAIIE ......eoiiiiiiiii et atn et nne e 29
4.2 Pouzité pfistroje a laboratorni Vybaveni ..........cccovviiiiiiiiic e 30
4.3 POUZILE TOZLOKY ...ttt 31
4.4 RoStHNNY MALETTAL.....ccviiiiiiiiiiiie e 32
4.4.1 POvod rostlinného materidlu............cooviiiiiiiiiiiiii e 32
4.4.2 Kultivace rostlinného materialtl ............cocouviiiiiiiiiiii e 35
4.4.3 Tzolace 2enomickeé DINA ........cooiiiiiiiiiiic s 36
4.5 AFLP QNALYZA .....oiiiiiiiiiiici s 37
4.5.1 ReStriKCe @ lIgace DINA ... ...t e e re e 37
4.5.2 Preselektivind amplifiKace .......c.eviiiiiiiiiiiiiie i 38

4.5.3 Selektivind ampPlIfIKACE .......uviiiiiiiiiie e 39



4.6 MIKFOSALEIITY ...ttt et e e e e e e s be e teeneesreeteaneennes 41

4.6.1 Podminky PCR reakce u mikrosatelitnich markerti ...........cccceviiiiiiiiiiii 42

4.7 Separace a detekce PCR Produktill .........c.coveiiiiiiiiiiiiiciei s 43
4.8 StatiSticke hOANOCENT ......c..eiiiieiii e 45
4.8.1 VYhodNOoCenT GEITL ....cuvviiiiiiiiiie it 45

4.8.2 ANALYZA AL ..o 46

4.8.3 Vizualizace genetiCke StIUKIUTY .....c..oiviriiiirieieieie st 46

S VY SLEDKY ...ttt 48
S.TAFLP QNALYZA ...ttt n e 48
5.2 SSR ANALYZA ..o e 50
5.3 Vizualizace vzajemnych vztahl mezi analyzovanymi VZOIKY..........cccccooeninineniinininncees 53

B DISKIUZE ...t b bt n et b bbbt 57
T ZAVER ... 61
8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ......oouiveveieieiieeseeeeeeeesesses s ses s ses s assseseesesssss s ses s ssnasnennes 61
O LITERATURA . . ettt b bbbt b bRt s bttt b e s bbbt et ne e e e 64

1O PRILOHEY oottt ettt e et et e e et et e s et e e et e e e s et et et e e et ese et e ae e et e e et eeeeseses et eeeeseeeesereserereana, 71



1 UVOD

Tato diplomova prace se zabyva studiem genetické variability pfirozenych populaci L. aculeata.
Studované populace pochdzely z oblasti Blizkého vychodu (Izrael, Jordansko a Turecko), ktery je
povazovan za centrum puvodu a diverzity studovaného druhu. Soucasné studie naznacuji, ze prave L.
aculeata by mohla tvoftit dalsi zdroj gent pro $lechténi kulturniho salatu (L. sativa L.), zejména pro
rezistenci vici chorobdm, skiidciim a dal$im faktortim, které dnes ohrozuji moderni kultivary salatu.
Ackoliv L. aculeata piedstavuje jeden z potencionalnich zdroji genu rezistence L. sativa k vyse
uvedenym faktorim, jsou informace o genetické variabilité tohoto druhu neaplné.

Jako hlavni metodické nastroje budou v této diplomové praci pouzity AFLP a mikrosatelitni
markery publikované pro blize piibuzné druhy (L. serriola a L. saligna). Tyto molekularni markery
predstavuji uziteCny nastroj k posouzeni rozdéleni genetické informace uvnitf i mezi populacemi.
Pravé dobra znalost genetické struktury zvySuje moznost piipadného vyuziti L. aculeata ve Slechténi

kulturniho salatu (L. sativa).



2 CILE PRACE

1) Zpracovani literarni reSerSe soucasného stavu problematiky vyuziti molekularnich markera
pfi studiu genetické variability pfirodnich populaci a genofondovych kolekci planych

progenitord Lactuca sativa.

2) Provedeni analyzy genetické variability pracovni kolekce genovych zdroji Lactuca aculeata

pomoci mikrosatelitnich (3-5 markert) a AFLP (cca 200 lokust) markeri.

3) Statistické zhodnoceni dat — vypoclty zakladnich indexti genetické variability, vizualizace

vzajemnych vztahti mezi analyzovanymi vzorky.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika, geografické rozsireni a ekologie rodu Lactuca L.

Studovany druh L. aculeata patii do jedné z druhové nejbohatSich celedi cévnatych rostlin
Asteraceae (hvézdnicovité), podéeledi Cichorioideae (Cekankové), tribu Cichorieae (= Lactucaeae) a
rodu Lactuca (Bremer et al., 1994). Tento rod zahrnuje jednoleté, dvouleté nebo vytrvalé byliny ¢i
kete, které maji ve svych pletivech specializované bunky (tzv. mlécnice) produkujici latex. Z
nejdulezitéjSich znakd charakterizujici tento rod mizeme jmenovat valcovity zakrov s nckolika
fadami piimych a tuhych nebo nazpét obracenych zdkrovnich listent, ploché luizko bez plevek
(drobny listen jednotlivych kvéti v tuboru), napadné¢ dlouhé chlupy na ramenech c¢nélky,
homomorfické a lehce zplostélé nazky s mnoha zebry se zobankem (vzacné bez zobanku). Chmyr je
bily, nazloutly nebo hnédy s mnoha jemnymi a na povrchu hladkymi nebo drsnymi S$tétinami
obvykle bez vnéjSich velmi kratkych mékkych chlupi (Dostal, 1989; Dolezalova, 2002b; Lebeda et
al., 2004).

Rod Lactuca zahrnuje okolo 120 planych druhi (16 se vyskytuje v Evropé, 51 v Asii, 43 v
Africe a 12 v Americe) (Lebeda et al., 2001) a ¢leni se do sedmi sekci; Lactuca (subsekce Lactuca a
Cyanicae), Phoenixopus, Mulgedium, Lactucopsis, Tuberosae, Micranthae a Sororiae (Ferdkova,
1977; Rulkens, 1987; Lebeda, 1998) a do dvou geografickych skupin — africké a severoamerické.
VétSina druhti tohoto rodu jsou xerofyty dobie adaptované na suché klimatické podminky (Lebeda et
al., 2004) vyskytujici se prevazné¢ v mirném a teplém pasu severni polokoule (Evropa, Asie,
Indonésie, Severni a Stfedni Amerika, Afrika) (Lebeda and Astley, 1999), s optimalni nadmoiskou
vyskou 200 — 600 m, vyjimku tvoii endemicky se vyskytujici druhy lidnovitého typu v horéach
sttedni Afriky (Ferdkova, 1977; Lebeda et al., 2004) ¢i druhy tropickych a subtropickych destnych
pralest vychodni Afriky a Madagaskaru rostoucich v nadmoiské vysce 2100 — 2700 m (Jeffrey,
1966).

Z ekologického hlediska je rod Lactuca velmi variabilni a jeho druhy osidluji nejriznéjsi
typy biotopt.. Nejbéznéjsi evropské druhy (L. serriola, L. saligna, L. virosa) jsou synantropni
(ruderalni), osidlujici disturbované stanovisté (r-strategie). Nejcastéji rostou zejména podél cest,
zeleznic ¢i v piikopech (Lebeda et al. 2001). Druhy jako napfi. L. aurea, L. quercina, L. biennis, L.
sibirica jsou soucasti lesnich spolecenstev (Nessler, 1976; Ferakova, 1977). Z Kalcifilnich druht
rostoucich na skalnich svazich miZeme jmenovat L. graeca, L. tenerrima, L. viminea, L. perennis

(Lopez and Jimenez, 1974; Ferakova, 1977). Druhem osidlujici pobiezni utesy je L. acanthifolia.
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Druh L. tatarica roste na zasolenych a na ziviny chudych substratech v semiaridnich chladnych
oblastech (Ferakova, 1977; Lebeda et al., 2001).

3.2 Charakteristika druhu L. aculeata

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Zatazeni druhu L. aculeata Boiss et Kotschy do systému podle Integrated Taxonomic Information
System (ITIS).

Rige: Plantae

Podfise: Viridiplantae
Oddgéleni: Tracheophyta
Ttida: Magnoliopsida
Rad: Asterales

Celed’: Asteraceae
Podceled’: Cichorioideae
Kmen: Cichorieae (= Lactuceae)
Podkmen: Lactucianae
Rod: Lactuca L.

Sekce: Lactuca L.
Podsekce: Lactuca L.

Druh: Lactuca aculeata Boiss. et Ky.
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3.2.2 Morfologicka charakteristika

Lactuca aculeata Boiss. et Ky. je diploidni, autogamni druh s 2n = 2x = 18 chromozomu. Je to
jednoleta az dvouletd velmi statnd bylina, vysoka piiblizné 100 cm. Stiibfité-bila lodyha je ptima,
porostla rovnymi pichlavymi trichomy. Listy L. aculeata maji sukulentni charakter. Jsou $edivé, na
adaxidlni a abaxidlni strané jsou husté porostlé trichomy, které jsou pfitomny i1 na stiedni Zilce na
spodni stran¢ listu. Listy jsou pfisedlé, ned€lené az pefenosecné, se zubatym okrajem. Stfedni
lodyzni listy méfi 3-9 x 1,5-3,5 cm a jsou s ousky, ktera jsou mald a zaoblena. Kvétenstvi tvori
volna, valcovita lata s mnoha tbory. Ubory jsou jednotlivé, boéni i terminalni, stopky tbort s
krycimi 1 Zlaznatymi trichomy, listeny jsou lysé. Zakrov 6-10 mm, ve zralosti pon&kud delsi, je 3 az
4-tady. Jazykovité kvéty jsou Zluté. Nazky 5-7 mm jsou stfedné hnédé s mnoha zebry, s napadnymi
bilymi trichomy a svétlym 4-5 mm dlouhym zobankem. Bily chmyr je dlouhy 3-5 mm (Jeffrey,
1995). Vegetativni faze u L. aculeata probiha v ¢ervnu, kdy se maximalni teploty pohybuji v rozmezi
28,7 °C az 34,4 °C. Zatimco reprodukcni faze probihd v srpnu, kdy primérmné denni teploty dosahuji
prumérné hodnoty 28,7 °C (Beharav et al., 2010a).

Obrazek 1. Lactuca aculeata. a — celkovy vzhled rostliny, b - detail robustniho stonku s vyraznymi
trichomy, které jsou pro tento druh charakteristické, ¢ — detail kvétenstvi (uboru), d — detail

plodenstvi nazek s chmyrem (Foto: Mgr. Michaela Jemelkova).

T Y ——

|

’
’
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3.2.3 Ekogeograficka charakteristika

Lactuca aculeata je druhem s preferenci suchych klimatickych podminek, jehoz vyskyt je omezen na
oblast Blizkého vychodu a Anatolijské nahorni ploSiny (Zohary, 1991; Jeffrey, 1975), kde roste v
nadmoiské vySce od 222 az do 968 m. n. m. V severnim lzraeli miZzeme tento druh nalézt v oblasti
Golanskych vysin, ovSem s vyjimkou okoli hory Mt. Hermon (Beharav et al., 2010a), kde roste ve
spolecenstvech dalSich zastupci rodu Lactuca, pfedevsim L. serriola a L. saligna (Zohary, 1991).
Jejich blizké vztahy byly potvrzené mnoha piipady spontdnni hybridizace v jejich ptirozeném
prostiedi (Zohary, 1991) a nékterymi metodami DNA markert (Beharav et al., 2010a). Zohary
(1991) povazuje Izrael za jedno z moznych genovych center kulturniho hlavkového salatu (L. sativa

L.), s nimz je L. aculeata pln¢ kfizitelna (Globerson et al., 1980).

Lactuca aculeata osidluje rizné typy biotopt (Beharav et al., 2010a), nejcastéji se vyskytuje
na stepich, skalach, pfipadné i na neobdé€lavanych polich (Jeffrey, 1975). Mezi charakteristické
lokality patii okraje silnic, polni cesty, antropogenni a ruderalni stanovisté. Podkladovou horninou,

na které L. aculeata roste, byva zpravidla ¢edic.

3.2.4 Vyuziti L. aculeata p¥i $lechténi kulturniho salatu

vvvvvv

v

nejrozsitenéjsi listovou zeleninu na svété (Lebeda et al., 2007a; Mou, 2008), je zaloZzen na vyuziti
jeho plané rostoucich piibuznych druhti a progenitori. Z celkového poctu asi 100 druhd rodu
Lactuca je ve svétovych kolekcich genovych bank zastoupeno pouze 22 druht (Lebeda and Astley,
1999), proto je v soucasnosti vyvijeno velké usili a je publikovana fada studii tykajicich se planych
progenitort kulturniho salatu, které tvoti tzv. genovy pool L. sativa (Lebeda et al., 2014).

Genovy pool (genepool) je definovan jako souhrn gent a jejich kombinaci, které¢ je mozné
vyuzit ke zlepSovani vlastnosti Slechténé rostliny (Lebeda et al., 2007a), udava mnozstvi
jednotlivych unikatnich alel v rdmci druhu nebo populace. Z tohoto hlediska jsou genové pooly
nenahraditelné a jsou rozhodujici nejen pro dalsi Slechténi zemédélskych plodin, ale 1 pro zachovani
a rozSifeni druhové a odradové diverzity a omezovani negativnich vlivii zemé&d¢€lstvi na zivotni
prostiedi (Salas, 2003).

Harlan and de Wet (1971) navrhli tfi skupiny genovych poold, které jsou stanoveny na
zaklad¢é vztahu v ramci kiizeni mezi vyslechténou rostlinou a jejimi pfibuznymi plané rostoucimi
druhy. Jedna se o primarni (GP-1), sekundarni (GP-2) a terciarni (GP-3) geneticky pool.

13



Do skupiny primarniho genového poolu péstovaného salatu (L. sativa) nalezi jeho primitivni
formy a odrudy a také plané rostouci druhy (napfi. L. serriola, L. aculeata, L. altaica, L. dregeana,
aj.), které jsou sexualn¢ kompatibilni s L. sativa (Lebeda et al., 2007a) bez bariér kiizitelnosti a
vyznacujici se snadnym pienosem genti za vzniku fertilnich potomkii.

Sekundarni genovy pool je reprezentovan planymi druhy, které si mohou vyménovat geny
pouze v ur€ité mife. McGuire et al. (1993) a Zohary (1991) do této skupiny fadi druh L. saligna,
ktery hraje dilezitou roli v rezistenci L. sativa proti plisni salatové (Bremia lactucae) (Beharav et al.,
2006; Lebeda et al., 2007a).

Kvuli slozitym bariéram v kiizeni fadime do terciarniho poolu plané druhy jako jsou L.
virosa, L. acanthifolia, L. aurea, L. tatarica, L. viminea aj., u kterych je pfenos genti mimofadné
obtizny a vyzaduje specialni techniky (Chloupek, 1995; Dotlacil, 1996). Lebeda et al. (2007a) uvadi,
Ze postaveni L. saligna a L. virosa neni zatim zcela jasné a piesné.

Jiny nazor na rozdé€leni genovych poolt zastava Koopman et al. (1998), ktery fadi druhy sekce
Lactuca subsekce Lactuca do primarniho a sekundarniho genového poolu a druhy ze sekci Phaenixopus,

Mulgedium a Lactucopsis do terciarniho poolu.

