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Hodnoceni genetické variability odrid maku setého
(Papaver somniferum L.) pomoci molekularnich markeri

Souhrn

vvvvvv

svétového zemédelstvi. Pocatky jeho tradi¢niho pouziti jsou znadmy jiz od 6. tisicileti pf. n.1. na
uzemi Stfedozemi a pozdéji jako vyznamny zdroj opia v Evropé€ a Severni Africe. Dnes je mak
znam jako hojné rozsifend plodina péstovand pro ucely potravindiské, farmaceutické ale i
technické. Behem procesu domestikace bylo vyslechténo Siroké spektrum odrid maku se
zna¢nou genetickou variabilitou.

Tato genetickd variabilita byla zkouméana pomoci nov€ vytvofenych mikrosatelitnich
markert u vybranych genotypt. Dle hypotézy, kterd vychazi z predpokladu, Ze pro registraci
nové odridy maku je podminkou jeji odlisnost od stavajicich odrid. Z tohoto diivodu by se
jednotlivé odrady maku mély lisit jedna od druhé rovnéz na trovni DNA a tuto variabilitu Ize
detekovat vhodnymi molekularnimi markery. Klasické genetické markery predstavuji i
mikrosatelity sestavajici se z 10 — 100 bazi tvotfenych opakujicim se motivem o délce 1-6 bazi.

Na zéklad¢ bioinformatické analyzy dat bylo zpracovano 980 334 sekvenci o celkové
délce 510849980 bazi. Pricemz byly navrzeny vhodné primerové pary pro 1316
mikrosatelitnich lokust, z nichz bylo pro vlastni testovani vybrano 80 potencialnich markerd.

Prostfednictvim agardzové a kapilarni elektroforézy bylo provedeno testovani na
ziskané skupiné odriid maku spolu s optimalizaci PCR reakce. Na konci analyzy bylo vybrano
8 novych kvalitnich markerd (EST16, EST19, EST26, EST48c, ESTS51, EST53c, EST56b,
EST61), které byly polymorfni, poskytovaly jednoznacné interpretovany profil a zaroven
poskytovaly reprodukovatelné vysledky.

Pomoci zminénych nové vytvofenych EST-SSR marker se podafilo Uspésné
identifikovat 17 odriad maku s pfesné definovanou velikosti a frekvenci alel na vSech 8

lokusech.

Kli¢ova slova: Papaver somniferum L., mikrosatelity, EST-SSR, SNP, genetické profilovani



Genetic chcaracterisation of poppy cultivars (Papaver
somniferum L.) by molecular markers

Summary

Poppy (Papaver somiferum L.) is one of the most important oilseed of the world
agriculture. The beginning ofits traditional use have been known since the 6th millennium BC.
In the Mediterranean and later as a major source od opium in Europe and North Africa. Today,
poppy is known as a very widespread crop geown for food, pharmaceutical and technical,
purpose. During the domestification proces, a wide variety of varieties with a high genetic
variability were developer.

| investigated this genetic variability of poppy seed with newly created microsatellite
markers in selected genotypes. According to a hypothesis based on the assumption that the
registration of a new variety of poppy is a condition of its distinction from existing varieties.
For this reason, the different poppy varieties should differ from one another at the DNA level
and this variability can be detected by appropriate molecular markers..

Based od the bioinformatics data analysis, 980 334 sequences with a total lenhgt od
510 849 980 bases were processed. Appropriate primer pairs were designed for 1316
microsatellite loci, of witch 80 potential markers were selected for self-testing.

An agarose and capillary electrophoresis assay was performed on the poppy varieties
obtained, along with optimalization of the PCR reaction. At the end of the analysis eight new
high-quality markers (EST16, EST19, EST26, EST48c, EST51, EST53c, EST56b, EST61)
were selected that were polymorfic, providing a clearly interpreted profile while providing
reproducible results.

Using the newly created EST-SSR markers, 17 varieties of poppy have been

successfully identified with precisely defined size and frequency alleles in all 8 loci.

Keywords: Papaver somniferum L., microsatellite, EST-SSR, SNP, profiling
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1 Uvod

Mak sety (Papaver somniferum L.) je jednou z nejznaméjsich rostlin rodu Papaver. Jedna
se o druhou nejdilezitjsi olejninu Seského zemédélstvi a Ceskd republika predstavuje
nejvyznamnéjSiho svétového péstitele a exportéra konzumniho méaku ve svété. Mak sety ale
nachazi vyuziti i ve farmaceutickém prumyslu hlavné diky obsahu velkého mnozstvi riznych
alkaloidnich latek s Sirokym spektrem ucinku a také diky latexu z nezralych makovic, které
predstavuje vyznamny zdroj opia.

Ptesto, Ze se jednd o rostlinu tradi¢né¢ vyuzivanou od dob pied naSim letopoCtem,
z hlediska genetiky nebyl doposud osekvenovan cely jeji genom a vétsina studii se zamétuje na
tvorbu sekundarnich metabolitd. Znamo je pouze 138 lokusi a 21094 syrovych“
exprimovanych sekvenénich usekt neboli EST (NCBI, 2018). Takovato data lze ziskat
analyzou DNA pomoci molekuldrnich markerd. Jednim z typ marker vyuZivanych pro tyto
a dalsi ucely, jako jsou naptiklad studie genomu, identifikace a rozliSeni odrtd rostlin, jsou
mikrosatelity. Mikrosatelity disponuji vysokou ¢etnosti a variabilitou v genomu (Buschiazzo
and Gemmell, 2006), ale také vykazuji vysokou specifitu a reprodukovatelnost, diky nimz se

vysledky daji pomérné dobte porovnat mezi laboratofemi (Powel et al., 1996).



2 Cil prace

2.1 Védecka hypotéza

Studium genetické variability kultivard maku setého (Papaver somniferum L.) vychazi
z ptedpokladu, ze pro registraci nové odriidy maku je podminkou jeji odliSnost od stavajicich
odrd. Z tohoto diivodu by se jednotlivé odridy méku mély lisit jedna od druhé rovnéz na

urovni DNA a tuto variabilitu lze detekovat vhodnymi molekuldrnimi markery.

2.2 Cile prace

Z uvedené hypotézy vychazeji nésledujici cile prace, které jsou uvedené v nasledujicich
bodech:
a. Provést bioinformatickou analyzu transkriptomickych dat za ticelem navrzeni novych
EST-SSR markert
b. Provést testovani EST-SSR markert na ziskané skupiné odrid a piipadné optimalizovat
PCR
c. Vybrané markery analyzovat a vyhodnotit pomoci kapilarni elektroforézy

d. Otestovat rozliSovaci schopnost finalnich markert pro identifikaci testovanych odrid



3 Literarni reSerse

3.1 Taxonomické zarazeni maku setého

Jednim z nejznaméjSich maku je Mak sety (Papaver somniferum L.). Patii do ¢eledi
Makovitych (Papaveraceae) a do rodu Mak (Papaver), ktery zahrnuje okolo 110 dalSich druht.
Maky mlzeme nalézt ve Stiedni a Jihozépadni Asii, Stfedni a Jizni Evropé, Severni Africe
a nejhojné&ji v Turecku, jeZ je mistem puivodu mnoha druht (Carolan et al., 2006; Parmaksiz
and Ozcan, 2011). Na zakladé morfologickych a histologickych znaku, jako je napiiklad barva
kvétl, velikosti tyCinek nebo obsahu alkaloidi klasifikuje mnoho autori maky do sekci

(Tabulka 1) (Tétényi, 1997; Carolan et al., 2006).