Lebeda et al. (2009a) poukazuje na skute¢nost, ze v soucasné dobé kultivary L. sativa
vykazuji omezenou genetickou diverzitu a v duisledku toho chybi efektivni zdroje pro zlepSeni jejich
vlastnosti, proto se pozornost védeckych pracovnikli a Slechtiteld stale Castéji zamétuje na vyse
uvedené plané piibuzné druhy, které mohou piirozenym zpisobem (kiizenim) obohacovat
genetickou variabilitu kulturnich plodin a zlepSovat tak vlastnosti L. sativa (senzorické a chutové
parametry, trvanlivost listd, rezistence vici patogentim, tolerance k biotickym a abiotickym strestim,
aj.) (Lebeda et al., 2014). Z rodu Lactuca se piedevsim jedna o plané druhy L. serriola, L. saligna, L.
virosa, které se podilely na vyslechténi nejriznéjsich odrad L. sativa (McGuire et al., 1993; Lebeda
et al., 2002). Znalost jejich taxonomického zatazeni, kiiZitelnosti a dalSich vlastnosti je vyznamna
nejen z botanického hlediska, ale zaroven urychluje a rozsifuje moznosti jejich tspésného vyuziti ve
Slechtitelské praxi (Lebeda et al., 2004). Pro studium genetické variability planych progenitord
péstované¢ho saldtu jsou v soucasnosti nejvice vyuzivany molekuldrni markery; piedevSim
mikrosatelitni markery (Witsenboer et al., 1997; Alexander et al., 2009; van de Wiel et al., 2010) a
AFLP markery (Hill et al., 1996; Koopman et al., 2001; Kitner et al., 2008; Lebeda et al., 2009b; van
de Wiel et al., 2010).
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Do dnesni doby byla nejvétsi pozornost vénovana studiu druhu L. serriola, jeho
geografickému rozsiteni, ekologii a v neposledni fadé¢ molekularnim studiim (Koopman et al., 2001;
Dolezalova et al., 2002a; Dziechciarkova et al., 2004; Kitner et al., 2008; Lebeda et al., 2004, 2006,
2009b, 2012). Lactuca serriola byla vyuzita jako donor rezistence proti virim (Lettuce Mosaic
Virus), bakteriim (Corky Root), proti houbovym patogentim jako je padli ¢ekankové (Golovinomyces

cichoracearum) a zejména k plisni salatové (Bremia lactucae) (Lebeda et al., 2007b, 2014).

Soucasné studie naznacuji, ze i pravé studovany druh L. aculeata by mohl tvofit zdroj gent
pro Slechténi odrid kulturniho salatu, zejména jako vyznamny donor gent rezistence vici chorobam,
Skiidciim a dal$im faktortiim, které dnes ohrozuji moderni kultivary salatu (Lebeda et al., 2002,
2007a, 2009a). Blizka ptibuznost L. aculeata a L. sativa byla podpofena vyskytem spontanni
hybridizace v ptfirodnich podminkach (Zohary, 1991), analyzou esterdzového polymorfismu (Roux et
al. 1985), metodou AFLP fingerprintingu (Koopman et al., 2001), ITS-1 DNA sekvence (Koopman
et al., 1998). Lebeda et al. (2007a) poukazuje na fakt, ze ackoliv L. aculeata pfedstavuje primarni
genovy pool pro Slechténi kulturniho salatu (L. sativa) a je povazovana za jednoho z potencialnich
zdroju rezistence L. sativa k vySe jmenovanym faktorim, je v mezinarodnich genovych bankach
stdle velmi vzacnd, nedostatecné charakterizovdna a informace o jeji variabilit¢ jsou neuplné
(Lebeda et al., 2004, 2007a; 2009a). Pravé dobra znalost taxonomického zatazeni, morfologie,
anatomie a karyologie druhu zvySuje jeji potencialni ispéSnost vyuziti pii Slechténi. Do dnesni doby
bylo publikovano jen n€kolik malo studii, které se zabyvaji druhem L. aculeata.

Soucasné studie pracuji na charakterizaci souboru vzorku L. aculeata sesbiranych Dr. Alexem
Beharavem (Univerzity of Haifa, Izrael) (sbér probéhl mezi roky 2007-2009) a také prof. AleSem
Lebedou (PiF UP Olomouc) (sbér probéhl v roce 2007) v Dan Valley, Hula Plain a v okoli
Golanskych vysin (Beharav et al., 2008). Pozornost se zaméfuje zejména na ekogeografické
rozsifeni, charakter stanovist’ (Beharav et al., 2010a), na fytochemické studium seskviterpenovych
laktonti (Beharav et al., 2010b) a také na studium rezistence vici plisni salatové (Bremia lactucae)
(Beharav et al., 2014).

Na druh Lactuca aculeata se také zamétuje diplomova prace Vatkové (2012), ktera se zabyva
fenotypovou a fenologickou variabilitou mezi druhy L. serriola, L. saligna a L. aculeata. V této praci
bylo hodnoceno celkem 27 fenotypovych znakii a 3 fenologické charakteristiky (Dolezalova et al.,
2002b). Fenotypové znaky byly hodnoceny na rozetovém a lodyznim listu, na stonku, kvétu a
kvétenstvi. Z fenologickych charakteristik bylo pozorovano a hodnoceno vybihani, kveteni a tvorba
nazek.
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3.3 Genetické markery pouzivané pri studiu rodu Lactuca L.

Ke studiu genetické variability populaci se od 60. let 20. stoleti pouzivaji genetické markery, jez
umoziuji urcit, které alely jsou v populaci pfitomné. Prvnimi pouzivanymi genetickymi markery
byly diskrétni (viditelné) polymorfismy, které ovsem nejsou ovlivnéné prostitedim, odhaluji jen
malou ¢ast genetické variability a nejsou reprezentativni pro cely genom. Z téchto divodi doslo v
poslednich desetiletich k rozvoji technologie molekuldrnich markerti (Bretting and Widrlechner,
1995), které se pouzivaji ke zkoumani taxonomie, fylogeneze, genetické variability a Slechténi
rostlin (Simko, 2009). Rozvoj molekularnich markerii zdsadnim zplisobem ovlivnil rychlost a
uspésnost Slechtitelského procesu a ziskdvani novych odrid péstovanych rostlin. Prvnim typem
molekularnich markerd vyuzivanych pfi studiu variability rodd Lactuca spp. byly od poloviny 20.
stoleti proteinové markery - isoenzymy, tj. polymorfni molekularni formy enzymu se stejnou funkci
v metabolismu katalyzujici stejnou chemickou reakci, ovSem s odliSnou primarni strukturou.
Vyhodou isoezymi je jejich kodominantni charakter (umoZziuje odliSit dominantni homozygoty,
heterozygoty a recesivni homozygoty). Tato technika byla vyuzita k charakterizaci genovych sbirek
rodu Lactuca L. (Lebeda et al., 1998), k identifikaci hybridt, k urceni polyplodie a piibuzenskych
vztahil mezi planymi a kulturnimi druhy salatu (Roux et al., 1985; Kesseli and Michelmore, 1986;
Cole et al., 1991; Dziechciarkova et al., 2004; Lebeda et al, 2009b) a také k identifikaci
mezidruhovych hybridi (Lebeda et al., 2012). Tato studie je do souCasnosti nejobsahlejsi studii
zamétujici se na druh L. aculeata. Celkem bylo analyzovano 13 izraelskych populaci Eitajici 31
vzorkd.

Ackoliv isoenzymova analyza byla hojné vyuZivanou metodou jesté v prvnim desetileti 21.
stoleti, postupné byla nahrazena pokrocilejSimi a variabiln¢j$imi typy markert, které hodnoti vlastni
strukturu DNA a které eliminuji nedostatky isoenzymové analyzy; napt. pottebu Cerstvého materialu,
préci s vysoce toxickymi chemikaliemi a slozitou interpretaci ziskanych vysledka (pfevazné enzymi

s kvartérni strukturou).

3.3.1 DNA markery

Narozdil od isoenzym jsou tyto markery vice variabilni, nejsou tak vyznamné ovlivnéné prostiedim
(selektivni neutralnost) a mohou charakterizovat cely genom (Repkova and Relichova, 2001). Dalsi
vyhodou DNA technik je fakt, ze jsou vysoce informativni, mohou byt ziskany i z velmi malého
mnozstvi rostlinného materialu a také v libovolné fazi ontogenetického vyvoje organismu (popf. také

z herbarizovanych polozek).
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Pomoci DNA markert lze detekovat rozdily v genetické informaci mezi analyzovanymi
druhy, populacemi, klony, jedinci i buitkami. DNA markery jsou zalozeny na polymorfismu sekvenci
DNA. Jsou vyuzivany naptiklad pro DNA fingerprinting, pfi zjistovani genetické Cistoty osiva, ale i
pro testovani otcovstvi, sledovani urcitych gent pii Slechténi, genetické mapovani, populacni

genetiku a pii studiu evoluce na molekuldrni arovni (fylogenetické a taxonomické analyzy).

3.3.1.1 Metody zaloZené na restrik¢nim Stépeni a hybridizaci

Tyto techniky pfedstavuji historicky prvni skupinu molekuldrnich markert, které byly pouzivany v
pocatcich molekularni biologie (tj. od 70. let 20. stoleti), av§ak v soucasné dob¢ jsou nahrazovany

technikami zalozenymi na polymerazové fetézové reakci (PCR).

3.3.1.1.1 RFLP

Metoda RFLP (Restriction Eragment Length Polymorphisms = polymorfismus délky restrikénich
fragmenti) je jedna z nejstarSich metod DNA markert, ktera je zalozena na restrik¢nim Stépeni a
hybridizaci. Pfi této metodé¢ jsou detekovany zmény v sekvencich, jeZ jsou rozpoznavany
restrikénimi endonukleasami, které nastiihaji DNA na velké mnozstvi fragmentli. Nastiihané
fragmenty jsou rozdéleny pomoci elektroforézy, pteneseny (blotovany) na specidlni membranu (tzv.
Southerniv pienos) (Southern, 1975), kde je vizualizovana pouze ¢ast fragmentii pouzitim specifické
sondy (napf. oligonukleotidové sekvence znac¢ené radioaktivni i neradioaktivni znackou).

RFLP markery byly u rostlin poprvé vyuZzity pro tvorbu genetickych map, pro urovani
otcovstvi. Vyhodou je jeji kodominantni charakter, ktery umoziiuje rozliSit homozygoty (1 fragment)
od heterozygotti (2 fragmenty). Nevyhodou této metody je jeji celkova pracnost, ¢asova a finan¢ni
narocnost a vysoka vychozi koncentrace DNA pro restrikéni §tépeni, proto se dnes vyuziva RFLP ve
spojeni s PCR (PCR-RFLP), kdy je zapotiebi nizsi koncentrace vychozi DNA (pii PCR dochazi k
jeji amplifikaci).

RFLP metoda byla pouzita pii studiu rodu Lactuca L. ke konstrukci genetické mapy L. sativa
(Landry et al., 1987), ke stanoveni proménlivosti druhu (Kesselli et al., 1991, 1994; Vermeulen et al.,
1994, Yang et al., 2007; Truco et al., 2007). Pomoci RFLP metody bylo také prokazano, ze L. sativa
je blizce pribuzna k L. serriola, ale neni blizce ptibuzna k L. saligna, L. virosa, L. perennis a L.

indica.
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3.3.1.2 Metody zaloZené na PCR amplifikaci

Rozdily mezi metodami spadajicimi do této kategorie, spocivaji v riznych délkach a sekvencich
pouzitych primerd, v piisnosti PCR podminek a metody separace a detekce fragmentt (Karp and

Edwards, 1997).

3.3.1.2.1 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR, Polymerase Chain Reaction) (Mullis, 1987) je metoda in vitro
amplifikace (namnozeni) specifického fragmentu DNA o zndmé sekvenci bazi. Princip amplifikace
DNA touto in vitro metodou je podobny replikaci DNA in vivo, podminkou je znalost sekvence
nukleotidi Vv bezprostfednim sousedstvi useku DNA, ktery ma byt amplifikovan (ovSem vlastni
sekvence tohoto useku nemusi byt znama). K denaturaci dvoutetézcové DNA dojde vysokou
teplotou a vznikne jednotetézcové vlakno DNA, které slouzi jako templat. V dal$i fazi je zapotiebi
dvou primert (chemicky syntetizovanych kratkych oligonukleotidil), které se piipoji ke
komplementarnim tsektim fetézcii DNA tak, Ze jejich 3'-OH-konce sméfuji proti sobé. Pomoci
primert je zaroven vymezen usek DNA, ktery bude amplifikovan. Kopie useku DNA jsou

syntetizovany podle templatu pomoci enzymu DNA-polymerazy na principu komplementarity bazi.

PCR reakce se sklada ze ti po sobé jdoucich kroku - denaturace, annealing a extenze, které
se cyklicky se opakuji se a lisi se teplotnimi podminkami. Kazdy krok trva obvykle 1-2 minuty.
Smarda et al. (2005) uvadi, ze k dostate¢né amplifikaci je zapotiebi okolo 30 az 40-ti cykli, pficemz
mnozstvi nasyntetizovanych sekvenci pifibyva exponencidlni fadou. PCR reakce se provadi
v termocykleru, ktery je schopny periodicky a relativné rychle ménit teplotu podle nastaveného
programu. Vyhodou PCR je, Ze vyZaduje minimalni mnozstvi DNA (teoreticky stac¢i 1 molekula
DNA). Touto metodou lze ziskat 2" kopii DNA, kdy n je pocet cykli. Z jedné molekuly DNA lze
tedy napiiklad ziskat po probéhnuti 30-ti amplifikaénich cykli vic nez 10° kopii.

Reakéni smés pro PCR se skldda z nésledujicich slozek:
1. templdatova DNA (matrice) obsahuje isek DNA, ktery se ma amplifikovat
2. “forward” a “reverse” primery, coz jsou kratké oligonukleotidové fetézce DNA
3. prekurzory DNA — 4 deoxyribonukleosidtrifosfaty (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) slouzici

k syntéze nového polynukleotidového fetézce
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4. DNA polymeraza - enzym katalyzujici polymeraci DNA. Podle zvolené DNA polymerazy se
do smési pridava pufr, ktery zajistuje spravné fungovani reakce, deionizovana voda (s
vodivosti do 0,2 pS.ml™?), popt. hofecnaté ionty ve formé MgCly, které jsou nezbytné pro

spravnou ¢innost DNA polymerazy

3.3.1.2.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity (SSR - simple sequence repeats; Tautz, 1989) nebo (STRs - short tandem repeats;
Edwards et al., 1991) jsou kratké tandemové se opakujici sekvencni motivy DNA, vyskytujici se ve
vSech eukarytickych genomech. Jsou soucasti kodujicich i nekodujicich oblasti genomu (Weising et
al., 2005). Obvykle se vSak tato polymorfni mista vyskytuji v nekodujicich oblastech DNA
(telomery, subtelomery, heterochromatin u centromer) (Tautz and Renz, 1984). Délka zakladniho
motivu se nejcastéji uvadi od 1 do 6 nukleotiddl, i kdyZz nekteti autofi jednonukleotidova opakovani

do mikrosatelitii nezahrnuji (Chambers and MacAvoy, 2000).

Priklad dvou riznych alel:

Alela A: ATAT (2 opakovani AT sekvence)
Alela B: ATATATATATAT (6 opakovani AT sekvence)

Mikrosatelity mizeme kromé délky zakladni jednotky repetice (viz. vySe) délit také podle
jejich struktury do tii zdkladnich kategorii, které mohou byt dale kombinovany (Weising et al.,
2005):

1. Dokonalé mikrosatelity jsou tvotené jednim stale se opakujicim motivem; napt. (TA)n.
2. Nedokonalé mikrosatelity jsou ty, kde je hlavni motiv pierusen; napt. (TA)nC(TA)n.
3. Slozené mikrosatelity jsou tvofeny dvéma typy repetic, které k sobé tésné pfiiléhaji; napf.

(TA)W(GT)n.

Diky vysoké mutaéni rychlosti jsou mikrosatelity v poctu opakovani dané sekvence velmi
polymorfni (Tautz, 1989). Ke zméndm v poctu opakovani repetice dochdzi v daném lokusu pramérné
Ix za 1000 generaci, coz je o n¢kolik fadi Castéji, nez vznikaji napt. jednonukleotidové mutace v

jinych ¢astech genomu (v kédujicich oblastech). Pocet repetic daného motivu je ddn mnoha faktory,
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kdy vlastni pfi¢inou je chromosomalni dynamika: chromosomalni aberace, nerovnomérny crossing-
over, amplifikace a netplna replikace urcitych segmentti chromosomalni DNA (Ondfej, 1992).

Vysoka muta¢ni rychlost se nejcastéji klade do souvislosti se sklouznutim (replication
slippage) polymerazy béhem replikace DNA, kdy dochézi k prodluzovani nebo zkracovani poctu
kopii (Streisinger et al., 1966). Obecné plati, ze ¢im vétsi pocet repetic dany lokus ma, tim snadnéji
dojde ke sklouznuti (tzn. ze delsi lokusy budou vice polymorfni).

Vyuziti mikrosatelitii je velmi Siroké. Jednotlivé lokusy jsou velmi variabilni co do poctu
opakovani zakladni jednotky, coz spolecné¢ s jejich vyskytem po celém genomu vSech
eukaryotickych buné€k, z nich ¢ini oblibené molekularni markery s Sirokym spektrem vyuziti. Své
uplatnéni nasly pfi studiu vnitrodruhové variability, urCovani paternity, nebo pfi studiu parametrti
popula¢né-genetické struktury (tok gent a jeho bariéry, efektivni velikost populace nebo odchylky
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy). Vyhodou je také vysoka reprodukovatelnost, kodominance,
velké mnozstvi alel v lokusu a Mendelovska dédi¢nost téchto znakd.

Nevyhodou a uskalim mikrosatelitd je skutecnost, ze se musi pro kazdy druh nalézt a
identifikovat sada primerti vhodnych k jejich amplifikaci. Je popsano nékolik zakladnich zptisobu
vyvoje mikrosatelitnich markeri.

Prvnim klasickym zptsobem vyvoje mikrosatelitnich markerti je izolace de novo z DNA
daného druhu. Nejprve je izolovana genomicka DNA rozstipana pomoci restrikénich endonukleaz a
vzniklé fragmenty jsou separovany pomoci elektroforézy. Fragmenty o velikosti 300 - 700 bp jsou
vlozeny do plazmidového vektoru (pfimo nebo pomoci adaptorti), kterym se transformuji
kompetentni bakteridlni buniky a vznikaji tak tisice rekombinantnich klond. Klony obsahujici
mikrosatelitové repetice se vyselektuji, namnozi a osekvenuji. Provede se konstrukce primerd, které
jsou specifické pro dany mikrosatelitovy lokus (Zane et al., 2002). Nasleduje ovefeni funkEnosti
téchto primerd (optimalizace PCR), a selekce polymorfnich markert, které jsou schopny detekovat
urcitou variabilitu mezi jedinci.

Je zfeyjmé, Ze tradicni techniky vyvoje SSR markerti jsou finanéné néarocné, zdlouhaveé a
neefektivni (Ellis and Burke, 2007). Proto se Castéji pristupuje ke cross-species PCR amplifikaci
(Primmer et al., 1999), kdy se vyuzivaji mikrosatelitové markery jiz dfive navrzené pro velmi blizce
pfibuzny druh, pficemz s fylogenetickou vzdalenosti se uspéSnost amplifikace snizuje. U
mikrosatelitli, které jsou polymorfni, pak dochazi k optimalizaci PCR podminek a doby
elektroforetické separace.

Dalsi moznosti je vyvoj EST-SSR markerii vyuzitim vetejné dostupnych databazi obsahujici
tzv. EST (Expressed Sequence Tags = mista s expresni adresou) sekvence, které jsou ziskané
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sekvenaci produkti reverzni transkripce z mRNA (cDNA). EST databaze je spravovana NCBI
(National Center for Biotechnology Information — Narodni centrum pro biotechnologické informace)
a obsahuje stale vice cDNA sekvenci, ze kterych 1ze pomoci specialniho softwaru navrhovat nové
EST-SSR markery (Simko, 2009; Riar et al., 2011). Vyhodou EST-SSR je, Ze jsou Iépe pienositelné
mezi blizce ptibuznymi druhy nez klasické anonymni SSR z nepiekladanych oblasti nebo nekddujich
sekvenci (Riar et al., 2011).

U rodu Lactuca bylo do roku 2008 publikovano jen nékolik malo praci vyuzivajici
mikrosatelity (Witsenboer et al., 1997; Sicard et al., 1999, van de Wiel, 1998, 1999; Lu et al., 2007,
Alexander et al., 2009), a to pfedev§im z divodu nedostupnosti primerovych sekvenci pro Sirsi
védeckou vetejnost. Tyto sekvence byly chranény a byly znamé pouze u dvou mikrosatelitnich
markerti, a to MSAT15-34 a MSATEG (Okubara et al., 1997).

Diky rozsahlému projektu pod zastitou Compositae Genome Projekt (CGP,
www.compgenomics.ucdavis.edu) bylo publikovano pfiblizné 200 000 EST sekvenci, které byly
ziskany z 5 druhd Lactuca spp. (L. serriola, L. sativa, L. perrenis, L. virosa a L. saligna). Pravé diky
zvefejnéni této EST databaze doslo k navrzeni relativné velkého poctu EST-SSR markert (Simko,
2009; Riar et al., 2011).

Simko et al. (2009) publikoval sadu 61 EST-SSR markerti vyvinutych “in silico” pro rod L.
sativa a L. serriola. Usp&§né amplifikované markery ozna¢il jako SML neboli Salinas Microsatellite
for Lettuce. Tyto markery byly testované a optimalizované na druhy L. sativa, L. serriola, L. saligna
a L. virosa.

Dalsi studii vyuzivajici EST-SSR u rodu Lactuca L. je prace Riar et al. (2011), ktera se
zabyvala designem EST-SSR markert pro druh L. serriola a jejich vyuzitelnost pro studie genetické
variability u druhit L. sativa a L. perennis. Dale se zabyvali identifikaci markerd spojenych s
rezistenci viaci herbicidim 2,4-D a ALS u druhu L. serriola. Tato prace potvrdila pievoditelnost
EST-SSR markerd a prokédzala jejich vyuZitelnost pii studiu genetické variability v ramci rodu
Lactuca. Zaroven byly detekovany dva markery spjaté s rezistenci L. serriola k herbicidim — marker
WSULs-75_2 pro rezistenci k 2,4-D a WSULs-163 pro rezistenci k ALS. Z vysledkd srovnavacich
studii (Russel et al., 1997; Nagaoka and Ogihara, 1997) se mikrosatelity zdaji byt nejvhodngjsi
metodou pro populacné-genetické studie v ramci druhu a diky svému vysokému polymorfismu jsou
jednim z nejpouzivangjSich genetickych markerti viibec. V soucasnosti predstavuji mikrosatelitni
markery (spole¢né s AFLP markery) ucinny nastroj pii spravé a studiu genovych zdroji rodu

Lactuca (Spooner et al., 2005).
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Problémy pii vvhodnocovani mikrosatelita (PCR produkti)

Vyhodnocovéani produkti PCR reakce nejCastéji komplikuje pfitomnost nulovych alel, shadow

(stutter) bandt a také homoplazie alel.

Nulova alela

Jako nulova alela se oznacuje kazdd alela mikrosatelitového lokusu, kterou nelze pomoci
polymerazové fetézové reakce amplifikovat na detekovatelnou uroven (Dakin and Avise, 2004).
Jednou z moznosti vzniku muize byt mutace v oblasti DNA, ktera je homologni k sekvenci primeru
(obvykle v useku blizkém 3" konci primeru), a tim je znemoznéno probehnuti PCR reakce (nasednuti
primeru). Dal$i moznou pfi¢inou je podle Chapuise and Estoupa (2007) preferencni amplifikace
kratSich alel nebo sklouznuti polymerdzy béhem PCR amplifikace. Pii genovém mapovani nevede

ptitomnost nulové alely ke znehodnoceni ziskanych dat, ale mtze vést ke ztrat¢ informaci.

Shadow (stutter) bandy

Pti analyze PCR produktii se mizeme setkat také s tzv. shadow (stutter, stinovymi) bandy, které
vznikaji b&hem amplifikace DNA sklouznutim polymerdzy pii replikaci (replication slippage)
komplementarniho fetézce. Takto vznikaji o néco krat§i fragmenty DNA (obvykle jsou zkracené o
dvé nebo Ctyfi opakujici se jednotky). NejCastéji se shadow bandy vyskytuji u dinukleotidovych
repetici, méné Casto u trinukleotidovych a tetranukleotidovych (Daniels et al., 1998). Na ziskaném
elektroforetogramu je pak pozorujeme jako svétlejsi prouzky nachazejici se pod hlavni alelou. Walsh
et al. (1996) uvadi, Ze problém pii hodnoceni vysledkil nastava tehdy, kdyz se shadow band jedné

alely pfekryva s hlavnim produktem jiné alely.

Homoplazie alel

Tento termin oznacuje alely stejné délky pochazejici z jinych lokusi genomu (nejsou odvozeny od
jedné ancestralni alely), které pii elektroforéze komigruji a pti vizualizaci se jevi jako identické
(Paris et al., 2010). Fragmenty se stejnou elektroforetickou mobilitou mohou byt ¢astmi kopii genii,
pseudogeni, transpozomu a predevsim repetetivnich ¢asti genomu. Negativnimu ovlivnéni vysledkt
detekci homoplazickych fragmenti 1ze snadno ptedejit redukei poctu fragmentt pii jedné selektivni
amplifikaci. Je-li testovano dostacujici mnozstvi mikrosatelitovych lokust, nezptsobuje alelova
homoplazie velké problémy, nebot” je kompenzovana vysokou variabilitou mikrosatelitovych lokust

(Estoup et al., 2002).
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3.3.1.2.3 AFLP

Metoda AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphisms = délkovy polymorfismus
amplifikovanych fragmentit) kombinuje postupy jak RFLP tak PCR a detekuje polymorfismus na
urovni DNA. Uskuteciiuje se v né¢kolika krocich a je zaloZena na selektivni polymerazové tetézové
reakci (PCR), pii které dochazi k amplifikaci (namnoZeni) subpopulace fragmenti DNA. U AFLP
neni potieba predchazejici znalosti konkrétni DNA sekvence u studovaného druhu (Vos et al., 1995;
Schlotterer, 2004).
Obecn¢ Ize AFLP techniku popsat v nasledujicich 5 zakladnich krocich:
1. V prvnim kroku, tzv. restrikci se rozstépi genomicka DNA dvéma restriktazami
EcoRI (Sestibazovy palindrom) a Msel (Ctytbazovy palindrom), pficemz vznikaji tii
typy DNA fragmentti (Eco-Eco, Eco-Mse, Mse-Mse) s tzv. lepivymi konci (sticky
ends) (Meudt and Clarke, 2007). Vysledkem tohoto kroku jsou tedy rizné¢ dlouhé
fragmenty DNA anonymni povahy pochézejici z riznych casti genomu, které maji na
svych koncich jednovldknové piesahy (zbytky restrikénich mist) o velikosti nékolika
bazi.
2. Druhym krokem je ligace, kdy pomoci enzymu DNA-ligazy dochazi k pfipojeni
synteticky pfipravenych kratkych dvoufetézcovych usekii DNA o zndmé sekvenci
(tzv. adaptory) ke zbytku restrikénich mist fragmenti DNA vzniklych v piedchozi
reakci. Diky tomuto kroku se méni plivodni anonymni povaha restrikénich fragmenti
a diky znalosti sekvence adaptori miZzeme v nasledujicich krocich provadét PCR
reakce, v nichz pouzivame primery komplementarni pravé k sekvenci adaptoru.
Spojeni adaptorti a koncu restrikénich fragmentt zajistuje enzym T4 DNA ligasa.
3. Tretim krokem je preselektivni amplifikace (preamplifikace), ve které dochazi k
pomnozeni (amplifikaci) fragmentd DNA s navazanymi adaptory pomoci klasické
PCR reakce s dvojici primerti, které jsou komplementarni k sekvenci adaptorii. Kazdy
z téchto primerti navic obsahuje na 3konci nukleotid zasahujici dovnitt
amplifikovanych fragmentd DNA. Diky prodlouzeni o jednu selektivni bazi se
amplifikuje pouze 1/16 restrikénich fragmentd z celkového poctu fragmenth
vzniklych v prvnim kroku. Zaroven se ve vysledné reakéni smési zvysi podil “Msel -
EcoRI” fragmentl oproti fragmentim “Msel - Msel” a “EcoRIl - EcoRI”. Vyse
uvedené kroky (restrikce — ligace — preselektivni amplifikace) se provadéji pouze
jedenkrat. Vysledek preamplifikaéni reakce se nafedi a slouzi jako matrice pro

selektivni amplifikaci.
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4. Tento ¢tvrty krok (selektivni amplifikace) se provadi opakované s pouzitim riznych
primert prodlouzenych o dalsi selektivni nukleotidy (zpravidla o dva a vice). Pocet a
typ nukleotidii se provadi experimentdlné tak, aby po elektroforetické¢ separaci a
vizualizaci PCR fragmentl byl ziskén informativni a spolehlivé hodnotitelny zaznam.

5. V poslednim kroku se amplifikované fragmenty separuji pomoci vertikalni
elektroforézy a nasledné¢ detekuji barvenim stiibrem, popfipadé¢ pii pouziti

fluorescencné znacenych primerd se provadi separace a detekce na automatickém

sekvenatoru.
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Obrazek 2. Grafické znazornéni jednotlivych krokit AFLP techniky (Meudt and Clark, 2007).
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Aplikace této metody je velice rozmanitd, predstavuje ucinny nastroj pro hodnoceni genetické
variability genovych sbirek, s jeji pomoci lze ziskat velké mnozstvi markert, které je mozné vyuzit i
napiiklad pfi studiu molekularni ekologie a evoluce populaci. Tato metoda mize také byt uzitecnym
nastrojem pro ziskani fylogenetickych dat mezi blizce ptibuznymi taxony (Koopman, 2005).

Mezi hlavni vyhody této metody patii jeji velmi dobra reprodukovatelnost, moznost aplikace
na prakticky jakykoliv rostlinny nebo zivocisny druh bez pfedchozi znalosti sekvence cilové DNA,
relativné vysokd mira detekované variability ve srovnani napt. s mikrosatelity, RFLP, sekvenovanim.
Ziskané markery mohou byt dale izolovany, klonovany, sekvenovany a pfevedeny na jiny typ
molekularnich markerd.

Nevyhodou AFLP metody je potieba kvalitni nefragmentované DNA, anonymni povaha
fragmentli a dominantni charakter, kdy nemtizeme rozlisit homozygoty (AA) od heterozygott (Aa),
jelikoz je band pfitomny v obou téchto ptipadech (Meudt and Clark, 2007). Dalsi nevyhodou AFLP
metody je moznost homoplazie alel (viz. str. 22).

V ramci rodu Lactuca L. byla AFLP metoda pouzita k determinaci fylogenetické piibuznosti
u rodu Lactuca L. (Hill et al., 1996), pro zhotoveni vazebnych map (Truco et al., 2007), pro detekci a
mapovani gend rezistence proti Bremia lactucae (Jeuken et al., 2008), pro analyzu genetické
variability u planych druhii salati (Ayad et al., 1997; Spooner et al., 2005; Kitner et al., 2008), ke
studiu genetické struktury a diverzity ptirozenych populaci L. serriola (Kuang et al., 2008), k
posouzeni genetické variability L. serriola pochazejicich z riznych ¢asti Evropy (Lebeda et al.,
2009b) a také ve spojeni s ITS1 sekvenovanim ke studiu pfibuznosti mezi druhy Lactuca spp. a
jejich piibuznych druhti (Koopman et al., 1998; 2001).