Tabulka 1 Rozdeleni rodu Papaver do sekci s vybranymi zdastupci

Macrantha /Oxytona Bernh . orientale, P. pseudorientale, P. bracteatum

Papaver . somniferum, P. glaucum, P. gracile,

Sekce Zastupci

Californicum P. californium

Meconidium P. ameniacum

Meconella P. croceum, P. anomalum, P. nudicaule,
P. radiocatum, P. alpinum, P. myobeanum

Argemonidium P. apulum, P. argemone, P. pavonium,
P. hybridum

Pilosa P. polisum

Pseudopilosa P. atlanticum, P. rupifragum

Horrida P. aculeatum

Carinatee P. macrostomum

Rhoeadium P. dubium, P. rhoeas, P. commutantum
P
P
P

. decaisnei, P. setigerum
(Botany.cz, 2018)
3.1.1 Biologie rodu Papaver

Mezi maky patii jednoleté, dvouleté 1 vytrvalé byliny prevazné cizospra$ného typu.
Miuizeme se ale setkat 1 se samosprasnymi druhy, jako je naptiklad mak sety (Papaver
somniferum L.) (Tétényi, 1997). Habitem se jedna ptevazné o byliny, vyjimecné pak kefe.
NejvyraznéjSim prvkem pro odliSeni jednotlivych druhii méku je zabarveni kvétnich obald.

Paleta barevnych odstint se pohybuje od bilé ptes oranzovou, rudou az do tmav¢ fialové. Odlisit



od sebe jednotlivé druhy maku na zakladé barvy kvétu neni tak tézké, odlisit od sebe ale
jednotlivé druhy dle semen je vizualné velice ndrocné, proto se k jejich identifikaci a dal§im
analyzam vyuziva naptiklad metody AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) nebo
mikrosatelitnich markerd (Celik et al., 2014). Genetickymi analyzami Ize maky rozliSovat
i podle ploidie, tedy dle poctu homolognich sad chromozomu. Je zndmo, ze maky obsahuji
diploidni (2x) az oktaploidni (8x) druhy, se zakladnim po¢tem chromozomu 11, 7 (Parmaksiz
and Ozcan, 2011; Verma et al., 2016) ¢i 6 (Bara et al., 2007).

3.1.2 Zastupci a vyuziti

Maky jsou vyznamné hlavné pro potravindisky a farmaceuticky primysl, diky
vysokému obsahu alkaloidnich latek a oleju, které se nachazi v semenech rostlin, pfi¢emz u
nékterych druhti tvoii az 50 % semene (Sangwan et al., 2000). Nejvyznamnéj$im zastupcem
rodu Papaver je z hlediska obsahu alkaloidnich latek mak sety (Papaver somniferum L.), ktery
produkuje vice nez 80 riznych alkaloidii. Morfin s analgetickymi a narkotickymi uc¢inky,
kodein s antitusickymi ucinky, papaverin s vazodilataénim a relaxa¢nim u¢inkem na hladkou
svalovinu, antitusicky a protirakovinny noscapin a vychozi materidly pro polosyntetické opiaty
Verma et al., 2016), ktery slouzi jako prekurzor pro kodein. Dal$im druhem maku, ktery
obsahuje vysoké mnozstvi tebainu (1-4 %) je mak listenaty (Papaver bracteatum) (Espinosse
and Dosba, 1982). Velice znamym je v naSich podminkach také mak vI¢i (Papaver rhoeas),
ktery tvofi soucast zemédélskych ekosystému predevsim jako plevel a hostitelska rostlina pro
fytopatogenni organismy, ale zaroven pfedstavuje cenny zdroj pylu. Jedna se o druh s vysokou
genetickou variabilitou, ktera se fenotypove projevuje rozmanitym zabarvenim okvétnich listka
(Kati et al., 2013).



Obrazek 1 Mak sety (Papaver somniferum L.)



Obrazek 2 Mdk vIci (Papaver rhoeas)



3.2 Mikrosatelity

V DNA rtznych organizmi, od kvasinek po obratlovce, se nachazi tandemové se
opakujici sekvence nukleotidi (Obrazek 3) (Ellegren et al., 2014; Kalia et al. 2011). Dle poctu
nukleotidii se déli na satelity (5 a 100< nukleotidi ), minisatelity (10-100 nukleotidl) a
mikrosatelity (1-5 nukleotid) (Bennett, 2000).

Satelitni DNA FI ) 1 —

Polymorfni
minisatelitni
repetice

i ATGCCTATTGG-

Tetranukleotidova
mikrosatelitni 57%%,
repetice i

(}‘(} Dinukleotidovi
(}(}‘ mikrosatelitni
(}‘ repetice

Obrazek 3 Schématické rozdéleni tandemové se opakujicich sekvenci v DNA

(Genetic diversity, 2018)

Mikrosatelity, rovnéz znamé jako SSR (simple sequence repeats) nebo STR (short
tandem repeats) (Ellegren, 2004; Kalia et al., 2011), jsou hojné rozsitené po celém genomu a
diky vysoké mife mutaci vykazuji vysoky polymorfismus. Jejich analyza je pomérné
jednoducha (Galindo et al., 2009), a proto predstavuji vyznamny zdroj rozmanitych markert
v fadé oblasti genetiky (Metzgar et al., 2009; Guichoux et al., 2011). Jejich vyuziti je vice
rozvedeno v kapitole 3.3 Genetické markery.

3.2.1 Klasifikace mikrosatelitu

Mikrosatelity se déli podle své délky motivu, typu repetice a umisténi v genomu (Kalia
etal., 2011). Dle po¢tu nukleotidl jsou nejcastéjsimi typy mikrosateliti mono- (pt. AAA), di-
(pt. CACA), tri- (pt. ATGATGATG) a tetranukleotidové repetice, ale miZzeme se setkat i

s penta — ¢i hexanukleotidovymi sekvencemi (Ellegren et al., 2004).



Z hlediska uspotadani motivu se mikrosatelity d¢li do nasledujicich kategorii:

a. Dokonalé (perfect): motiv dokonalého typu mikrosatelitu neni pferusen zadnou bazi (pf.
TATATATATATATATA)

b. Nedokonalé (imperfect): u téchto mikrosatelitd se objevuje preruSeni opakujiciho se
motivu jednou bazi (pi. TATATATACTATATATA)

C. Prerusené (interrupted): v ptipad¢ preruseného motivu dochazi k pferuseni motivu jinou
sekvenci bazi (pf. TATATAGGTATATATA)

d. SloZené (composite): u tohoto typu dochazi k sestaveni dvou a vice piiléhajicich
mikrosatelitti s odlisnou repetici (pf. TGTGTGTGCACACA) (Kalia et al., 2011; Oliveira
et al., 2006)

3.2.2 Distribuce mikrosatelitii v genomu

Pfitomnost mikrosateliti byla prokazana v rtiznych organismech od kvasinek, rostlin az
po obratlovce. Dle mista vyskytu v buiikach se déli na jaderné (nuSSRs), mitochondrialni
(MtSSRs) a chloroplastové (cpSSRs). Dle motivu je u rostlin nejcastéj$im mikrosatelitnim
motivem AT dinukleotid (Kalia et al., 2011; Morgante et al., 2002). Z trinuklotidovych
sekvenci je nejcastéjsi sekvence CCG (z 35 %) a druha nejcastéjsi (z 33,8 %) sekvence AGC.
Tato sekvence se ve vysoké mife objevuje i u hlodavct (z 57,1 %), u savct (42,9 %) a az z 60
% u hmyzu (Li et al., 2004).

V jakych ¢astech genomu a jakou regula¢ni funkci maji je, zobrazeno v Obrazku 4.
Nejcastéji se mikrosatelity vyskytuji v nekodujicich oblastech DNA (telomery, subtelomery,
heterochromatin u centromer) (Metzgar et al., 2000; Oliveira et al., 2006). Nicméné velké
mnozstvi mikrosatelitl se rovnéz nachdzi v tzv. nepfekladanych oblastech (untranslated
regions- 5'-UTR, 3’-UTR) a i v genech a intronech. V intronech se nachéazi hlavné mono —
a dinukleotidové repetice, kdezto 5'-UTR oblasti obsahuji vice tripletovych nukleotidovych
repetic a v 3’-UTR oblastech jsou spise mononukleotidy (Kalia et al., 2011).

Mikrosatelity v intronech, 5'-UTR a 3’-UTR oblastech mohou mit vliv na expresi genti.
ramce, coz muze zpisobit ztratu ¢i zménu funkénosti n€kterych genti, fenotypové zmény

a vznik riznych genetickych onemocnéni (Li et al.,2004).



Mikrosatelity v genomu

Geny transkripce a/&i Aktivace & inaktivace - = Uniéovani SHouznat behem
translace . mRNA sestith N 3
gentt genu transkripce
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Funkce proteinu a fenotypovy projev

P .