V soucasnosti jsou publikovany studie spojujici metodu AFLP se SSR, které se zamétuji na
genetickou variabilitu pfirodnich populaci (van Treuren a van Hintum, 2009; van de Wiel et al.,
2010, Hooftman et al., 2011). Jemelkova et al. (2013) pomoci obou metod charakterizovala pracovni
kolekei genovych zdroji L. aculeata a ziskana data byla pouzita ke studiu rezistence L. aculeata k
Bremia lactucae. V lonském roce byla publikovana prace Kitner et al. (2014), ktera se zabyva
studiem genetické variability ptirozenych populace tii plané rostoucich locik (L. serriola, L. saligna,
L. aculeata; dvé populace pro kazdy druh) pochazejich z Izraele. V této praci bylo pouzito 11 EST-
SSR a 230 AFLP markerd.
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3.3.1.2.4 RAPD

Tuto jednoduchou a rychlou metodu RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA =
polymorfismus nahodné amplifikovana DNA) jako jeden z prvnich pouzil Williams et al. (1990).
Princip je zalozen na amplifikaci fragmentd DNA za pouziti pouze jednoho oligonukleotidového
primeru (obvykle s délkou 10 bazi), které jsou diky své kratké délce motivu a vyrazné nizsi teploté
annealingu (35-38 °C) nespecifické (nasedaji na mnoha mistech molekuly DNA). K této metodé neni
zapotiebi predchozi znalosti zkoumaného taxonu a k analyze postaci jen malé mnozstvi DNA (25
ng). Nevyhodou RAPD je nizka reproducibilita, tj. problém v porovnani vysledkii mezi rtiznymi
studiemi (Jones et al., 1997). DalSim uskalim této metody je komigrace dvou fragmentd, které nelze
automaticky povazovat za homology (muze se jednat o dva stejn¢ velké fragmenty, ale pochézejici z
ruznych ¢asti genomu). Ackoliv tyto nevyhody nijak neomezuji pouziti RAPD markerii pro studie
genetické variability populaci (Weising et al, 2005), jsou v soucasnosti nahrazovany
mikrosatelitnimi a AFLP markery.

Waycott and Fort (1994) pouzili RAPD k hodnoceni rozdili mezi polozkami salatd a pro
stanoveni odli§nosti mezi liniemi, které se zdaji byt blizce ptibuzné populacim v kolekcich genovych
zdroji. Metoda RAPD byla u rodu Lactuca L. pouzita také v nasledujicich studiich (Truco et al.,
2007; Yang et al., 2007; D'Andrea et al., 2008).

3.3.1.25 TRAP

Tato metoda TRAP (Target Region Amplified Polymorphism) je vyhodna pro své pomérné
jednoduché laboratorni provedeni pii vysokém stupni polymorfismu detekovaném pfi jedné analyze
(zahrnuje vyhody RAPD 1 AFLP). Pii TRAP analyze se vyuzivaji dva druhy primera s délkou 18ti
nukleotidd. Prvnim z nich jsou tzv. fixni primery, které jsou cilené navrhovany podle zndmych
sekvenci kodujicich urcité dostupné geny (z EST databaze). Druhym druhem je ndhodny primer
obsahujici variabilni koncovou ¢ast se selektivnimi nukleotidy (3-4) na 3" konci primeru, dale stfedni
sekvence s opakujicimi se motivy AG- nebo GC-, diky nimZ primer naseda na introny nebo exony v
oblasti genu urceného fixnim primerem a koncova sekvence navrhovand podle obecnych zasad
designu primert (Hu and Vick, 2003).

Metodu TRAP pouzil Hu et al. (2005) ve své studii planych druhid a kultivarta L. sativa. V
pozdéjsich letech nebyla zatim metoda TRAP pouzita.
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Jak je vyse uvedeno, béhem prvni dekady 21. stoleti doslo k velkému posunu v metodice v
oblasti molekularnich markerti. Dfive hojné¢ vyuzivana isoenzymova analyza se dostala do tustrani a
do poptedi se dostaly pokrocilejsi DNA metody (pfevazné AFLP a SSR). V soucasné dob¢ dochazi k
rozvoji dal$ich technologii. Jednim z modernich ptistupli genomiky jsou genove cipy, které umoznuji
sledovat variabilitu tisici genti zaroven (McHale et al., 2009; van Leeuwen et al., 2009; Argyris et

al., 2011; Uwimana et al., 2012) nebo také metoda sekvenovani genomu.

3.3.1.2.6 Sekvenovani

Tato metoda presné ur¢i potradi nukleotidli ve studovaném tiseku DNA a poskytne detailni informace
o nejzakladngjsi struktuie genetického materialu. Vyhodou je, Ze mnozstvi zkoumanych znaki je
relativné vysoké oproti ptfedchozim metodam (zpravidla se v jednom kroku analyzuje oblast o délce
700 - 900 part bazi). Diky archivaci sekvenacénich dat v internetovych databazich (napi. GenBank,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) je reproducibilita této metody pomérmné vysokd a dovoluje srovnavat
vysledky rtiznych studii, jedince z riznych geografickych oblasti ¢i provadét fylogenetické analyzy,
aj.

V soucasnosti 1ze podle délky sekvenovaného useku rozdelit sekvena¢ni metody do dvou
skupin. Prvni skupinou je sekvenace kratkych usekiit DNA (cca do délky 700 — 900bp) vyuzivajici
modifikovanou Sangerovu metodu sekvenovani (Sanger et al., 1977), kterd je zalozena na terminaci
syntézy nové vznikajiciho fetézce DNA pouzitim fluorescenéné znacenych dideoxyribonukleotidd.
Sekvenace kratSich usekii DNA se obecné pouziva pfi studiu fylogeneze, rychlosti evoluce, vzniku a
puvodu druhd, pfi studiu mezidruhové hybridizace, ale také pii vyvoji molekularnich markert a pfi
studiu geni rezistence (Avise, 2004; Weising et al., 2005).

Druhou skupinou sekvenacnich metod je celogenomové sekvenovani, tzv. sekvenovani nové
generace (NGS, next-generation sequencing). Narozdil od vyse uvedené Sangerovy metody ziskame
z jedné sekvencni reakce informace o nukleotidovém slozeni rozsahlych ¢asti DNA nebo dokonce o
sekvenci celého genomu. Metodou celogenomového sekvenovani ziskdme informace o milionech
kratkych sekvenci o délce 30 - 300bp, které jsou nasledné analyzovany (sekvence se stejnym
nukleotidovym motivem jsou kladeny nad sebe a tim dochazi k postupnému prodluzovéani délky
vysledné sekvence).

Jelikoz je celogenomové sekvenovani financné néakladné, védecké tymy se snazi o cilené

obohacovani pfesn¢ definovanych usekli genomické DNA (tzn. Ze se délka sekvenované oblasti
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genomu redukuje jen na studovanou oblast). Diky tomu dochdzi ke snizeni nékladi na samotnou
sekvenaci a také usnadiiuje nasledné bioinformatické zpracovani. V ramci rodu Lactuca se tyto
ptistupy aplikuji piedev$im u kulturniho salatu, avSak kompletni genom L. sativa nebyl doposud
publikovan (Lebeda et al., 2014). Prozatim je zndm pouze genom chloroplastu L. sativa (Timme et
al., 2007), ktery byl ovSem ziskan “klasicky” Sangerovym sekvenovanim, bez pouziti NGS

technologie.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité chemikalie

AFLP® DNA ladder (Invitrogen)
Agardza (Serva)

Akrylamid (Merck)

Akrylamid-Bis Electran® (NN'-Methylenebisacrylamide) smés 19:1 (Merck)

Bromfenolova modf (Serva)

Deionizovana voda
Deoxyribonukleosidtrifosfaty (Promega)
Dusic¢nan stiibrny (Lachner)

EcoRlI (20,000 U/ml. New England Biolabs)
Etanol 96% roztok (Sigma — Aldrich)

Ethidium bromid (Sigma)
Ethylendiamintetraacetat disodny (Sigma)
Formaldehyd (Lachner)

GoTaq polymeraza (5 U/ul) (Promega)
InnuPREP Plant DNA Kit (Analytik Jena AG, Jena)
Kyselina dusi¢na (Merck)

Kyselina octova 0,5% (Lachner)

Msel (10,000 U/ml. New England Biolabs)

N, N, N, N - tetramethylethylendiamin (Merck)
Peroxodisiran amonny (Merck)

Rain-X Repelent, Clear Vue (Turtle Wax)

Silan, 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (Sigma)
Uhli¢itan sodny (Lachner)

Xylenova modf (Applichem)
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4.2 Pouzité pristroje a laboratorni vybaveni

Digestor (Merci)

Elektroforéza T - REX Thermo OWL S3S (Thermo, USA)
Digitalni kamera Kodak Edas 290 (Kodak, USA)
Elektroforeticka komiirka Hoeffer HF33 (Hoefer, USA)
Elektroforetické zdroje Minis 300 a MP-2000P (Major Science, USA)
Flowbox PV - 100 (Telstar)

Chladnicka (Liebherr)

Mikropipeta 0,5 — 10 ul (Eppendorf)

Mikropipeta 0,1 — 2,5 ul (Eppendorf)

Mikropipeta 1 — 10 ul (Finnpipette)

Mikropipeta 10 — 100 ul (Eppendorf)

Mikropipeta 100 — 1000 ul (Eppendorf)

Mikrovlnna trouba ETA 3203, ETA, CZ

Minicentrifuga MCF 2360 (LMS)

Mrazici pult Premium Nofrost (Liebherr)

Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Negatoskop ELLA NHQ1R (Legros)

Osmikanalova pipeta (1 - 10 ul) (Eppendorf)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Delaware, USA)
Susarna HS62A (Chirana)

Termocycler TC-XP (Bioer)

Termocycler PTC 200 (MJ Research, Delaware, USA).
Ttepacka GFL 3017 (Merci)

Vahy PM 2000 (Mettler)

\Vortex — Minishaker, MS2 (IKA, Germany)

Vyrobnik deionizované vody Aqual 29 XL (Aqual, CR)
Vyrobnik ledu Icematic F 100 Compact (Castel Mac)
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4.3 Pouzité roztoky

Denaturaéni pufr s obsahem formamidu
0,125 g bromfenolové modie

0,125 g xylenové modie

25 ml destilované vody

100 ml formamidu

0,1% roztok dusi¢nanu stribrného
2 g AgNOs doplnit deionizovanou vodou do 2000 ml
Pted pouzitim ptidat 3ml formaldehydu

Fix/stop roztok

165 ml 98% kyseliny octové doplnit deionizovanou vodou do 1500 ml

1% roztok kyseliny dusi¢né

22,5 ml 65% HNO3 doplnit deionizovanou vodou do 1500 ml

10% peroxodisiran amonny
1 g peroxodisiranu amonného (NH4)2S20g rozpustit v 10 ml deionizované H20

Rozpipetuje se do mikrozkumavek po 400 pl a uchovava pii teploté¢ -20 °C

6% polyakrylamidovy gel

70 ml zasobniho roztoku akrylamidu

467 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného ((NH4)2S20s)
46,7 I N, N, N', N - tetramethylethylendiaminu (TEMED)

Zasobni roztok 10x TBE pufru

108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)

55 g kyseliny borité (HsBO3)

Rozpustit v 900 ml deionizované vody

Poté ptidat 40 ml roztoku Na;EDTA 0,5 M (pH 8,0)
Doplnit deionizovanou vodou do 1 |
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Vyvojka

45 g uhli¢itanu sodného (Na2COz)

Objem doplnit deionizovanou H20 do 1500 ml

Vychladit v lednici (4 °C)

Kratce pted pouzitim ptidat 2,25 ml formaldehydu a 300 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného (NazS203)

4.4 Rostlinny material

4.4.1 Pavod rostlinného materialu

Hodnoceny soubor obsahoval 72 vzorkt L. aculeata pochazejicich z 19 ptirozenych populaci z
Turecka (1 populace), Jordanska (4 populace) a lzraele (14 populaci) a také 3 vzorky L. serriola
pochazejicich z Jordanska (Tabulka 1 a Obrazek 3). Tyto polozky jsou uchovavany v Pracovni
kolekci rodu Lactuca L. Katedry botaniky PifF UP a byly sesbirany Dr. Alexem Beharavem
(Univerzity of Haifa, Izrael) a prof. Alesem Lebedou (PiF UP Olomouc) v letech 2007 — 2009 v
oblastech Dan Valley, Hula Plain a také v okoli Golanské vysiny (Beharav et al., 2010a). Pro
vylouceni duplicitnich polozek a zachyceni rozmanitosti populace byly nazky sesbirany z

jednotlivych rostlin vzdalenych od sebe minimélné 2 metry (Lebeda et al., 2004).

Geografické pozice jednotlivych lokalit jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 1). U
nekterych vzorkl pochézejicich z Jordanska (populace 224, 232 a 233) nejsou uvedeny geografické
koordinaty, jelikoz tyto vzorky byly sesbirdny jordanskymi sbérateli a poskytnuta data jsou netplna

(Beharav et al., 2010b).
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Tabulka 1. Pasportni data 75 vzorki planych druht Lactuca L., které byly pouzity pro AFLP a SSR analyzy.

Druh Oznadeni Oznadeni Stat Lokalita Zemépisna Zemépisna Nadmoi‘ska
populace polozky pavodu Sifka délka vyska
L. aculeata 131 10, 11, 13, 15, 24 TURECKO Ankara 39°55'14.75"S 32°51'14.81"V -
224 22 JORDANSKO  10km jizné od Ammanu - - -
232 12,22,23 JORDANSKO  10km jizné od Ammanu - - -
233 1, 16, 17, 19, 20, 20A, JORDANSKO Mafraq Junction, 35km - - -
20S, 24, 25, 26, 28, 29 severné od Zarky
241 20 JORDANSKO Haraj, 3km W od Irbidu 32°32'41.45"S 35°51'25.17"V -
343 1,3,57 IZRAEL Giv’'at Yo av 32°48'04.00"S 35°4122.00"V 340
344 1,4,5,6,8 IZRAEL Nov, Haspin 32°49'40.00"S 35°47'19.00"V 407
366 1,9 IZRAEL Gamla 32°54'40.00"S 35°46'15.00"V 469
367 1,4,6,7,9, 10,11, 13, 17 IZRAEL Zomet Hamappalin 32°59'14.00"S 35°45'01.00"V 524
368 1,12 IZRAEL ’En Ziwan 33°06'21.00"S 35°49'17.00"V 968
371 1,13 IZRAEL Kela’ Alone 33°07'58.00"S 35°41'04.00"V 644
372 14 IZRAEL Zomet Hashiryon 33°03'44.00"S 35°44'39.00"V 715
373 1,22 IZRAEL Elifelet 32°57'05.00"S 35°32'32.00"V 357
374 1,16 IZRAEL Mishmar-Hayarden 33°00'11.00"S 35°36'10.00"V 222
375 1,10 IZRAEL Qidmat-Zevi-1 33°01'21.00"S 35°41'46.00"V 432
376 1,15 IZRAEL Qidmat-Zevi-2 33°02'18.00"S 35°43'13.00"V 581
380 1,2,3,4,56,7,9,10,11, 12,13, 14 IZRAEL Nov 32°49'35.00"S 35°47'16.70"V -
56/07 IZRAEL Eli Ad 32°47'45.00"S 35°43'39.00"V 375
L. serriola 224 5,5A, 5B JORDANSKO 10km jizn¢ od Ammanu - - -
L. aculeata x L. serriola 54/07 IZRAEL Giv’'at Yo av 32°48'00.00"S 35°41'33.00"V 341
343 8A, 8B IZRAEL Giv’at Yo'av 32°48'04.00"S 35°41'22.00"V 333

33



Obrazek 3. Geografické rozsifeni analyzovanych populaci planych druhti L. aculeata. Geografické koordinaty jednotlivych populaci jsou

uvedeny v Tabulce 1.
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4.4.2 Kultivace rostlinného materialu

Pouzité rostliny byly kultivovany za standardnich podminek ve skleniku Katedry botaniky
PiF UP v Olomouci. Nazky vSech vzorkl byly vysety do plastovych kelimk se sterilnim substratem
— perlitem. Kliceni a vzchazeni probihalo v sadbovém skleniku pii denni teploté 16 — 20 °C a nocni
teploté 8 — 12 °C. Po 2 - 3 tydnech po vysazeni byl proveden odbér vzorki pro extrakci genomické
DNA, kdy bylo odebrano asi 0,5 g listi z n¢kolika semenackl piedstavujici jednu genofondovou

polozku (Obrazek 4).

Obrazek 4. Semenacky L. aculeata ptipravené ke genomické izolaci DNA (2 - 3 tydny po vysazeni).
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4.4.3 Izolace genomické DNA

Pro izolaci genomické DNA byl zvolen izola¢ni kit InnuPREP Plant DNA Kit firmy Analytik Jena

AG s nasledujicim postupem:

1.

10.

11.

Obrazek 5. Priprava homogenizatu v kapalném dusiku.

Asi 500 mg Cerstvého rostlinného materialu (délozni listy) se spolecné s tekutym dusikem
rozdrtilo tlou¢kem ve vychlazené tieci misce (Obrazek 5a, b).

Homogenizovany material (homogenizat; Obrazek 5c) se prenesl do eppendorfky a ptidalo se
400 pl lyzac¢niho pufru SLS a 25 pl proteinazy (Proteinase K).

Po diikladném zvortexovani se vzorky umistily na vyhiivany termoblok s tfepackou (30 min,
50 °C, 400 ot/min).

Poté se lyzat prefiltroval pfenesenim na ,,pre-filter”, ktery se umistil do 2,0 ml zkumavky
(Receiver Tube) a zcentrifugoval se (1 min, 10 000 g).

Ptidanim 5 pl RNAsy do pfefiltrovaného roztoku a nasledné 5 min inkubaci pii pokojové
teploté se ze vzorku degradovala RNA.

Ptidanim 200 pl Binding Solution SBS do lyzovaného vzorku se odstranil filtr. Pravé tento
roztok, Binding Solution SBS, vytvafi optimalni podminky pro navazani DNA z lyzatu na
membranu v kolonce (Spin Filtr).

Po promichani obou roztokti (opakovanym nasavanim pipetou) se vzorek prenesl na Spin
Filter umistény v nové 2,0 ml zkumavce.

Po centrifugaci (10 000 g, 2 min) se filtr promyl 500 pl promyvaciho roztoku HS a znovu
zcentrifugoval (10 000 g, 1 min).

Pfi druhém promyvani se naneslo 750 ul promyvaciho roztoku MS a nasledné se provedla
dalsi centrifugace (10 000 g, 1 min).

Po pteneseni Spin filtru na novou zkumavku se odstranily zbytky promyvacich roztoka dalsi
centrifugaci (2 min, 12 000 g). Eluce piecistétné DNA se zahgjila pfidavkem 200 pl
predehiaté sterilni destilované vody (50 °C) na Spin filtr umisténém ve sterilni 1,5 ml
zkumavce Eppendorf.

Po inkubace pii laboratorni teploté (1 min) se vzorek zcentrifugoval (8 000 g, 1 min).
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Uspé&sné provedeni izolace DNA se ovéiilo pomoci 1% agarézové elektroforézy. Koncentrace
a Cistota extrahované DNA se stanovila pomoci spektrofotometru Nanodrop ND-1000. Po zméfeni
koncentrace se DNA natedila na pozadovanou hodnotu. Pro AFLP analyzu byla DNA nafedéna na 40
ng.ul? a pro mikrosatelitni analyzu na 7 ng.ul™. Izolovana DNA byla uchovavana v mrazicim boxu
pii teploté -80 °C.

4.5 AFLP analyza

Pro vlastni AFLP analyzy byl pouzit origindlni protokol Vos et al. (1995), ktery byl upraveny podle
publikace Kitner et al. (2008). VSechny kroky vyzadujici pouziti termélniho cycleru byly provadény
na pristroji Termocycler TC-XP (Bioer) a vlastni separace AFLP produkti probéhla na pfistroji

Thermo Scientific Owl Separation Systems S3S.

4.5.1 Restrikce a ligace DNA

Prvnim krokem je pfiprava a napipetovani restrikéniho mixu k DNA a inkubace na termobloku pfii
37 °C po dobu 2,5 hodiny. Pied uplynutim této doby se pfipravil ligaéni mix, ktery se pfidal k
vzorklim po restrikci a nasledovala tfthodinova inkubace na termobloku pii 37 °C.
Postup restrikce a ligace:
1. Vzorky DNA se rozmrazily pfenesenim do lednicky
2. Pfipravil se restrikéni mix pro dany pocet vzorki, zvySeny o objemy pro dva vzorky (ztraty
pfi pipetovani) (Tabulka 3)
3. Restrikéni mix se pormichal a rozpipetoval po 15 pl do PCR stripi
4. Ptidalo se 5 pul DNA (vysledny objem restrikéni smési byl 20 pl, smés se promichala a kratce
zcentrifugovala na stolni centrifuze
5. Stripy se pfemistily do termocykleru a inkubace probihala po dobu 2,5 hodiny pii 37 °C
6. Asi 20 minut pifed ukoncenim restrikce se ptipravil ligatni mix podle protokolu, ktery se
nasledn¢ promichal
7. Po ukonceni restrikéni reakce se pfidalo 5 pl ligacniho mixu do PCR stripu z ptedchoziho
kroku (Tabulka 4)
8. Inkubace probéhla na termocycleru po dobu 3 hodin pii 37 °C
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Tabulka 3. SloZeni premixu pro restrikci

Restrikce Objem v pul

sterilni ddH>O 12,790

pufr dodany s EcoRI 2,000 Objem roztoku pro pipetovani
Msel 0,125 jel5ul

EcoRI 0,063

DNA 5,000

PCR protokol: 37 °C; 2,5 hod >=20pl

Tabulka 4. Slozeni premixu pro ligaci

Ligace Objem v pl

sterilni ddH,O 3,0

pufr dodany s ligazou 0,5 Objem roztoku pro pipetovani
Msel adaptor 0,5 jesul

EcoRlI adaptor 0,5

T4 ligaza 0,5

PCR protokol: 37 °C; 3 hod >=5unl

4.5.2 Preselektivni amplifikace

Jako matrice pro PCR se pouzival nefedény produkt restrikce a ligace (Adaptor/Ligation Solution).
Protokol piipravy PCR mixu a podminky amplifikacni reakce jsou uvedeny v nasledujicich

tabulkach (Tabulky 5 a 6).

Tabulka 5. Slozeni premixu pro preselektivni amplifikaci

Preselektivni amplifikace Objem v pl
sterilni ddH,O 11,85 —~
pufr dodany s polymerazou (5x) 4,50
dNTP (10mM) 0,50 Objem roztoku pro pipetovani
EcoA*primer 0,50 > je 18 ul
Msel*primer 0,50
goTaq polymeraza (5 U/ul) 0,15 D
Adaptor/Ligation solution 2,02
> =20,02 pl
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Tabulka 6. PCR protokol pro preselektivni amplifikaci

94°C/60s

94°C/30s —
56°C/60s 20x opakovani
72°C/105s

72°C/300s

4 °C neomezené

Smés se po preselektivni amplifikaci 7x nafedila (5 pl ligaéni smés + 35 pl ddH20). Takto

zfedény roztok se pouZil jako matrice pro vSechny selektivni PCR amplifikace. Zbytek nenatfedéného

vzorku se uchovaval pti — 80 °C.

4.5.3 Selektivni amplifikace

Protokol ptipravy PCR mixu a podminky amplifika¢ni reakce v cycleru jsou uvedeny v nasledujicich

tabulkach (Tabulky 7 a 8).

Tabulka 7. Slozeni premixu pro selektivni amplifikaci

Selektivni amplifikace Objem v pl (pro 1 vzorek)
sterilni ddH,O 3,74
Buffer (5x) 2,00
dNTP (10mM) 0,20 Objem roztoku pro pipetovani
EcoA***primer 1,00 jedul
Msel***primer 1,00
goTaq 0,06 )
preamplifikat (7x zted) 2,02
> =10,02 pl

Takto ptipraveny premix se dobfe promichal a rozpipetoval po 8 ul do PCR stripti a ptidalo

se 2,02 ul natfedéného preamplifikatu.
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Tabulka 8. PCR protokol pro selektivni amplifikaci

94°C/210s
94 °C/30s
60,1 °C/30s
72°C/60s
94°C/30s
56°C/30s
72 °C/ 60s

«—

4 °C neomezené

opakovani 16x

Po probéhnuti PCR reakce byly vzorky pfipraveny

polyakrylamidovém gelu.

pro elektroforetickou separaci

\Y
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4.6 Mikrosatelity

Vedle AFLP analyzy byly pro studium genetické variability populaci L. aculeata a L. serriola
pouzity mikrosatelitni markery publikované pro L. sativa (Simko, 2009) a L. serriola (Riar et al.,
2011). Vybér jednotlivych markerd a testovani PCR provedl vedouci diplomové prace v ramci jiné
studie (Kitner et al., 2014). K analyzam bylo pouzito celkem 8 polymorfnich lokust, které jsou

uvedené v nasledujici tabulce (Tabulka 9).

Tabulka 9. Seznam testovanych mikrosatelitovych lokust (markert).

Ocekavané motivy a opakovani
Marker EST/CGPDB | Primerova sekvence (5' — 3'") (F/R)

‘Salinas’ ‘UC96US23°

F: GTGATTGCATGCCAAATGAA
SML-002 QGH4c05 - (TTC)¥
R: TTAGTAGCCCGCATGCTTTT

F: ATTACCCCTGGCCTTATGCT
SML-039 Cntg-5632 (CCCCTT)? | (CCCCTT)!
R: TCGTATCTTGGCTGCTCCAT

F: ACAAAACCGTTTCACCCAAA
SML-045 Cntg-7478 (AAG)? (AAG)®2
R: AGCCCTGTCCTCTTCAGGAT

F: CTGCGTGTTTTAAGCCGTTT
SML-055 Cntg-3666 - (TGA)S...(ATG)?
R: TCCATAATAATATAATCGCACCAA

CLRX6885.b1_ | F: GAAGGTGGTGGGTTGCTGTC
WSULs-18 - (TCT)®
J18.ab1 R: TGGGCAATTHCAGATTGAGA

F: TTGCCACTCGAAGCCTTTACA
WSULs-45 Cntg-2336 - (GAT)S
R: CCCTTTGCACCTCCGGTTAT

F: GGATGGTGAGCTGGATCCTTT
WSULs-75 Cntg-3635 - (TCT)™
R: AAGTAGCATGGGCGCTGAAG

F:ACTTTTGACAGCTTTGAGACTCG
WSULs-163 |  Cntg-1938 - (GA)S
R: AGGCCATTGATGCCTTTAGTGA

Tabulka mikrosatelitnich markertt vyvinutych z EST sekvenci zvefejnénych v CGPDB
(Compositae Genome Project Database) zahrnuje sekvenci primeru (F - forward a R — reverse)
vymezujici usek DNA, ktery ma byt amplifikovan, ocekdvané motivy (Simko, 2009; Riar et al.,
2011), nazev testovaného mikrosatelitniho lokusu. Lokusy s oznacenim SML (Salinas
Microsatellites for Lettuce) byly publikovany v praci Simko (2009) a lokusy s oznacenim WSULs v
praci Riar et al. (2011).
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4.6.1 Podminky PCR reakce u mikrosatelitnich markeri

PCR reakce probihala v celkovém objemu 15 pl za pouziti goTaq Polymerazy (Promega, Madison,
WI1), 10 mM dNTPs a forward a reverse primert 0 koncentraci 10 uM. Takto ptipraveny Master Mix
(Tabulka 10) se dukladné protiepal, ihned se po 13,8 ul rozpipetoval do stript a nakonec se ptidalo
1,22 ul templatové DNA (7 ng.ul?).

Ptipravené vzorky se zvortexovaly a vlozily do predehiatého termocykleru s definovanym
teplotnim profilem, kdy se v zavislosti na konkrétnim mikrosatelitu méni annealingova teplota i
pocet cykll. Obecné schéma PCR profilu uvadi Tabulka 11. PCR podminky (annealingova teplota,
pocet cykli, doba separace) pro jednotlivé mikrosatelity shrnuje Tabulka 13. VSechny PCR reakce
byly provadény v Termocycler TC-XP (Bioer).

Tabulka 10. Slozeni Master Mixu pro PCR amplifikaci. Mnozstvi je uvedeno pro 1 strip, tj. 8

vzorkl, kdy je po€itano i se ztratami béhem pipetovani.

Chemikalie pro 8 (10) vzorki Objem (ul)
ddH.0 98,2
Buff 30
dNTPs (10 mM) 3
Primer F (10 uM) 3
Primer R (10 uM) 3
goTaq Polymeraza 0,84

Tabulka 11. PCR profil pro SSR analyzu.

Teplota (°C) Doba (min)
95 °C (inicia¢ni denaturace) 2:00
95 °C (denaturacni teplota) 1:00
Ta (annealingova teplota) 1:00 x cykla
72°C (extenze) 0:30
72 °C (finalni extenze) 5:00
10 °C (chlazeni) neomezené Ta...Annealingova teplota

42



4.7 Separace a detekce PCR produkti

Postup elektroforetické separace a vizualizace DNA fragmentl, které byly vysledkem obou metod

(AFLP i SSR) byl identicky a provedla jsem jej na pfistroji Thermo Scientific Owl Separation System

S3S s rozméry skel 350 x 430 mm a 350 x 450 mm. K analyze byl pouzit 6% polyakrylamidovy gel s

tloustkou 0,4 mm. Pracovni postup byl néasledujici:

1.

Velké sklo se nejprve oSetiilo saponatem a poté omylo pod vodovodni vodou a nakonec
destilovanou vodou. Utielo se papirovym ru¢nikem.

Malé sklo (s vyfezem) se omylo pod vodovodni vodou, destilovanou vodou, otielo se
papirovym ru¢nikem a oSetfilo ethanolem a ptipravkem na odpuzovani vody (Rain Repelent).
Velké sklo, na kterém byl gel pfilepeny, se oSettilo smési kyseliny octové v 96% ethanolu
(100 ml 96% ethanolu + 500 pl kyseliny octové) a 3 — methakryloxypropyltrimethoxysilanu,
které pusobi jako tzv. molekularni lepidlo a zajiStuje navézani polyakrylamidu na sklo.
Vznikla smés se rovnomérné rozetiela po celé plose skla a postup se 2-3x opakoval. Po 5 min
od aplikace se sklo tfikrat oSetfilo ethanolem a otfelo dosucha.

Na vétsi sklo se poloZily spacery, nasledné sklo s vyfezem (skla byla pfiloZzena oSetfenymi
stranami smérem k sob¢€) a obé¢ skla se zafixovala k sob¢ svorkami.

Pro pfipravu polyakrylamidové gelu se pouzilo 70 ml 6% roztoku akrylamidu, 467 pl 10%
roztoku peroxodisiranu amonného (NH.).S;0s a 46,7 ul tetramethylethylendiaminu
(TEMED).