Neurologicka onemocnéni a rakoving | Adaptace pato gentl a virulence u U rostlin malo prozkoumano
u lidi a Fivogichi. bakterii

Obrazek 4 Mikrosatelity v genomu a jejich regulativni funkce

(upraveno dle Li et al., 2004)

U cloveéka bylo zjisténo vice nez 40 riznych neurologickych, neurodegenerativnich
a neuromuskularnich poruch, vzniklych v dusledku expanze SSR. U rostlin byl vyznam
mikrosateliti potvrzen zejména v 5'-UTR oblastech. Naptiklad byl prokazan vztah tripletovych
SSR, konkrétngji (CCG)n VIRNA, na fertilitu u kukufice nebo na obsah amylozy u ryze
v korelaci s mnozstvim GA a CT repetic v 5'-UTR oblastech (Kalia et al., 2011).

Mnoho studii prokézalo pfitomnost mikrosatelith v malé mife 1 v kddujicich
a regulacnich oblastech, kde mohou zplsobovat aktivaci/inaktivaci geni a mit tak vliv na
vznikly protein a fenotypovy projev. V téchto oblastech — exonech — se nachazi pfevazné

trinukleotidové a hexanukleotidové mikrosatelity (Li et al., 2004).

3.2.3 Mutace u mikrosatelitu

Je znamo, Ze ¢etnost mutaci je u mikrosatelitli vyssi neZ v jinych ¢astech genomu, a to
v rozmezi 102 -10° v lokusu na generaci u eukaryot (Oliviera et al., 2006). Na variabilitu
mikrosatelitil a jejich mutace ma nesporné vliv mnoho faktorti — muta¢ni mechanismy, struktura
mikrosateliti, selektivni vlivy, genomické a biologické pozadi (Buschaizzo and Gemmel,
2006).

Do mutacnich mechanismu se fadi naptiklad chyba pii rekombinaci, nerovnomérny
crossing over ¢i sklouznuti DNA polymerazy béhem replikace DNA (Li et al., 2004,
Buschiazzo and Gemmel, 2006; Oliviera et al., 2006; Kalia et al., 2011).



Béhem replikace DNA muze dochazet k omezeni pohybu DNA polymerazy. Replikace
neni plynuld a DNA polymerdza nesyntetizuje nékteré triplety ve vice kopiich, které
vyklouznou a vytvofi tzv. vlasenku, anebo muze dochazet k opacnému jevu. Kdy jsou vlasenky
pro ¢innost DNA polymerazy téZko dostupné, a proto nedochazi k jejich replikaci a vznikly
fetézec je o tyto useky kratsi (Ellegren et al., 2004). Sklouznuti DNA polymerazy zapficini tedy
prodlouzeni, ¢i zkraceni sekvence (Obrazek 5). Naopak bodové mutace maji za nasledek
preruseni delSich opakujicich se sekvenci. Oba tyto procesy ale maji vliv na mnoZzstvi

a rozptyleni mikrosateliti v genomu (Li et al., 2004).

A. Niriist v poctu repetic B. Snizeni poétu repetic
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Obrazek 5 Schéma replikacniho sklouznuti
(upraveno dle Ellegren et al., 2004)

Proces replikace DNA doprovazi tada opravnych mechanizmi, které se snazi
minimalizovat vznik rliznych mutaci. Jednim z nich je tzv. mismatch repair (MMR), ktery
provadi korekci spravného parovani bazi (Kalia et al., 2004).

Z biologického hlediska miize byt variabilita mikrosatelitti ovlivnéna pohlavim, vékem
organismu, mutacemi v genech MMR systému a vnéj§im prostiedim (Buschiazzo and Gemmel,
2006). Ke zménam v mikrosatelitech muze tedy dochdzet i nasledkem vnéjsich podnéti jako je
naptiklad UV radiace, gama zafeni, oxidativni stres apod. (Kalia et al., 2011).

Na mutabilitu mikrosatelith ma vliv 1 umisténi v genomu, zda se nachazi v kodujicich
¢1 nekodujicich oblastech, na pfitomnosti sousednich mikrosateliti a nemaly vliv maji také
sekvence, které mikrosatelity ohranicuji (Buschiazzo and Gemmel, 2006).

Strukturni vlastnosti samotnych mikrosatelitti, jako je délka motivu, délka alely, sloZzeni
jednotlivych nukleotidii v motivu mikrosateliti a jejich wvnitini architektura (zda je
dokonald/nedokonala/pferusena ¢i slozend) ma vliv na tendenci k mutacim, a tudiz zvyseni

variability mikrosateliti v genomu (Galindo et al., 2009).
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3.3 Genetické markery

Geneticky marker, nékdy také DNA marker, je snadno identifikovatelna sekvence DNA se
znamou polohou na chromozomu. Sleduje se na predem daném miste, kde oznacuje (markeruje)
urcitou ¢ast genu a lze jej detekovat pomoci analyzy DNA (Schlotterer, 2004; Lateef, 2015;
Jiang, 2018).

Dle pouzit¢é metody Garrido-Cardenass et al. (2018) klasifikuje analyzu DNA do
nasledujicich kategorii:

1. Techniky bez PCR reakce, zaloZené na hybridizaci — RFLP

2. Techniky zalozené na PCR reakci — RAPD, AFLP, SSR

3. Techniky zaloZené na sekvenovéani - SNP

Podminkou téchto metod je spolehlivost, jednoduchost a rychlost. Stejné tak by metody
neme¢ly byt moc ndkladné a k jejich uziti by mélo stacit jen malé mnozstvi vzorku (Garrido-

Cardenass et al., 2018).

RFLP — Restriction Fragment Lenght Polymorphism

RFLP byla hojné vyuzivana metoda v 80 a 90. letech minulého stoleti (Obrazek 6) a jeji
markery jsou zndme jako molekularni markery prvni generace. Pomoci RFLP byly vytvoreny
genetické mapy mnoha druhii kulturnich plodin jako je naptiklad pSenice, ryze a kukufice

(Lateef, 2015).

, » vr s 7 . | 1 T ]
Obrdzek 6 Pohled na zmény vyuzivani jednotlivych o5 0 o o0 s 20 a0
mal’kel”i? na kOl’lCi 20 SlOZ@Zl’ [ Allozymes W snPs [ Microsatelltes [l AFLPs

[ DNA saquencing B RAPDs [ Minisatelites [l RFLPs

(Schlétterere, 2004)
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RFPL je zaloZeno na $tépeni molekuly DNA pomoci restrikénich endonukleaz, které
maji schopnost rozeznat a rozstepit specifické sekvence. Restrikei se ziskaji rozdilné fragmentt
DNA od riiznych jedincii, které se nasledné€ separuji pomoci gelové elektroforézy. Detekce se
provadi pomoci hybridizace DNA sond, nasledné¢ Southern blottem (Obrazek 7) (Garrido-

Cardenas, 2018) a vizualizaci v podob¢ autoradiogramu (Obrazek 8).

DNA Roztok prochazi
NS Separace jednotlivymi povrchy
Velikostni standard "\ :

\y. > ! & ,%} e pnpiru\ » ‘Houba

"% FElektroforéza /,/ : : / /

Gel
Hybridizované sondy s 5
komplementirnimi sekvencemi Solny roztok Nitrocelulézovy
Vizualizace / : filtr

= i~ Gel

: Odstranéni — Hybridizace se iz Do '
Autoradiogram nenavizanych sond asbantal somibil DN ﬁ,} pievedeni
; na filtr

Obrazek T Detekce amplifikovaného produktu o velikosti 264 bp
(Griffiths, 2000)

Gy 72 Kb
B - e 52k
3~ - -2.25 Ay 2.7 Kb
45° 55° 45° 55°

Obrdzek 8 Snimek z autoradiogramu
(Conner et al., 1983)
Vyhodou RFLP je, Ze nevyzaduje znalosti o struktufe genomu, déle je prednosti
kodominance, vysoka lokusova specifita a dobra reprodukovatelnost. Na druhou stranu jde o

¢asové narocny postup, vyzadujici velké mnozstvi vzorku. Navic kazdd bodovd mutace musi

byt analyzovana jednotlivé (Lateef, 2015).
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RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA

Nejvetsi rozmach zazila tato metoda v 90. letech 20. stoleti, kdy nachéazela uplatnéni
hlavné v hodnoceni variability populaci a druhti, nebo fylogeneze. Pozd¢ji byla vystiidana
modernéj$imi metodami (Lateef, 2015).