Prostor mezi skly jsem naplnila roztokem gelu pomoci stiikacky a mezi skla jsem nasledné
zasunula hiebinek (rovnou stranou do gelu zhruba 0,5 cm hluboko). Horni ¢ast skla s
vloZenym hiebinkem se zafixovala dal§imi svorkami a ponechala 60 minut stat, aby gel
zpolymeroval.

Po polymeraci gelu se odstranily svorky i1 hiebinek, skla se omyly a osuSily papirovym
runikem. VyciSténd skla se pfipevnila do elektroforetické komilrky a zalila 0,5x TBE
pufrem.

Ptipravenad skla s gelem se umistily do elektroforézy T—Rex nahfaté minimalné na teplotu 45
°C. Separace fragmentt probihala v 0,5x zfedéném roztoku TBE pufru.

Pred nandSenim vzorkd na gel se vzorky smichaly s denaturacnim pufrem obsahujici
formamid (polovina objemu PCR produktu) a byly denaturovany na termocycleru zahiatém

na teplotu 96 °C po dobu 3 min. Po denaturaci se vzorky hned ptenesly na chladici blok, aby
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se zabranilo zpétné renaturaci fragmenti DNA. Poté se vzorky nanaSely do gelu pomoci
osmikanalové pipety.

10. B€hem denaturace vzorkil se vypnul zdroj stejnosmérného elektrického proudu, katodovy
(horni) prostor se oteviel a proudem pufru z injekéni stitkacky se znovu vycistil prostor mezi
skly a nasledn¢ se zasunul hiebinek.

11. Po 3 minutach se vzorky vytdhly z termocycleru do chladitka a nanesly se na gel. Po
naneseni vSech vzorkl se uzaviel katodovy prostor aparatura se pripojila ke zdroji napéti
(2200 V, 120 mA, 75 W).

12. Doba separace zavisela na délkach rozdélovanych PCR produkts, obvykle 1 — 3 hodiny a

fidila se pozici bromfenolové modti (odpovida pozici fragmentt urcité délky).

Vizualizace elektroforetogramu:

1. Béhem elektroforetické separace se pripravily 4 roztoky: FIX/STOP roztok (10% kyselina
octova), 1% kyselina dusi¢na, 0,1% dusi¢nan stéibrny a vyvojka (3% uhli¢itan sodny), ktera
se umistila do lednice, aby se vychladila na teplotu nizsi nez 10 °C.

2. Po ukonceni elektroforetické separace se vypnul zdroj stejnosmérného elektrického proudu,
odpojily se elektrody a vypustil pufr z katodové ¢asti. Poté se sklo vyjmulo z elektroforetické
komurky, vysunuly se spacery a skla se pomoci noze od sebe oddé¢lila.

3. Malé sklo s gelem se preneslo do fotomisky na tfepacku a zalilo se FIX/STOP roztokem. Po
uplynuti 20 min se FIX/STOP roztok slil zpét do kadinky k dalSimu pouziti.

4. Sklo s gelem se 3x promylo v destilované vod¢ a nasledné piesunulo do roztoku 1% kyseliny
dusi¢né na dobu 5 min a poté se opét 3x promylo v destilované vodé.

5. Barveni stfibrem probihalo v 0,1% roztoku dusi¢nanu stfibrného za ptidavku 3 ml
formaldehydu po dobu 35 min. Po uplynuti této doby se sklo na kratkou dobu (asi 5 S)
ponofilo do destilované vody.

6. V dalsim kroku se sklo s gelem vlozilo do 3% roztoku uhli¢itanu sodného (vyvojka na
vyvolani latentniho obrazu). Pfed pouzitim se do vyvojky pfidalo 2,25 ml formaldehydu a
300 pl thiosiranu sodného. Sklo s gelem se v tomto roztoku ponechalo tak dlouho, dokud se
na gelu neobjevily zietelné tmavo-hnédé prouzky (tj. bandy, fragmenty DNA).

7. Jakmile byly bandy zfetelné a dostatecné tmavé, barveni se zastavilo prilitim FIX/STOP
roztoku do vyvojky. Sklo se v tomto roztoku ponechalo po dobu 5 min az do ustaleni obrazu

a poté se dukladn¢ omylo v destilované vod¢ a vysusilo v susiéce pti 60 °C po dobu 30 min.
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8. Po vysuSeni gelu byl elektroforetogram vyhodnocen na negatoskopu. A nakonec nepotiebny
gel byl odlepen od skla v roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol.I"* a sklo bylo

umyto pro dalsi pouziti.

4.8 Statistické hodnoceni

4.8.1 Vyhodnoceni gela

Vysledné elektroforetogramy se hodnotily vizudlné na negatoskopu, kdy byly hodnoceny
pouze jasné a dobie detekovatelné alely (tj. pruhy/bandy/markery — fragmenty naamplifikované
DNA). Pro ovéfeni reproducibility obou pouzitych metod bylo do analyzy zahrnuto i osm

duplicitnich polozek.

AFLP metoda.
Na zakladé¢ vyhodnoceni absence/prezence bandid detekovanych u jednotlivych primerovych
kombinaci byla sestavena v programu MsExcel matice binarni dat, kdy O znacila absenci a 1
prezenci sledovaného markeru/alely. Data v této podobé byla dale pouzita pro analyzu dat a

vizualizaci ziskanych vysledki.

SSR metoda.
Amplifikované alely byly hodnoceny vizualng. Jestlize byla v daném lokusu pozorovana pouze jedna
alela, byl genotyp oznacen za homozygotni. Pokud byly detekovany dvé alely, pak byl genotyp
povazovany za heterozygotni. Takto byly pro kazdy lokus vizualn¢ stanoveny konstituce alel pomoci
pismen, kdy pismenem A byla oznaena nejpomaleji migrujici alela. Velikost (délka)
amplifikovanych alel byla stanovena pomoci tzv. DNA Zebficku - standardu molekulovych markert
(30-330 bp AFLP® DNA ladder). Takto ziskana data byla pouZita pro vypodty indexii genetické
variability. Nasledné byla mikrosatelitni data rovnéz pievedena do podoby binarni matice, spojena s
vysledky AFLP dat a vyslednd matice slouzila jako vstupni formét pro vizualizaci vzdjemnych

vztaht a strukturovanosti dat ve shlukovacich programech (viz. kapitola 4.8.3).
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4.8.2 Analyza dat

Pomoci softwaru GeneAlEx 6 (Peakall and Smouse, 2006) byly spocitany nasledujici indexy
genetické variability:
1. procento polymorfnich lokusii (P%) - zakladni charakteristika genetické proménlivosti, ktera
udava podil polymortnich lokusti z celkového poctu zkoumanych lokust;
2. pocty privatnich AFLP i SSR alel (PAarLp, PAssr) — unikatni alely typické pro jednu populaci,
které se nevyskytuji v zadné jiné (Avise, 2004);
3. ocekdvana heterozygotnost (He) — piedstavuje podil o¢ekavanych heterozygotu v populaci na
zaklad¢ alelickych frekvenci a za predpokladu platnosti Hardy-Weinbergova zakona;
4. pozorovand heterozygotnost (Ho) — piedstavuje podil heterozygotnich jedincti v daném
lokusu z celkového poctu pozorovanych jedinci. Tento index byl vypocitan pouze pro

mikrosatelitni marker, z AFLP dat tento index nelze vypocitat.

Z této analyzy dat byly vylouceny 3 vzorky L. serriola, protoze byly do studie zafazeny

pouze jako referencni skupina.

4.8.3 Vizualizace genetické struktury

Po pfevedeni SSR dat do binarni matice a jejich spojeni s AFLP daty byla vysledna matice pouzita
pro vizualizaci genetickych vztahli a odvozeni genetické struktury mezi analyzovanymi jedinci
pomoci dvou piistupt — ve formé NeighborNetwork diagramu (program SplitsTree 4.1; Huson and
Bryant, 2006) a Bayesovského shlukovani (program Structure 2.2.; Falush et al., 2007).
Fylogenetické sité Neighbor-Network (Bryant and Moulton, 2004) jsou jakousi obdobou
klasickych fylogenetickych stromt zaloZzenych na Neighbor-Joining algoritmu. Podavaji lepsi
znazornéni moznych vztahi mezi analyzovanymi vzorky, protoze neposkytuji jeden konkrétni
vystup (fylogeneticky strom), ale umoziuji zobrazeni ptipadnych konfliktnich signalt nebo
alternativnich fylogenetickych historii (Fitch, 1997). Jsou pouzivany v pfipadech, kdy lze oc¢ekévat
vyskyt hybridizace, horizontalniho pfenosu geni, rekombinace apod. (Huson and Bryant, 2006).
Program BAPS pracuje na zakladé¢ Bayesianské statistiky. Timto pfistupem Ize odhalit
skrytou populacni substrukturu pfifazovanim jedincti do geneticky rozlisitelnych skupin na zakladé
frekvence alel a vazebné nerovnovahy (Bartakova, 2013). Soubor jedinct je rozdélen do K skupin
(klastrdi, hypotetickych populaci nalezenych programem) na zaklad¢ jejich genotypu tak, aby se

dosahlo co nejlepsi Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Byl pouzit admixture model, ktery u kazdého
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jedince zobrazuje, zda jeho genotyp lze zatadit pouze do jedné nebo vice skupin. Bylo provedeno 20

nezavislych beéhti programu, kdy bylo testovano rozdéleni studovaného souboru vzorka pro K = 1-
20.
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5 VYSLEDKY

5.1 AFLP analyza

Ze sedmi primerovych kombinaci se 3 — 4 selektivnimi nukleotidy bylo ziskdno celkem 287
markert,, z nichz 209 bylo polymorfnich (71,2 %). Pouzité primerové kombinace, pocet AFLP

fragmentt a stupen polymorfismu ukazuje nasledujici tabulka (viz. Tabulka 12).

Tabulka 12. Pouzité primerové kombinace a poéty AFLP fragmentl. Loc, celkovy pocet AFLP
markert; Loc_P, pocet polymorfnich markert; P (%), polymorfismus - podil polymorfnich markerd.

Primerova kombinace Loc Loc_P P (%)
E-AGC M-CTG 58 43 74,1
E-AGC M-CAAC 47 31 65,9
E-AGC M-CGAT 46 33 71,7
E-ACC M-CGAT 34 24 70,6
E-ACC M-CGATC 30 21 70,0
E-ACC M-CAAC 16 10 62,5
E-ACC M-CAAT 56 47 83,9
Celkem 287 209 71,2

Z ptedchazejici tabulky (Tabulka 12) vyplyva, Ze nejvyssi pocet banda (58) byl detekovan u
primerové kombinace ECORI-AGC/Msel-CTG, zatimco nejmensi pocet byl nalezen u kombinace
EcoRI-ACC/Msel-CAAC (16 band®). Hodnoty P (%), podil polymorfnich markert, se pohybovaly v
rozmezi od 62,5 % (u primerové kombinace ECORI-ACC/Msel-CAAC) do 83,9 % (kombinace
EcoRI-ACC/Msel-CAAT). Souhrn zékladnich indext genetické diverzity na zakladé AFLP dat
shrnuje Tabulka 15. Podil polymorfnich lokust (P %) pro L. aculeata se pohyboval v rozmezi 23 %
pro tureckou populaci do 59,93 % pro izraelské populace. Z celkového poctu 287 bandi bylo
nalezeno celkem 32 privatnich alel (PAarLp). Pro tureckou populaci to bylo 6 privatnich alel, pro
jordanské populace 2 alely a 24 pro izraelské populace. Hodnoty oc¢ekavané heterozygotnosti (HE)
byly 0,077 pro vzorky pivodem z Turecka, 0,074 pro vzorky z Jordanska a 0,125 pro vzorky z

Izraele.
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Obrazek 5. Elektroforetogramy AFLP markerQ s primerovou kombinaci ECORI-AGC/Msel-CAAC s
ukazkou polymorfniho lokusu (vyznacen modie) a také ECORI-ACC/Msel-CAA T s piikladem

monomorfniho lokusu (vyznacen ¢erven¢).




5.2 SSR analyza

V této diplomové praci bylo analyzovéano celkem osm polymorfnich markert; SML-002, SML-039,
SML-045, SML-055, WSULs-18, WSULs-45, WSULs-75 a WSULs-163 (Simko, 2009; Riar et al.,
2011).

Tabulka 13. Nasledujici tabulka shrnuje pouzité PCR podminky u jednotlivych mikrosatelitovych
lokust pro druh L. aculeata, tj. teplotu annealingu (Ta), pocet cyklt a dobu separace.

Mikrosatelitovy Annealingova teplota Pocet cykli Doba separace
lokus (marker) (Ta; °C) (c) (min)
SML-002 57,5 34 155
SML-039 65,7 33 160
SML-045 62,5 33 160
SML-055 60,0 33 165
WSULs-18 63,0 28 170
WSULs-45 64,5 30 170
WSULs-75 63,5 30 160
WSULs-163 63,8 30 165

Tabulka 14. Zjisténé charakteristiky analyzovanych mikrosatelitd. Tabulka ukazuje pocet

detekovanych alel (Na), jejich velikost (bp) a také polymorfni informaéni obsah (PIC).

Mikrosatelitovy Pocet alel Velikost alel PIC

lokus (marker) (Na) (bp) (%)
SML-002 9 167 — 207 22,7
SML-039 2 232237 9,9
SML-045 6 214 — 258 16,3
SML-055 6 212 - 240 32,6
WSULs-18 8 209 — 243 51,2
WSULs-45 3 184 - 189 28,5
WSULs-75 4 173 -188 17,1
WSULs-163 6 178 — 196 24,2
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Jelikoz SSR lokus SML-039 nebyl za danych PCR podminek dobfe hodnotitelny, byla k
odvozeni spravné annealingové teploty provedena tzv. gradientovda PCR. K jejimu provedeni je
nutny termocycler umoziujici nastaveni teplotniho gradientu v druhé fazi PCR reakce, pfi niz
nasedaji primery. Obecné plati, Ze pii vyssi annealingové teploté se zvysSuje specifi¢nost nasedani
primeru ke komplementarni sekvenci a ve vysledku mizeme ziskat piesnéjs$i a 1épe hodnotitelny
vysledek PCR amplifikace (ideadlné¢ ve formé jednoho dobie hodnotitelného bandu). Rozmezi
annealingovych teplot bylo nastaveno od 57,2 °C az do 65,7 °C. Optimalizace byla provedena na
tiech vzorcich (233-20S, 380-11 a 224-5B). Pro analyzu celého souboru byla vybrana teplota 65,7 °C
(jamky oznacené Cislem 8). Vysledek separace PCR produkti po provedeni gradientové PCR
ukazuje Obrazek 6. Pro dosazeni lepSiho elektroforetického zaznamu byla nutnd optimalizace 1 u

dvou dalSich lokusu WSULs-18 a WSULSs-163.

U lokusu WSULs—45 byly detekovany 3 vzorky s tzv. nulovou alelou (viz. str. 22 — Problémy
pti vyhodnocovani PCR produktit). Navzdory nékolikacetnym opakovanim PCR reakci a
elekroforetickym separacim (napf. zvySovanim koncentrace templatové DNA) nebylo dosazeno

vizualizace alely. Konkrétné se jednalo o vzorky 233-17, 366-9 a 373-22.

Obrazek 6. Elektroforetogram mikrosatelitu s oznaenim SML-039 zachycujici optimalizaci
annealingové teploty u vzorki 233-20S, 380-11 a 224-5B. Cisla 1-8 oznacuji pofadi jamek v PCR
stripu umisténého v gradientu 57,2 °C (1. jamka) az 65,7 °C (8. jamka).

o1



Obrazek 7. Elektroforetogram a konstituce mikrosatelitového lokusu WSULs-45. Obrazek zachycuje
3 alely, které byly detekovany pro tento lokus. Na elektroforetogramu jsou pod hlavni alelou patrné

stutter (stinové) bandy.