Jednd se o techniku s PCR, ve které nasedaji kratké primery (zhruba o velikosti 10
nukleotidll) ve vhodné vzdalenosti a orientaci k homolognim sekvencim DNA a amplifikuje se
usek mezi nimi (Obrazek 9). Nasledné¢ se provede gelové elektroforéza a sleduje se
polymorfismus fragmentii vzniklych na zaklad¢ mutaci.

Pozitivem RAPD je jednoduchost a absence specifickych primert. Negativem je $patna

reprodukovatelnost, naro¢nost provedeni a dominance markert (Garrido-Cardenas, 2018).

b L‘ H '1 Fragment se amplifikoval u vich ti'i
4 : ) ] 36050 jedinci (A,BiC)

C]

- 52060

LD

H 43 U jedince B doslo k mutaci, ktera l
't # : !. ] 250bp emoznila nasednuti primeru, — - 2605
2 fragment nebyl vytvoi‘en ®

HEH I znemoinila nasednuti primeru,
* ﬂ P Y fragment nebyl vytvoi'en
A 8 c

Obrazek 9 Variabilita amplifikace a nasledna elektroforeticka vizualizace u metody RAPD

b s
] s208p U ljedince C doslo k mutaci, ktera A 8 ¢

(Fér, 2009)

AFLP — Amplified Fragment Length Polymorhism

AFLP je kombinaci RFLP a PCR s rozdilem, Ze u AFLP dochazi ke §tépeni pomoci
dvou riznych endonukledz. Mezi rozstépené konce DNA se liguji adaptery o znamé sekvenci
S lepivymi konci. Navrhnou se vhodné primery a amplifikuje se sekvence mezi nimi. Nésledné
prob&hnou dvé PCR — preselektivni a selektivni, aby byly namnoZeny pouze zddané fragmenty.

Nasledné jsou fragmenty separovany pomoci gelové elektroforézy a vizualizovany
pomoci stiibra ¢i fluorescen¢niho barviva (Lateef, 2015).

Metoda je pomérné ¢asoveé narocna, ale jeji markery jsou vysoce polymorfni, spolehlivé
a dobfe reprodukovatelné (Garrido-Cardenas, 2018). Neni tieba znalosti o struktufe genomu, a

proto nachézi AFLP nejvétsi uplatnéni v tvorbé genetickych map (Schlétterer, 2004).
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SSR - Simple Sequence Reapets

Vzhledem Kk zaméteni piedlozené diplomové prace je mikrosatelitim a jejich
detailnéjsimu popisu vénovana kapitola 3.2 Mikrosatelity. Metoda vyuZzivajici SSR markery
zaCind navrhnutim primerd na lemujici oblasti mikrosateliti (Obrazek 10). Mohou byt
fluorescen¢né znacené ¢i neznaCené. Vzdy je navrhnut jeden par primert na jeden lokus.
Nasledné probihda PCR a vizualizace pomoci gelové elektroforézy nebo pomoci kapilarni

gelové elektroforézy (Guichoux et al., 2011) (Obrazek 11).

-— 50 bp —» “— 50 bp —»

5
I C AC ACACACACACACA I
I G TG TG TG TGTGTETCT I

<“— 16bp —p 5

Obrazek 10 Navrhnuté primery lemujici oblast mikrosatelitu

(Krenek, 2018)

VS 1 2 3 4
1
600 bp
500 bp ——— — — 2

- — Y WY
300 bp
p— 4

200 bp
100 bp VS I\_I\ A A_A_A_
100 bp 600 bp
Vysledny gel z gelové elektroforézy Vizualizace pomoci kapilarni gelové elektroforézy

Obrdazek 11 Detekce SSR polymorfismu
(Krenek, 2018)

SSR markery jsou rozdéleny dle svého ptivodu na genomickeé (g-SSRs) a kodujici EST
-SSRs (expressed sequence tags). V obou piipadech se jedna o markery, které disponuji
kodomintnim charakterem, vysokym polymorfismem, lokusovou specifi¢nosti, multialelickym
zastoupenim, dobrou reprodukovatelnosti a pomérné snadnym vyhodnocenim (Taheri et al.,
2017). Tyto vlastnosti d€laji z SSR vSestranné markery nalézajici uplatnéni v mnoha oblastech
jako je napiiklad genotypizace, tvorba genetickych map, zkoumani genetické diverzity, uréeni
paternity, forézni analyza, stanoveni haplotypli, genetickd diagnostika a studium struktury
genomi, celogenomova asociacni studie (GWAS Genome-Wide Association Study),

asistované Slechténi, genové toky a mira crossing-overt (Varshney et al., 2005; Guichoux et
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al., 2011; Kalia et al, 2011; Antiqueira, 2013; Cvrckova a kol., 2013; Gao et al., 2015; Zargar
et al, 2015; Carucci et. al., 2017; Li et al, 2017; Taheri et al., 2017).

SNP — Single Nucleotide Polymorphisms

SNP neboli jednonukleotidovy polymorfismus je zalozen na zaméné jednoho
nukleotidu (A, T, C nebo G) v ur¢itém misté DNA (Lateef, 2015). K zamén¢ dochazi bodovou
mutaci a dle typu se dé€li na (i) transici (zaména C/T nebo G/A) ¢i (ii) transverzi (C/G, A/T,
C/A). Tyto zmény v urcité pozici jsou vyuzivany jako velmi efektivni genetické markery
prakticky u vSech studovanych druhti zivo€ichli u rostlin, hlavné diky hojnému zastoupeni v
celém genomu, vysoké heritabilité a nizké mife mutaci (Garrido-Cardenas, 2018). SNP se
vyuzivaji naptiklad ke genotypizaci, uréeni paternity a piibuznosti (Koésoglu et al., 2017), pti

expresi genl (Zeng et al., 2017) nebo pii hodnoceni variability populaci (Liu et al, 2018).
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3.4 Elektroforéza

Elektroforéza je separatni metoda, kterda vyuziva schopnosti nabitych castic
v elektrickém poli. Principem metody je pohyb nabitych ¢astic (bilkovin, iontll) v elektrickém
poli k elektrodé s opacnou polaritou vlivem stejnosmérného elektrického proudu. Rychlost
pohybu je zavisla na velikosti naboje, velikosti a konformaci molekul, které se pohybuji
v roztoku elektrolytu. V soucasné dobé se nejvice pouzivaji gelové roztoky Skrobovy,
agarozovy (Obrazek 12) anebo polyakrylamidovy, které jsou tvofeny slozitou siti polymernich
molekul s pory, jimiz se molekuly pohybuji. Je obecné znamo, Ze mensi Castice se pohybuji
rychleji nez vétsi a konformacné slozitéjsi Castice rychleji nez jednodussi, protoze jsou
kompaktné&jsi a snadnéji prochazi pory v gelu (Lee et al., 2012; Serwer, 1983; Yilmaz et al.,
2012). Na pohyb castic neboli mobilitu (m) ma vliv i mnoho dalsi faktorti jako je teplota, pH
a viskozita roztoku (Kasicka, 1997).

..l

"
iéi

Obrazek 12 Polymerni struktura agarozového gelu

(Zarrintaj et al., 2017)

Rozdéleni elektroforéz dle prostiedi, ve které dochézi k separaci ¢astic:
= Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)
= Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)
= Elektroforéza v plynné fazi
= Jontovd mobilni spektrometrie (IMS)
= Kapilarni izotachoforéza (CITP)
= Kapilarni izoelektrickd fokusace (CIEF)
= Micelarni elektrokinetickd kapilarni elektrochromatogratie (MEKC)
= Kapilarni elektrochromatografie (CEC)
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Typy elektroforézy vyuzivané k separaci nukleovych kyselin:

Pomoci elektroforézy lze rozdélit fragmenty nukleovych kyselin. Nukleova kyselina
nese zaporny naboj diky zaporné nabitym fosfatim, proto se v elektrickém poli pohybuje od

zaporného polu (katody) ke kladnému (anod¢) (Adler, 2013).