190bp - alcla A

- alcla B

—
alela C
+ 180bp

Pomoci osmi polymorfnich lokust bylo detekovano celkem 44 alel. Pocty alel detekovanych
na jednom lokusu se pohybovaly v rozmezi od 2 do 9. U lokusu SML-002 bylo detekovano 9 alel
(167-207 bp), 2 alely (232-237 bp) u SML-039, 6 alel (214-258 bp) u SML-045, 6 alel (212-240 bp) u
SML-055, 8 alel (209-243 bp) u WSULs-18, 3 alely (184-189 bp) u WSULs-45, 4 alely (173-188 bp)
u WSULs-75 a 6 alel (178-196 bp) u WSULs-163. Nejnizsi hodnota polymorfniho informaéniho
obsahu (PIC) byla 9,9 % u lokusu SML-039, zatimco nejvyssi u lokusu WSULs-18 (51,2 %).

Z nasledujici tabulky (Tabulka 15) je patrné, Ze nejvyssi procento polymorfnich lokust (P %)
bylo zaznamenano u populaci z lzraele (70,0 %), u populaci z Jordanska 38,0 % a nejmensi u
populace z Turecka (26,0 %). Oc¢ekavana heterozygotnost (Hg) pro tureckou populaci byla 0,305, pro
izraelskou 0,229 a jordanskou 0,164. Primérné hodnoty pozorované heterozygotnosti u jednotlivych
populaci byly 0,141, 0,100 a 0,085 (fazeno sestupné pro jordanské, turecké a izraelské vzorky). V
turecké populace bylo nalezeno 5 privatnich alel, v jordanské 2 a nejvice jich bylo v izraelské, a to

17 privatnich alel.
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Tabulka 15. Souhrn genetické diverzity 72 vzorku L. aculeata zalozené na 287 AFLP a 8 EST-SSR
lokusech pro 19 populaci pochazejicich z Turecka, Jordanska a Izraele. N, pocet vzorku; P (%0),
procento polymorfnich lokusti; PAarFLp, privatni AFLP alely; PAssr, privatni mikrosatelitové alely,

He(SE), o¢ekavana heterozygotnost; Ho, pozorovand heterozygotnost; SE, stfedni chyba primeéru.

AFLP SSR

Populace N P (%) PAAFLP He (SE) P(%) PAsss Ho He (SE)
Turecko 5 23,00 6 0,077 (0,009) 26 5 0,100 0,305 (0,072)
Jordansko 17 37,28 2 0,074 (0,009) 38 2 0,141 0,164 (0,038)
Izrael 50 59,93 24 0,125 (0,010) 70 17 0,085 0,229 (0,069)

5.3 Vizualizace vzajemnych vztahi mezi analyzovanymi vzorky

Pro grafické zndzornéni vzéjemnych vztahti mezi analyzovanymi vzorky byly pouZity dva pfistupy -
tvorba fylogenetické sité NeighborNetwork a Bayesovské shlukovani. Ke konstrukci
NeighborNetwork diagramu (Obrazek 8) byly pouzity spojené vysledky ziskané pomoci obou
molekularnich markerti na zaklad¢é prezence/absence alel. Z diagramu je patrné, ze se vzorky L.
aculeata vyclenily do 3 skupin. Prvni skupinu, vice geneticky odlisnou od ostatnich populaci, tvofily
vzorky L. aculeata pochazejici z Turecka (svétle zelené zvyraznéné vzorky v Obrazku 8). Fenotyp
polozek z Turecka odpovidal popisu druhu L. aculeata s tim, ze okraj stonkovych lista byl u téchto
polozek vyraznéji zubaty nez u polozek z Izraele a Jordanska (doc. Eva Kiistkova, Gstni sdélent).
Druha skupina sdruzovala vzorky pochazejici jak z Izraele, tak i ze sousedniho Jordanska (tmavé
zelena a modra barva). Tieti skupina piedstavuje “hybridni zoénu” umisténou v oblasti mezi
typickymi polozkami L. aculeata a 3 polozkami L. serriola. Tato zona obsahuje jednak tii vzorky
343-8/A, 343-8/B, 54/07, u kterych byl hybridni ptivod prokazan jiz v predchozi studii provedené na
zaklad¢ isoenzymové analyzy (Lebeda et al., 2012), a rovnéz dalSich Sest vzorki (380-2, 380-11,
232-23, 343-3, 343-7 a 56/07). Nekteré z téchto rostlin vykazovaly morfologické znaky, které
naznacuji jejich mozny hybridogenni puvod. Pro druh L. aculeata jsou typické celistvé stonkové

listy, avSak u rostliny 380-2 se vyskytovaly stonkové listy délené (Kitner et al., 2014). Naopak
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rostlina 380-11 m¢la listy celistvé, ale byly u ni pozorovany zajimavé detaily na stonkovych
trichomech (napt. zlutavé vybarveni jejich baze a mala variabilita v délce a tloust’ce) (Kitner et al.,
2014). U polozek 232-23, 343-3, 343-7 a 56/07 nebyly pozorovany morfologické odchylky od
standardniho popisu druhu L. aculeata (doc. Eva Kiistkova, tstni sdéleni).

Rozdéleni vzorki na zéklad¢é jejich geografického plivodu a taxonomické determinace
podpoftil i vystup Bayesovské analyzy (Obrazek 9a). Program BAPS nalezl optimalni rozdéleni
vzorkd do dvou, popiipadé ¢tyt skupin. Pro K = 2 se vyrazné¢ vyclenuji genotypy charakteristické pro
druh L. aculeata (tmav¢ zelena barva u vétSiny vzorkl z Jordanska a Izraele), L. serriola (svétle
zelena barva tif vzorkl z Jordanska) a ¢ast polozek naznacujici jejich mezidruhovy ptivod (vzorky z
Turecka a mensi podil vzorkli z Jordanska a Izraele). Toto tvrzeni je nésledné zpiesnéno vysledky
pro K =4, kde se jasn¢ odlisuji vzorky z Turecka od vzorkl z Jordanska a Izraele. Dale se ukazuje
podobny charakter jordanskych a izraelskych vzorki, coZz je zfejmé asi z 20-30% zastoupeni
genotypu charakteristického pro rostliny s “Cistym” L. aculeata profilem z lzraele v profilech
jordanskych vzorkd. Z diagramu pro K = 4 je rovnéz ziejmé, Ze u Casti vzorkt z Jordanska a
piedevsim Izraele jsou piitomny svétle zelené profily odpovidajici polozkam L. serriola. Tento
diagram je doplnén o vysledky morfologické determinace vzorkii (Obrazek 9b), kde Cerna barva
oznacuje rostliny s charakterem typickym pro druh L. aculeata, bila barva oznacuje rostliny s
charakterem typickym pro L. serriola a nakonec $edou barvou jsou zvyraznéni potencialni hybridi L.

aculeata x L. serriola (Jemelkova et al., 2013).
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Obrazek 8. Neighbor Network diagram vytvofen na zakladé AFLP a SSR dat 72 polozek z 19
populaci L. aculeata a 3 polozek L. serriola. Vzorky s hybridnim charakterem byly v diagramu

oznaceny ¢islem dané polozky (viz. Tabulka 1).

T

343-8/A
343-8/B 380-2
343-3
\‘ 380-11
‘ 6/07@ 343-7
®

@ 232-23

O L serriola
O L aculeata - Turkey
@ L aculeata - Israel

@ L aculeata - Jordan (@)
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Obrazek 9. Vysledky Bayesovské analyzy, zaloZené na spojenych vysledcich AFLP a SSR dat (a),
spole¢n¢ s poskytnutymi vysledky morfologického hodnoceni (b).

Turkey

Jordan

Israel

[ L serriola [ L. aculeata x L serriola M L. aculeata
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6 DISKUZE

Je zndmo, Ze intenzivni §lechténi pfineslo v poslednich letech ztratu nékterych cennych vlastnosti a v
soucasnosti kultivary L. sativa vykazuji omezenou genetickou diverzitu. V dusledku toho chybi
efektivni zdroje pro zlepSovani jejich vlastnosti. Soucasny trend ve Slechténi kulturniho salatu (L.
sativa L.) je zalozen na vyuziti jeho plan¢ rostoucich ptibuznych druhi. K vyuziti planych druhd pfi
hybridizaci a pti ptipadném $lechténi je potieba dobré znalosti o jejich genetické struktuie. Ackoliv
L. aculeata ptedstavuje jeden z planych druht, ktery by mohl tvofit uzite¢ny zdroj gen pro
Slechténi, je tento druh stile nedostate¢né studovan a informace o jeho variabilité jsou netplné
(Lebeda et al., 2004). Do dnesni doby bylo publikovano jen n€kolik malo studii analyzujicich druh
L. aculeata (Koopman et al., 1998, 2001; Dolezalova et al., 2002a, b). Prozatim nejobsahlejsi studie
zabyvajici se variabilitou tohoto druhu byly provedeny v pracovni skupiné prof. Alese Lebedy na
Katedie botaniky PfF UP v Olomouci. V roce 2012 byly publikovany studie Lebeda et al. (2012), ve
které bylo pomoci isoenzymové analyzy hodnoceno celkem 13 populaci ¢itajici 31 polozek ptivodem
z lzraele. Dalsi studie byla publikovana v lonském roce (Kitner et al., 2014) a zamé&fuje se na
srovnani struktury populaci L. aculeata s populacemi L. saligna a L. serriola v Izraeli. V pfipravé je
publikace Jemelkova et al. (in prep), mimojiné vychazejici i z vysledka ziskanych v této diplomové
praci.

Prakticka ¢ast predkladané diplomové prace se zaméfuje na molekularni analyzu druhu L.
aculeata vyuzivajici dva DNA markery, a to AFLP a mikrosatelity, které pfedstavuji uziteCny nastroj
k posouzeni rozdéleni genetické informace uvnitf i mezi populacemi. Metoda AFLP ve srovnani s
mikrosatelity podava detailnéjsi informace o genetické struktufe analyzovanych polozek, ackoliv
Meudt a Clarke (2007) uvadi, Ze za piedpokladu pouziti dostatecného poctu hodnocenych AFLP
bandt a mikrosatelitovych lokust (5-20) jsou vysledky srovnatelné.

Molekularni analyza byly provedena na souboru genofondovych polozek obsahujici celkem
75 vzorkl, kde bylo zahrnuto 69 polozek L. aculeata, dale 3 polozky L. serriola a 3 hybridni
polozky L. aculeata x L. serriola. Tyto genofondové polozky byly sesbirany na 19 pfirozenych
populacich v Izraeli, Jordansku a Turecku.

Pro AFLP analyzu bylo pouzito celkem sedm primerovych kombinaci, kterymi bylo ziskano
celkem 287 markerl, z nichz 71,2 % bylo polymorfnich. Nejvice polymorfni byla primerova
kombinace EcoRI-ACC/Msel-CAAT, kde byl stupenn polymorfismu 83,9 %, naopak nejméné
polymorfni byla kombinace ECORI-ACC/Msel-CAAC (62,5 %), kde z celkového pocétu 16
detekovanych lokusti bylo polymorfnich 10. Nejvyssi procento polymorfnich lokusi (P %) bylo

zaznamenano u populace z Izraele (59.93 %), zatimco nejmensi u populace z Turecka (23,0 %).
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Ocekavana heterozygotnost (Hg) pro tureckou populaci byla 0.077, pro jordanskou 0.074 a
izraelskou 0,125.

Vedle AFLP metody byla v ramci prace provedena také SSR analyza 8 polymorfnich lokust,
a to SML-002, SML-039, SML-045, SML-55 (Simko, 2009) a WSULs-18, WSULs-45, WSULs-75 a
WSULs-163 (Riar et al., 2011). Podminky PCR reakci byly optimalizovany pro kazdy SSR lokus
zvlast, s rozsahem annealingovych teplot od 57,5 °C do 65,7 °C, s po¢tem cyklu od 28 do 34 a
dobou separace okolo 2,5 hod (155 - 170 min). Nejvice polymorfni byl lokus SML-002 s 9
detekovanymi alelami, nasledovany lokusem WSULS-18 s 8 alelami. U lokustt SML-045, SML-055 a
WSULSs-163 bylo detekovano shodné po 6 alelach. Nejméné polymorfni byl lokus SML-039 se 2
alelami. U stejnych mikrosatelitnich lokusti Simko (2009) udava 7 alel u SML-002, 4 alely u SML-
039, 8 alel u SML-045, 7 alel u SML-055. Riar et al. (2011) uvadi nasledujici hodnoty: 9 alel u
WSULs-18, 10 alel u WSULs-45, 8 alel u WSULs-75 a 6 alel u WSULs-163. Zajimavé je, Ze poclty
alel u jednotlivych lokust detekovanych v této praci pro druh L. aculeata se vyraznéji nelisi od
zjisténych charakteristik pro druhy L. sativa (Simko, 2009) a L. serriola (Riar et al., 2011). To
vypovida o prevoditelnosti EST-SSR markerti mezi blizce pfibuznymi druhy. Zaroven jsou tyto
markery dostate¢n¢ variabilni pro provedeni populacné genetickych studii.

U studovaného souboru polozek L. aculeata byly zjisténé nizké hodnoty pozorované
heterozygotnosti (Ho), coz odpovida autogamni povaze studovaného druhu. Nejvyssi pozorovana
heterozygotnost 0,141 byla zjisténa u polozek pochézejicich z Jordanska, naopak nejnizsi byla u
izraelskych populaci (0,085). Pomoci isoenzymové analyzy zjisténa hodnota byla 0,003 (Lebeda et
al., 2012). Kitner et al. (2014) popisuje u Sesti populaci tfi riznych plané rostoucich locik rovnéz
nizké hodnoty Ho, a to v rozmezi 0,008-0,066, pii¢emz u druhu L. aculeata byly hodnoty 0,011 a
0,014. Tyto hodnoty jsou o néco nizsi, coz mize to byt zptisobeno pouzitim vyssiho poétu SSR
markerd, pouzitim jinych SSR markert detekujicich mensi turoven vnitrodruhové variability (SML-
001, SML-019, WSULs-25, WSULs-153, marker SML-002 nebyl analyzovan) nebo tento rozdil muze

Vizualizaci ziskanych dat pomoci NeighborNetwork diagramu se studované populace L.
aculeata rozdélily do tii skupin. Prvni skupinu tvofily turecké vzorky L. aculeata, které vykazovaly
odlisny geneticky charakter nez zbyvajici vzorky z Izraele a Jordanska. Jejich fenotyp odpovidal
popisu druhu L. aculeata s tim, ze okraj stonkovych listt byl u téchto polozek vyraznéji zubaty nez u
polozek z Izraele a Jordanska (Kitner et al., 2014).

Druha skupina byla tvotfena vzorky pivodem jak z Izraele, tak i ze sousedniho Jordanska.
Genetické profily polozek pochazejicich z téchto statti vykazovaly velmi podobny charakter, coz by

mohlo poukazovat na mozny gene flow mezi témito populacemi nebo na kratsi ¢as, ktery uplynul od
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vzajemného oddé€leni izraelskych a jordanskych populaci, a Casove jest€¢ vzdalenéjSimu oddéleni
populace z Turecka. Rozdilnost prostorové vyrazné vzdalenych populaci L. saligna pochazejicich ze
Styi evropskych stati (Ceskéa republika, Francie, Italie, Portugalsko) a tfi blizkovychodnich stat
(Turecko, Izrael, Jordansko) byla prokazana rovnéz metodou AFLP (Kitner et al., 2008). Naopak
struktura populaci L. aculeata, které rostou v relativné kratké vzdalenosti, nemusi byt zcela jasné
oddélena, tak jako bylo zjisténo u (podobné¢ vzdalenych) populaci piibuznych druhti L. serriola nebo
L. saligna (Kitner et al., 2014).