3.4.1 Gelova elektroforéza

K separaci dochazi v agarézovém gelu, jehoz koncentrace se odviji od velikosti
separovanych molekul (Tabulka 2) (Yilmaz et al., 2012). Vzorky se postupné nanesou do jamek
Vv gelu, které byly vytvofeny pomoci tzv. hiebinku. Nasledné probiha samotna separace. Jak je
znazornéno v Obrazku 13, pii gelové elektroforéze se vyuziva velikostniho standardu “ladder*,
ktery slouzi pro odhad velikosti separovanych fragmentli. Jednd se o soubor velikostné

definovanych fragmentl a nanasi se do jedné jamky v gelu paralelné k testovanym vzorkim

(Lee etal., 2012).

Koncentrace agarézového Denaturovana DNA/RNA
gelu (%) (kp)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

Tabulka 2 Koncentrace agarozového gelu pro separaci nukleovych kyselin

(upraveno dle Yilmaz et al, 2012)

mm _ KATODA Efsdane "am'\‘j?
Elektricky proud se vaZe na D] A_

Vzorek DNA

Pridani DNA vzorku do 2.
jamky agarosového gelu

Fragmenty DNA
jsou separovany
dle velikosti

8¢ ANODA

V 1. jamce je napipetovin
velikostni standard
"ladder"

Separované fragmnety DNA
viditelné pod UV zifenim

e
1kb —
_ 500 bp =—r=——> lud
200 bp -
laad

: "prouzek"

Obrdazek 13 Schéma pritbéhu gelové elektroforézy (upraveno dle Yilmaz et al., 2012)
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K vizualizaci nukleové kyseliny v gelu se bézné vyuziva ethidium bromid (EtBr) anebo
SYBR Green, po jejichz osvétleni UV zafenim je mozné fragmenty v podob¢ prouzki na gelu
pozorovat.

Gelova elektroforéza je univerzalni metodou s Sirokym vyuzitim, napiiklad pii odhadu
velikosti DNA fragmentt, pfi analyze produktii PCR, genetickych analyzach (Yilmaz et al.,
2012), nebo pti Sangrové metod¢ sekvenovani (Sanger et al., 1977). Dale je vyuzivana také pti
oddéleni DNA v Southern blotu a pii odd¢leni RNA v Northen blotu (Yilmaz et al., 2012).

3.4.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza, nebo také vysokouc¢inna kapilarni elektroforéza (HPCE), je
taktéz vyuziva k separaci rozdilné pohyblivosti fragment nukleovych kyselin v elektrickém
poli. Na rozdil od gelové elektroforézy ale separace probihd od opac¢nych elektrod uvnitf
ktemiCit¢ kapilary (Obrazek 14). Kapilara je naplnéna opét agar6zovym nebo
polyakrylamidovym gelem (Heller, 2001). Pramér kapilary se obvykle pohybuje okolo
50-100 um. Diky tomuto uzkému priméru kapildra umoziuje vyssi elektrické napétim a tim
rychlejsi dobu separace (Butler et al., 2004). Na prub¢h separace ma vliv ale i mnoho dalSich
faktort jako je délka kapilary, elektroosmoticky tok, velikost napéti, teplota, pH a iontova sila
elektrolytu (Dolnik, 1999; Kasicka, 1997).

Ziskani dat

Laser
(488 nm)

l _ Spektrograf

Fluorescence

Kapiléra

Katoda Anoda
oy L c

1
|

Barevna separace
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—"

=1 - Injekce =
e Elektrolyty 2]

| | wll ) | ,‘ |
A" Jl A L ‘l k L4 U il
Znatené produkty

SJ
]
: L__J
z multiplex PCR Interpretace dat

~HB8E

Vysoké napéti

Obrdzek 14 Schéma kapildrni elektroforézy
Obrazek 15 Schéma separace a detekce HPCE

(Butler et al., 2004)
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Cely proces gelové kapilarni elektroforézy je plné automatizovan od nasati vzorkd,
separace, detekce laserem az po pienos dat do PC (Obrazek 15) (Butler et al, 2004). Detekce
této elektroforézy je také kompatibilni s mnoha jinymi metodami, jako je naptiklad hmotnostni
spektrometrie, voltametrie, nebo s metodami zalozenymi na absorbanci a fluorescenci (Heller,
2001).

Kapilérni gelova elektroforéza je velmi uzite¢nou technikou pti foréznich a genetickych
analyzach, zejména pii sekvenaci, ale i pii fragmentacnich analyzach, Westren blotu a mnoha
dalsich (Butler et al, 2004).

Srovnani metod

Velkou vyhodou gelové elektroforézy je jeji jednoduchost a nizsi finan¢ni naro¢nost.
Ptiprava agarozového gelu je snadna a relativné rychla. Dal$im pozitivem je, Ze se jedna
o nedestruktivni metodu. Je tedy mozné vzorky z gelu opét vyextrahovat a pouzit pro dalsi
analyzu. Na druhou stranu je nevyhodou pfirodni pivod agardzy, jednotlivé Sarze se od sebe

Oproti gelové elektroforéze je kapilarni gelova elektroforéza mnohem rychlejs$i metoda
s lepSim rozliSenim. Jedna se o vysoce ucinnou techniku s malou spotiebou vzorki, malym
mnozstvim odpadu a spotieby chemikalii. Nicmén¢ se jednd o metodu narocnou na obsluhu

i finance.
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3.5 Problematika kvality dat p¥i genotypizaci

Béhem genotypizace se postupuje dle piesné definovanych protokold, které se skladaji
z jednotlivych krokii. Pocinajici izolaci DNA, stanovenim jeji kvality ¢i kvantity, PCR reakce,
vyuziti genetickych markerti, az po vyhodnocovani ziskanych dat. Na pribéh genotypizace ma
protokold je chybam predchazet a zajistit tak nejvyssi kvalitu dat a jejich reprodukovatelnost
(Bonin et al., 2004; Hoffman and Amos, 2005; Pompanon et al., 2005). Dilezité je pracovat
s kvalitnimi vzorky, co nejlépe optimalizovat podminky a zvolit vhodné markery. VSechny
genetické markery jsou nachylné ke vzniku chyb. Predlozena prace se zamétuje na chybovost
pfi vyuziti SSR markert (mikrosatelitit).

Chybovost SSR markerti v prib¢hu genotypizace muze byt zptisobena nizkou kvalitou
¢i kvantitou DNA, ktera se déje naptiklad pii neinvazivnim odbéru vzorka. Chyba miZze nastat,
ale 1 pokud mame dostatecnou kvalitu a kvantitu DNA. Napiiklad pokud probé¢hne mutace
V mist¢ naseddni primerti, amplifikace dané alely neprobéhne a na vysledném
elektroforeogramu se setkdme s tzv. nulovou alelou (podrobnéji vysvétleno nize). Ani PCR
reakce neni zcela bezchybna. Casto dochazi k vynechani amplifikace jedné z alel
u heterozygota a zesileni amplifikace alely druhé. Tento jev se nazyva ,,alelicky dropout®
(z anglického allelic dropout) (Pompanon et al., 2005).

Pti vyhodnoceni délaji problém i tzv. koktavé produkty (anglicky stutter bands), které
jsou zpusobené replika¢nim sklouznutim Taq polymerazy béhem PCR reakce. Nizka
procesivita polymerazy a dal$i aspekty mohou zptsobit, ze béhem elonga¢niho cyklu PCR
polymeréza nenasyntetizuje celou délku mikrosatelitniho opakovéni. Vysledné fragmenty jsou
o piislusny pocet opakovéani krat$i nez skute¢na alela a mulze tak dochdzet k zaméné
homozygota za heterozygota (Hoffman and Amos, 2005).

Pro kontrolu téchto a mnoha dalSich chyb existuji screeningové programy. Napiiklad
SimWalk2, MENDEL (Sobel et al, 2005), DROPOUT, Genecheck a dalsi (Pompanon et al.,
2005).
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Tabulka 3 Piicinné zdroje chyb

Zdroj dané chyby

Interakce mezi molekulami DNA

DNA sekvence ohranicujici
marker

DNA sekvence ohranicujici
marker

DNA sekvence ohranicujici
marker

Kvalita vzorku

Nizka kvalita ¢i kvantita DNA
Nizka kvalita ¢i kvantita DNA

Kontaminace vzorku
Nizka kvalita extrakce DNA

Chemikdlie a laboratorni vybaveni

Nizka kvalita ¢inidel
Nizké kvalita ¢inidel

Nizka ptesnost a spolehlivost
pristroji

Chyba Taq polymerazy

Chyba Taq polymerazy
Nedostatecna specifita primert

Nedostatecna specifita primert
Elektroforetické artefakty

Elektroforetické artefakty

Chyby zpiisobené lidskym faktorem

Manipulace se vzorkem
Chyby vzniklé v pribéhu
experimentu

Chyby vzniklé v pribéhu
experimentu

Zpracovani dat
Zpracovani dat

Zpracovani dat

Mechanismus vzniku chyby

Selhani amplifikace nasledkem mutace
V misté nasedani primert

Inzerce ¢i delece v amplifikovaném
fragmentu

Preference amplifikace jedné alely u
heterozygota

Amplifikace pouze alely u heterozygota
Amplifikace kratsi alely u heterozygota

Amplifikuji se i kontaminace
Limitovana amplifikace vlivem
inhibitort

Snizeni G¢innosti amplifikace vlivem
inhibitort
Spatné oznaceni a detekce fragment

Spatné pipetovani, odpafovani béhem
PCR, $patna detekce fluorescencné
znac¢enych primert

Sklouznuti polymerazy v prvnich
krocich PCR

Pfidani netemplatového nukleotidu
Amplifikace nespecifickych fragment
nasledkem Spatného zabudovani primera
Nespecifické stépeni amplikonu
Zkresleni velikosti alel vlivem migrace
v gelu (vysoka koncentrace PCR
produktu, teplota)

Nekonzistentni velikost jednotlivych
alel mezi riznymi experimenty
(naptiklad kapilarni elektroforéza vs
gelova elektroforéza)

Spatné oznaceni vzorki

Kontaminace exogenni DNA nebo mezi
vzorky

Pouziti nevhodného protokolu
(nevhodna ¢inidla, primery;
koncentrace, naprogramovani PCR)
Nespravné Ci §patn€ zadané genotypy v
databazich

Nespravné vyhodnoceni a vizualizace
fluoriza¢ni oznacenych peakt

Chyba v programech na analyzu dat

Diisledek

Nulova alela
Velikostni homoplazie

Alelicky dropout

Alelicky dropout

Prevaha vyskytu kratkych
alel

Chybna alela

Alelicky dropout

Alelicky dropout, chybné
alely
Alelicky dropout, chybné
alely
Alelicky dropout, chybna
alela

Amplifikace nespravné alely

Amplifikace nespravné alely
Amplifikace nespravné alely

Amplifikace nespravné alely
Velikostni homoplazie,

chybna alela

Velikostni homoplazie,
chybna alela

Chybna alela
Chybna alela

Alelicky dropout, chybna
alela

Chybna alela
Chybna alela

Chybna alela

(upraveno dle Pompanon et al., 2005)
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3.5.1 Nulové alely

Nasledkem bodové mutace, inzerce ¢i delece dojde k pozménéni sekvence predchéazejici
mikrosatelit (Gugerli et al., 2008; Vieira et al., 2016), ktera by méla byt homologni pro PCR
primer. Je tak znemoZznéna ¢innost polymerazy a dany Usek neni amplifikovan. Na findlnim
elektroforeogramu se nezobrazi zadny nebo jen velice slaby fragment, coz mutze vést ke
komplikacim pti vyhodnocovani dat (Callen et al., 1993). Napiiklad pii ur¢eni paternity, kdy
mohou nulové alely zptsobit chybné urceni rodict jedince.

Pii detekci muize nastat problém jak u homozygota, tak i u heterozygota. V piipadé
homozygota, ktery ma nulovou alelu (nn, n je nulové alela), genotypizace selze. Pokud je
jedinec heterozygotni s jednou nulovou alelou (in, kde i je normalni nenulova alela), bude
sledovany genotyp tézko odlisitelny od skute¢ného homozygota (Wagner et al.,2006). Z toho
je patrné, ze ptitomnost nulovych alel vede ke snizeni hladiny pozorované heterozygotnosti
(Lehmann et al., 1996).

Ptitomnost nulovych alel mize byt zjiSténa v populacnich studiich vypoctem Hardy-
Weinbergovy rovnovéahy, kde se projevi jako nedostatek heterozygotl (za predpokladu, Ze
pozorovany nedostatek neni jiného ptivodu, tzv. Wahlunduav efekt (Chapuis and Estoup, 2007).
K nepfimému odhaleni nulovych alel se v dnesni dob& vyuzivaji rizné pocitatové programy,
k pfimému odhaleni je nutna sekvenace PCR produktu sledovaného lokusu a tiprava homologni

sekvence nasedajiciho primeru (Dakin and Avise, 2004).

3.5.2 Homoplazie

Termin pfevzaty z evolu¢nich studii, ktery popisuje, ze urcita vlastnost totozna u dvou
a vice druhii nemusi mit stejny ptivod, tj. nepochazi od stejného ptredka. Pfi¢inu je evolu¢ni
konvergence, paralelismus ¢i reverze (Estoup et al., 2002).

V piipadé¢ genotypizace se setkavame s podobnym pojmem tzv. velikostni homoplazii,
kdyz jsou dvé alely povazovany za identické, ale nevychazi ze stejnych genotypt (Obrazek 16)
(Estoup et al, 2002). Homoplazie se objevuje i pti uziti mikrosatelitnich markerd v popula¢né
genetickych a fylogenetickych studiich. Tyto studie jsou charakterizovany velkym poctem
vzorkl a mikrosatelitni alely jsou rozliSovany na zaklad¢ fragmenti (tzv. elektromorf), pomoci
gelové elektroforézy. Pokud ale v lemujicich oblastech (,the flanking regions*) prob&hne
substituce nukleotidi, pferuseni ¢i slouceni mikrosatelitovych repetic, neni mozné vyslednou
velikost homoplazie rozlisit (Estoup et al., 1995). K detekci sekvencni rozdili I1ze nasledné

vyuzit naptiklad sekvenovani (Liepelt et al., 2001).
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3.5.3

homoplazie
(Liepelt et al., 2001)

)

140bp m 14ito g LAy
—_—
e 1380p -
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Obrazek 16 (a) Snimek z agarozové elektorofrézy s odlisnymi bandy, (b) priklad velikostni

Piidani netemplatového nukleotidu

Na konci prodluzovaci faze béhem PCR reakce ma Taq polymeraza tendenci ptidat

netemplatovy nukleotid, vétSinou se jedna o adenin, na 3" konec nov¢ syntetizovaného vlakna.

Tento jev je relativné Casty. Na vysledném eletroforeogramu z gelové elektroforézy vytvari

fragment a v piipadé kapilarni elektroforézy nadbyte¢ny pik, coz komplikuje vyhodnoceni

velikosti pfislusného fragmentu a ztézuje detekci alel (Pompanon et al., 2005).
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4 Metodika

4.1 Rostlinny material

Byly ziskdny vzorky v podob& semen zgenobanky Opava, Ustiedniho kontrolniho
a zkusebniho ustavu zemédélského a z pokusné stanice Cerveny Ujezd. Pro potieby analyz byly
vypéstovany rostliny jednotlivych odrid ve skleniku. V ristové fazi DC25, kdy mély rostliny

dva az tfi pravé listy byl ziskdn materidl pro analyzu DNA. Seznam testovanych odrad uvadi

Tabulka 4.