Lebeda et al. (2012) pomoci isoenzymové analyzy hodnotil identickou sadu izraelskych
polozek L. aculeata, rozsifenou v ramci této prace o sedm polozek populace 367 a tfinact polozek
populace 380. Vysledky isoenzymové analyzy ukazaly, ze izraelské populace jsou velmi homogenni
s relativné nizkou hodnotou genetického polymorfismu (az 75 % polozek bylo seskupeno v jednom
clusteru), coz bylo potvrzeno i srovnanim spojenych AFLP a SSR dat v této diplomové praci (80 %
polozek). Zjisténd hodnota ocekavané heterozygotnosti pro izraelskou populaci byla na zaklade
isoenzymové analyzy nizs$i (He= 0,003; Lebeda et al., 2012) nez hodnoty dosazené v této praci.
Hodnota ziskana pomoci AFLP dat byla He = 0,125 a pomoci SSR markerti He = 0, 229. Rozdily ve
zjisténych hodnotach lze vysvétlit rliznym charakterem jednotlivych markeri, poctem
analyzovanych polozek a rovnéz v rozsahu Hg, které jsou rozdilné pro kodominantni (hodnoty v
rozsahu 0-1) a dominantni markery (v rozsahu 0-0,5). Vypocet He se provadi podle Hardy-
Weinbergova zakona, pficemz u kodominantnich markerti je frekvence recesivni i dominantni alely
znama (alely vidime pfimo na gelu). U AFLP markerd se vypocet provadi neptimo — podle
pfitomnosti daného markeru se odvozuje frekvence dominantni alely, a potazmo i frekvence
recesivni alely a nasledné hodnota heterozygotnosti, kterd dosahuje maximalni hodnoty 0,5. Zjisténé
hodnoty heterozygotnosti AFLP a SSR markeri se daji oznacit jako stiedni az vys$i a odrazi
schopnost obou markert detekovat vyssi uroven variability ve srovnani s isoenzymy, které jsou
obecné¢ povazovany za malo variabilni marker. D4 se fici, Ze tyto pomémé vysoké hodnoty
heterozygotnosti jsou prekvapivé, s ohledem na samosprasnost pievazujici u rodu Lactuca. Je vSak
nutné upozornit, ze se nejedna o hodnoty vypocitané pro realné populace (ve smyslu analyzy
genetické variability jedinct koexistujicich na konkrétni lokalit€), ale o vypocty variability jedinct
pochézejicich z rozsahlej$i oblasti a obsahujici jedince sesbirané z rGznych redlnych populaci.
Hodnoty heterozygotnosti realnych populaci u riznych druhti rodu Lactuca se pohybuji v rozmezi
0,004-0,077 pro AFLP a 0,085-0,374 pro SRR markery (Kitner et al., 2014), pro druh L. aculeata
byly zjistény hodnoty 0,004 a 0,029 pro AFLP marker, kdezto 0,085 a 0,143 pro mikrosatelity.

Tteti skupina polozek, ktera se vyclenila na NeighborNetwork i BAPS diagramu, predstavuje
“hybridni zénu” mezi typickymi polozkami L. aculeata a L. serriola (224-5, 224-5A, 224-5B). Diky
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zatazeni vzorku L. serriola do analyzy, byla potvrzena jiz diivéj$i determinace tfech hybridnich
polozek (343-8/A, 343-8/B, 54/07), které byly ptivodné sesbirany a urCeny jako L. aculeata, ale po
detailni morfologické a isoenzymové analyze, byly piehodnoceny jako hybridni (Lebeda et al.,
2012). Dale bylo v této zoné detekovano dalSich Sest polozek s hybridnim charakterem, a to 56/07,
232-23, 343-3, 343-7, 380-2 a 380-11. V praci Lebeda et al. (2012) byly popsany odlisné znaky L.
aculeata x L. serriola (343-8/A, 343-8/B, 54/07) od “klasickych” vzorkt L. aculeata (376-15) a L.
serriola (377-8). Jednim z rozdilnych znakd, které se u hybridniho vzorku 343-8A vyskytly, bylo
antokyanové zabarveni na bazalni ¢asti stonkovych trichomut (Lebeda et al., 2012). U polozek 367-
10, 232-23, 343-3, 343-7 a 56/07 nebyly pozorovany morfologické odchylky od standardniho popisu
druhu L. aculeata (doc. Eva Ktistkova, tstni sdéleni). Pomérné zajimavé jsou vzorky i 380-2 a 380-
11 vykazujici odchylky jak po morfologické (délené listy u 380-2; znaky na stonkovych trichomech
u 380-11), tak po strance genetické. Tyto rostliny byly analyzovany soubézné 1 v ramci studie Kitner
et al. (2014) zabyvajici se genetickou variabilitou a strukturou populaci tii planych druhii salata (L.
serriola, L. saligna, L. aculeata) pochazejich z ptirozenych stanovist’ Blizkého vychodu. U druhu L.
aculeata bylo analyzovano 21 rostlin pochazejicich ze dvou populaci (8 a 13 rostlin), které byly od
sebe vzdaleny 18,1 km. Zatimco u jedné populace (367) byla zjisténd pomérné mald morfologicka 1
geneticka variabilita, druha populace (380) vykazovala pomérné vysokou variabilitu a u dvou rostlin
této populace byl nalezen vysoky pocet mikrosatelitnich lokusti s heterozygotni konstituci alel.
Neékteré z téchto “vyjimecnych” alel nebyly nalezeny u ostatnich analyzovanych polozek L.
aculeata, ale byly identické s alelami nalezenymi u polozek L. serriola. Konkrétné se jednalo praveé
0 vzorky 380-2 a 380-11. Autofi timto poskytuji dikazy o existenci mezidruhové hybridizace L.
aculeata x L. serriola v pfirozenych populacich na Blizkém vychodé, kde vedle sebe spole¢né rostou
L. aculeata, L. serriola (Beharav et al.,2012; Lebeda et al., 2012; Kitner et al., 2014).
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7 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva analyzou genetické variability kolekce genovych zdroji Lactuca
aculeata, ktera je soucasti Pracovni kolekce rodu Lactuca L. Katedry botaniky PfF UP v Olomouci.

V teoretické casti této diplomové prace jsem se zabyvala zpracovanim doposud
publikovanych informaci tykajicich se planého druhu L. aculeata, jeho morfologii, taxonomii,
geografickym rozsifenim a také vztahem ke kulturnimu salatu L. sativa. V dalsi kapitole jsem se
zabyvala DNA markery, které jsou v soucasné¢ dob¢ vyuzivany pii studiu rodu Lactuca L. Zejména
jsem se soustiedila na metodu AFLP (polymorfismus délek amplifikovanych fragmentt) a
mikrosatelitnich markert (SSR), které jsem pouzila ke genetické charakterizaci studovaného
souboru.

V praktické casti jsem pomoci 287 AFLP markeri a osmi polymorfnich mikrosatelitovych
lokust analyzovala 72 vzorka L. aculeata pochazejici z Turecka, Jordanska a z Izraele a 3 vzorky L.
serriola pochazejici z Jordanska. PCR produkty byly podrobeny elektroforetické separaci v
polyakrylamidovém gelu a vzniklé elektroforetogramy byly vyhodnoceny. Vzajemné vztahy mezi
analyzovanymi vzorky jsem vizualizovala pomoci NeighborNetwork diagramu a Bayesovské
shlukovaci analyzy, kde se vzorky seskupily podle svého geografického pivodu. Potvrdila jsem
L. serriola. Kromé téchto tii polozek L. aculeata x L. serriola bylo nové detekovano nejméné dalSich
Sest polozek s hybridnim charakterem.

Vysledky této diplomové prace prohlubuji informace a znalosti o variabilité¢ planych druht a
genovych zdroju v ramci rodu Lactuca. Vysledky byly prezentovany v roce 2013 ve formé posterové

prezentace na mezinarodni konferenci “Wild Plant Pathosystems” v Olomouci.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFLP

bp

C
DNA
dNTPs
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
EcoRlI

EDTA
EST
GoTaq polymeraza

G
Ho
He
ITIS
Msel

PCR
RAPD

RFLP

RNA
SSR

Absorbance

Adenin

Délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmenti (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism)

Par bazi (base pair)

Cytozin

Deoxyribonukleova kyselina

Deoxyribonukleotidtrifosaty (stavebni kameny DNA)

Deoxyriboadenozin trifosfat

Deoxyribocytydin trifosfat

Deoxyriboguanidin trifosfat

Deoxyribotymidin trifosfat

Restrikéni enzym, rozpoznavd 6bp (GAATTC) dlouhou sekvenci DNA a
molekulu DNA §té€pi v daném misté

Kyselina ethylendiamintetraoctova, chemicky vzorec [CH2N(CH2CO2H):]2
Misto s expresni adresou (Expressed Sequence Tag)

Dependentni DNA polymeraza izolovana z termofilni bakterie Thermofilus
aquaticus

Guanin

Pozorovana heterozygotnost (Heterozygosity Observed)

Ocekavana heterozygotnost (Heterozygosity Expected)

Integrated Taxonomic Information System

Restrikéni enzym, rozpoznava 4bp (TTAA) dlouhou sekvenci DNA a
molekulu $tépi v daném misté

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

Nahodna amplifikovand polymorfni DNA (Random Amplified Polymorphic
DNA)

Polymorfismus délky restrikénich fragmentd (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

Ribonukleova kyselina

Repetice jednoduchych sekvenci (Simple Sequence Repeats)

Thymin
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Ta
TRAP
TEMED

TRIS

uv
VNTR

Teplota annealingu

Target Region Amplification Polymorphism

N, N, N, N'- tetramethylethylendiamin,

chemicky vzorec (CH3)2NCH2CH2N(CH3)2
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, chemicky vzorec (HOCH2)3CNH>
Uracil

Ultrafialové zareni

Variabilni pocet tandemovych repetici (Variable Number of Tandem Repeats)
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The wild lettuce, Lactuca aculeata Boiss, is a robust and very prickly annual plant
which is closely related and fully interfertile with cultivated lettuce (Lactuca
sativa L.) and L. serriola L. (Lebeda et al. 2012). This species is distributed
in a relatively limited geographical area of Near East and the Anatolian
plateau (Lebeda et al. 2004). Preliminary studies showed that L. aculeata is
rather homogenous species from the viewpoint of morphology and isozyme
polymorphism (Lebeda et al. 2012). The recent study is focused on molecular
polymorphism and resistance to Bremia lactucae, i.e. two not known features of
L. aculeata variation.

In total, seventy six L. aculeata accessions (acces.) originating from natural
populations in Israel, Turkey and Jordan (Beharav et al. 2010) were analysed by
amplified fragment length polymorphism (AFLP) and simple sequence repeats
(SSRs). Furthermore, the morphological observation and screening for lettuce
downy mildew (Bremia lactucae) resistance have been performed.

Finally, 287 AFLP and 8 microsatellite markers were analysed using classical
wtree-based” and Bayesian clustering methods confirming morphological re-
determination of four L. serriola and three hybrid accessions. Molecular data
reflect the geographical origin of samples, which grouped according to the country
of their origin. Similar genetic characters were observed among accessions from
neighboring parts of Jordan and Israel where migration or artificial introduction
of plant material is more possible.

Fourty-one Lactuca aculeata accessions (from the same trial) were tested for
the resistance against Bremia lactucae. Altogether 5 isolates (Bl races — Bl 17,
Bl 18, Bl 24, Bl 27 and Bl 28) were used for resistence screening. In the studied
set of L. aculeata accessions was found frequent occurrence of race-specific
reaction patterns. These patterns are showing that in L. aculeata could be expected
different race-specific resistance factors/genes. However, susceptible reactions
were prevailing what is showing that this species cannot be considered as a very
useful source of resistance for lettuce breeding. As the most virulent races were
recorded Bl 18, Bl 24, BI 27 and BI 28, in opposite the race Bl 17 was less virulent.
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Introduction

The wild lettuce, Lactuca aculeata Boiss, is a robust and very prickly annual plant which is closely related and fully interfertile
with cultivated lettuce (L. sativa L.) and L. serriola L. (Lebeda et al. 2012).This species is distributed in a relatively limited geo-
graphical area of Near East and the Anatolian plateau (Lebeda et al. 2004). Preliminary studies showed that L. aculeata is rather
homogenous species from the viewpoint of morphology and isozyme polymorphism (Lebeda et al. 2012).

The recent study is focused on molecular polymorphism and resistance to Bremia lactucae, i.e. two not known features of

L aculeata variation.

Material and Methods

In total, seventy six L. aculeata accessions originating from natural populations in Israel, Turkey and Jordan (Beharav et al. 2010)
were analysed by amplified fragment length polymorphism (AFLP) and 8 microsatellite markers (SSRs) (Simko 2009, Riar et al.
201 1). Furthermore, the morphological observation and screening for lettuce downy mildew (Bremia lactucae) resistance have
been performed.

Results and Discussion

Molecular data

Using 287 AFLP and 8 microsatellite markers we were able to confirm morphological re-determination of three L serriola

and six hybrid accessions (L. serriola x L. aculeata).

Furthermore the visualisation of differences between and among using Bayesian analysis (Falush et al. 2007, Fig. I)

and NeighborNetwork (Huson, Bryant 2006, Fig. 2) reflect the geographical origin of the samples, grouped according to the
country of their origin. Similar genetic characters were observed among accessions from neighboring parts of Jordan and Israel
where migration or artificial introduction of plant material is more possible. Moreover, slightly different character of L. aculeata
from Turkey was observed as well.

Very interesting is the detection of certain proportion of L. serriola-like genotype in a part of both Jordan and Israel L. aculeata
accessions.We were able to detect three additional accessions exhibiting hybrid character using molecular markers, which were
not considered as accessions with hybrid character by standard morphological characterisation. This indicates ongoing interspe-
cific hybridi 1 in natural populations of L. serriola and L. aculeata.

Comparing the results accquired by two different molecular markers - the AFLP’s were able to provide more robust describtion
of the genetic structure of analysed samples compared to SSR's.

Phytopathological data

A subset of 41 L aculeata accessions originating from Turkey (TUR), Jordan (JOR) and Israel (ISR) was tested for the resistance
against B. lactucae.

Altogether 5 isolates (Bl races Bl 17, Bl 18, Bl 24, Bl 27 and Bl 28) were used for seedling test (Lebeda & Petrzelova, 2010).

In the studied set of L. aculeata accessions six of race-specific reaction patterns were found (pattern | to 6), including full
susceptibility (Table |).The highest variability of reactions was observed in populations from Israel (six patterns), the lowest in
Turkey (one pattern).

Susceptible reactions were prevailing, however, surprisingly there was recorded also full resistance what is showing that this
species could be considered as interesting source of new race-specific resistance for lettuce breeding against B. lactucae.

BL 17 BL 18 BL 24 BL27 BL 28| TUR* JOR* ISR*

5 2
10

+ ... susceptibility; - ... N =41

Fig. 3: Morphological traits of plants L aculeata (a),
hybrid L aculeata * L. serriola (b), and L. serriola (c):
a - c:trichomes on stems
d: stem leaves from abaxial side
e:stem leaves from adaxial sides

Table I. Response of Lactuca aculeata accessions to Bremia lactucae races, with
records of reaction patterns per individual population.

Take-home message

- Similar genetic background of accessions from Israel and Jordan was observed, which were different from accessions from Turkey.
- Interspecific hybrids of Laculeata and Lserriola can be frequently present in natural populations in Near Eastern countries.

- Interaction of L aculeata with B. lactucae is race specific.

- In studied set of L. aculeata genotypes we did not find suitable sources for lettuce resistance breeding

E 3 .
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Fig. I: Results of (A) Bayesian clustering and of AFLP and
SSR data (2) and morphological determination (b)
of 75 Lactuca spp. accessions.

b
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Fig. 2: NeighborNetwork based on joined AFLP and SSR analysis