Tabulka 4 Seznam odriid

Cislo Nazev odrudy

Zdroj materialu

1 FLORIAN (Genobanka Opava)
2 GERLACH (Genobanka Opava)
3 ROSEMARIE (Genobanka Opava)
4 OPAL (Genobanka Opava)
5 SOKOL (Genobanka Opava)
6 POSTOMI (Genobanka Opava)
7 ORFEUS (Genobanka Opava)
8 MALSAR (Genobanka Opava)
9 MAJOR (Genobanka Opava)
10 ALBIN (Genobanka Opava)
11 KEK DUNA (Genobanka Opava)
12 RACEK (Genobanka Opava)
13 ZENO (Genobanka Opava)
14 KOSMOSZ (Genobanka Opava)
15 AMETISZT (Genobanka Opava)
16 MARIANNE (Genobanka Opava)
17 BERGAM (Genobanka Opava)
18 REDY (Genobanka Opava)
19 DANISH FLAG (maloobchod)

20 BUDDHA (Genobanka Opava)
22 KORNEUBURGER (Cerveny Ujezd)

23 AKVAREL (Cerveny Ujezd)

24 ORBIS_II (UKZUZ)

25 OPEX_II (UKZUZ)

26 ONYX_II (UKZUZ)

27 LAZUR (Genobanka Opava)
28 BERGAM _II (UKZUZ)

29 RACEK _II (UKZUZ)

30 OPAL _II (UKzUZ)

31 MARATON (Genobanka Opava)
32 OREL (Genobanka Opava)
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4.2 lzolace DNA

Izolace byla provedena pomoci DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) dle manualu vyrobce.

Z kazdé rostliny bylo navazeno 150 mg a nasledné byla provedena homogenizace vzorku

rozmélnénim v tfecich miskach pomoci tloucku a tekutého dusiku. Homogenizované vzorky
byly pifevedeny do zkumavek spolu s pfidanim 400 ul pufru AP1 a 4 ul roztoku RNase A.
Nasledné byla smés ve zkumavkach homogenizovana na vibra¢ni tfepacce a ulozeny na 10
minut do termobloku teplotou 65 °C, kde byly kazdé tfi minuty lehce promichany. Po vyjmuti
z termobloku bylo do zkumavek napipetovano 130 ul lyza¢niho pufru P3 a byly ponechany na
5°C na ledu po dobu 5 min. Nasledky byly zkumavky centrifugovany pii 20 000 x g (14, 000
rpm) po dobu 5 minut. Vznikly supernatant byl pfeveden do novych zkumavek s filtrem a znovu
centrifugovan po dobu 2 minut. Po centrifugaci se odstranila vrchni c¢ast s filtrem
a k supernatantu bylo pfidano 650 pul pufru AW1. Vznikla smés byla lehce promichana pomoci
pipety a polovina byla pifevedena do novych kolonek s filtrem a opét byla provedena
centrifugace pii 8000 rpm po dobu 1 minuty. Po centrifugaci byl odstranén odstfedény
supernatant. Na filtr byl pomoci pipety pienesen zbytek smési, kterd byla opét centrifugovana.
V této fazi byla DNA zachycena na filtru. V dalsim kroku bylo ke smési ptidano 500 ul pufru
AW?2 s ethanolem, ktery zbavil vzorky nepolarnich latek, barviv a dal$ich nezadoucich latek a
nasledné se provedla centrifugace pfi 8000 rpm po dobu 1 minuty. Tento krok se proved|
dvakrat za sebou a nasledné¢ byla provedena jesté jedna centrifugace bez ptidani AW2 pufru.
Vzdy byl odstranén odstiedény supernatant a dale se pracovalo s filtrem, na kterém byla
navazdna DNA vzorkd. Poslednim krokem bylo oddéleni DNA z filtru do pfipravenych
zkumavek. Bylo ptidano 100 ul AE pufru na filtr ve zkumavkach a po 5 minutach pfi
laboratorni teploté probé&hla opét centrifugace pti 8000 rpm po dobu 1 minuty. Po izolaci byla
provedena kvantifikace izolované DNA na UV spektrometru S-111107 NanoPhotometer
(Implen). Zaroven s kvantifikaci byla ovéfena i Cistota ziskanych vzorkd na zakladé poméru
absorbanci Azeo/Azs0. Ziskana DNA byla natedéna na 10 ng.ul™. Nakonec byla ovéfena

vysokomolekularita DNA pomoci separace v gelové elektroforéze.
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4.3 Bioinformaticka analyza dat

4.3.1 Publikované mikrosatelitni markery

K porovnani nové navrzenych EST-SSR markert bylo rovnéz testovano 15

genomickych SSR markeri, které publikoval Celik et al. (2014) a Kati et al. (2013).

Tabulka 5 Publikované primery

Publikovany nazev
psgSSR-05
psgSSR-06
psgSSR-21
PSgSSR-23
pPsgSSR-27
psgSSR-30
psgSSR-34
PSgSSR-37
psgSSR-47
PsgSSR-68
pPsgSSR-76
psgSSR-98
PMS037
PMS051
PMS073

primery F (5'3")
TGTTTTAGCTGCTTTAGCTGT
AATCCCTCTCTTTCCTTACCT
AGGACCAGGATCTACAGATTT
CTGATTGAGTACCTTTCATGC
TACGTCTCGAAATACCAAATG
AAGAAGTGGACGTGATGATAA
GCACCAACTTCTATGAAGAAT
TCTGAACTGAGATCAACAGAGA
GACGAGATTTCCTTGAGAACT
TGGGTTTTCTTCTATACCACA

TGGATACCTCTCAAGTAAGCA
CCTTTATTTTCGGATATGGTT

ACTGATACTACTTCTTCCTCCACC

GGAATCTCGTGGCATTCATTTAC
TCTTCTGCATAAGGAGCATGAG

primery R (573")

AAATGGAAATGGAACAGATG
GGGGATATTTTTATGTCTTGG

GTATTGTTTGTGGGTTGAAAG
GAGCCTAATGAGTATTTGAAGC
CTCAAGGACTTCATGGAGATT
GTCAAACATCTGAGTGATGGT
CATCATTTTCATGGACATACC
GATTAGTACGAAGGGGATTGT

ATGTTCTTCAGCTTAGGGTTC
CCCATTACTCCTCAAGCTAAT

CATGCAGATCATACAAAATCC
CAGAATCTCGCAGCAATAAT
TCGAAGAGCCTGTATTTGAATC

GAATCTTCTCCAAACACATCGAAC

TGATGATATCTTGGAAGAATTGG

4.3.2 Nové navrzené mikrosatelitni markery

repetice
CATCTG
AACA
TA
TGTCA
TA
AACA
TGG
GAA
AGA
TTCT
AATG
TGTTG
TCT
GAA
TTCT

zdroj

Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Celik et al. (2014)
Kati et al. (2013)
Kati et al. (2013)
Kati et al. (2013)

Vzhledem ktomu, ze dosud nebyl publikovan kompletni genom maku (Papaver

somniferum L.), tak byla vyuzita hruba sekvenc¢ni data z transkriptomickych analyz maku. Tato

data byla stazena z SRA archivu Narodniho centra pro biotechnologické informace (NCBI).

Ziskana data byla pfevedena do tzv. fasta formatu a vlastni navrZzeni EST-SSR markerti bylo

provedeno pomoci softwaru GMATA (Wang and Wang, 2016), jehoz parametry byly

nastaveny na vyhledani trinukleotidovych repetic s 12 a vice opakovanimi. Navrzené primery

byly zkontrolovany pomoci online programu Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000). Tento

software byl rovnéZ pouzit k navrZzeni novych markerti pro vybrané lokusy v ptipadé, Ze

puvodni primery neposkytovaly amplikony pozadované kvality.
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4.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

4.4.1 Koncepce testovani a optimalizace novych primeru

Testovani potencidlnich markerd bylo provedeno v nékolika krocich. Prvnim krokem
bylo ovétenti, jestli dochazi k amplifikaci pfi teploté 60 popi. 57 °C na 4 genotypech. V druhém
kroku bylo provedeno opétovné testovani na 8 odridach pii vhodné annealaéni teploté. Pro
vybrané markery byly zakoupeny fluorescenéné znacené primery k dal§imu testovani na
kapilarni elektroforéze. Jako fluorofor slouzila modra barva 6FAM.

Amplifikace potencialnich markert probihala po jednotlivych lokusech a vlastni sloZeni
reakéni smési o objemu 10 pl bylo nasledujici: 1x Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen), 20 ng
DNA, 0,2 uM F a R primer, 3 ul ddH20. Teplotni profil PCR je uveden v tabulce 8, pti¢emz
po findlni elongaci nasledovalo chlazeni vzorki na 12°C. Amplifikace probihala

v termocykleru C-1000 (Bio-Rad) nebo T Gradient Thermocykler (Biometra) (Obrazek 17).

Tabulka 6 Program PCR reakce pri testovani navrzenych primeri

Doba Opakovani Teplota (°C)
Pied-denaturace 900 s 1x 95
Denaturace 30s 35x% 94
Annelace 90s 35X 60 nebo 57
Elongace 60 s 35x 72
Finalni elongace 600 s 1x 72

Obrdzek 17 Thermal Cycler C 1000
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4.5 Elektroforéza
45.1 Agaroézova elektroforéza

Separace genomické DNA probihala v 1% agar6zovém gelu a testovani EST-SSR
markert bylo provedeno v 1,5% agar6zovém gelu. Separace byla provedena v cele SubCell GT
(Bio-Rad) naplnéné 1xTBE pufrem pfi napéti 4 V.cm™ (Obrazek18). K orientaénimu stanoveni
velikosti produktti byl pouzit velikostni standard GeneRuler 100 bp nebo GeneRuler 100 bp
plus (Thermo Fischer Scientific).

Obrazek 18 Cela SubCell GT pro agarézovou elektroforézu

4.5.2 Kapilarni gelova elektroforéza

4.5.2.1 Priprava vzorku

Pied vlastni separaci V kapilarni elektroforéze byl 1 ul PCR produktu nafedén vodou
v poméru 1:50-120 dle ptislusného vzorku a markeru. Dale byl 1 pl fedéného PCR produktu
smichan s 12 ul Hi-Di formamidu (Life Technologies) a 0,2 pl hmotnostniho standardu
GeneScan LIZ600 (Life Technologies). Ziskand smés byla ve finale denaturovana pfti teploté
95°C po dobu 5 minut.
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4.5.2.2 Nastaveni podminek separace

Fragmentacni analyza byla provedena v genetickém analyzatoru ABI PRISM 310 (Life
Technologies) (Obrazek 19). K vlastni separaci byla pouzita 47 cm kapilara vyplnéna POP4
polymerem (Life Technologies). Separace probihala pii teplot¢ 60°C, ktera snizuje
pravdépodobnosti vzniku sekundarnich struktur DNA, v 1x ,,running® pufru. Doba nastiiku se

pohybovala v rozmezi 3-5 s pii napéti 3-15 kV.

.Obrdzek 19 Geneticky analyzér ABI PRISM 310
4.5.3 Sekvenace

Byla provedena piima sekvenace PCR produktl pomoci klasické dideoxy terminacni

metody dle Sanger et al. (1977).

4.5.3.1 Purifikace pi'ed sekvena¢ni reakci

Nejprve bylo nutné jednotlivé vzorky ptipravit, vycistit a kvantifikovat. U vSech
zkoumanych markerit bylo nutné vyfiznout skalpelem jednotlivé fragmenty z 1,5%
agardzového gelu a izolovat je pomoci komercniho kitu GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo
Fisher Scientific). Kvantifikace probihala pomoci UV spektrofotometru NanoPhotometer P300
od firmy Implen.
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45.3.2 Sekvenacni reakce

Reakéni smés o celkovém objemu 20 ul obsahovala nasledujici slozky:

10-40 ng DNA
1x sekvenac¢ni pufr (Life Technologies)
3,2 uM F ¢i R primeru

2 ul sekvenacni smési BigDye Terminator v3.1 (Life Technologies)

Pro sekvenacni reakci byl pouzit nasledujici teplotni program dle Ta pouzitého primeru:

Tabulka 7 Teplotni profil sekvenacni reakce

Doba Opakovani Teplota (°C)
Pied-denaturace 60 s 1x 96
Denaturace 10s 25X 96
Annealing 5s 25x 50
Elongace 240's 25x 60

4.5.3.3 Purifikace po sekvenaéni reakci

Cisténi vzorki po sekvenacni reakci se skladdalo z nasledujicich krok:

Ke vzorkim se ptidalo 2 pl glykogenu (Fermentas), 50 pl 96% ethanolu a 2 ul 3M
octanu sodného

Nasledné se smés promichala a ponechala 15 minut pfi laboratorni teploté

Poté probéhla centrifugace 30 min. pii 13 000 rpm

Opatrné odebrano roztoku s ponechanim bilé srazeniny ve zkumavce a pfidani 200 pl
70% ethanolu

Nasledné centrifugace 15 min. pfi 13 000 rpm

Piedchozi dva kroky prob¢hly ve dvou opakovani

Suseni vzorka pti 50 °C 20 min.

V poslednim kroku bylo do kazdé zkumavky pfidano 12 pl Hi-Di formamidu (Life

Technologies) a probéhla denaturace vzorkt pti 95°C 5 min. v termocykleru C1000 (Bio-Rad).

45.3.4 Sekvenace

Vlastni sekvenace probéhla pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM 310 (Life

technologies). Separace probihala v 61 cm dlouhé kiemicité kapilaie s POP6 polymerem v 1x

Running pufru (Life Technologies). V Data Collection Software 3.1.0 byl nastaven
KB_310 POP6_ {BDv3}50Std Dye Set a jako zakladni modul byl zvolen Seq POP6 (1mL)E.
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Doba nasttiku byla nastavena na 15 az 30 s pfi napéti 2,5 kV. Separace probihala pii 12,2 kV
a teploté 50°C po dobu 40-110 minut dle pfedpokladané velikosti separovanych fragmentu.
K zajisténi kvality a konzistence vysledki byly vSechny fragmenty sekvenovany oboustranné

u vice genotypu.

45.4 Statisticka analyza a zpracovani dat

Zhodnoceni bioinformatické analyzy dat a deskriptivni statistika vysledkl testovanych
markert byla zpracovana v podob¢ tabulek a grafii v programu MS Excel 2016. K urceni po¢tu
alel a jejich frekvence a identifikaci jednotlivych genotypti byl pouzit program Cervus 3.0.3
(Kalinowski et al., 2007). Piedbézna analyza rozliSovaci schopnosti finalnich markerd byla
provedena pomoci shlukové analyzy (CLU) na zakladé UPGMA metody a analyzy hlavnich
komponent (PCA) v programu STATISTICA v13.3.721.0. Shlukova analyza byla provedena
na zakladé Da distanéni matice (Nei et al., 1983) vytvorené v programu Populations ver 1.2.3.0

(vyvinuty O. Langellou, voln¢ dostupny na http://bioinformatics.org/~tryphon/populations).
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5 Vysledky

5.1 Bioinformaticka analyza dat

Béhem analyzy bylo zpracovano 980 334 sekvenci o celkové délce 510 849 960 bazi,
ptic¢emz bylo nalezeno 2 149 SSR lokust s deseti a vice trinukleotidovymi opakovanimi. Pro
1316 SSR lokust byly navrzeny vhodné pary primert, z nichz bylo pro vlastni testovani
vybrano 45 potencialnich markerti s 12 az 14 repeticemi a 35 potencialnich markerti s 15 a vice
repeticemi.

Na zédkladé analyzy transkriptomickych dat bylo detekovano 21 komplementarnich
motivil z 64 moznych (Obrazek 1). Z toho nejvice pievladaly motivy ATT/TAA (63 %),
TAC/GTA (8,14 %) a AGT/ACT (5,07 %). Ostatni typy repetic mély frekvenci nizsi nez 5 %.

Obrézek 20 Cetnost sekvencné komplementdrnich motivii

B ATT/AAT B TAC/GTA B AGT/ACT uTTC/GAA BAGA/TCT m CTA/TAG B CGT/ACG
HATA/TAT BTAA/TTA B AAG/CTT BAAC/GTT M CGA/TCG M TTG/CAA m ATG/CAT
W TCA/TGA 1 TGG/CCA M GAT/ATC m ACC/GGT m GAC/GTC M GTG/CAC m AGG/CCT

5.2 Optimalizace a testovani navrZenych markeri pomoci agarézové elektroforézy

Z 80 navrzenych EST-SSR markerti (Tabulka 12 a 13) usp&sné amplifikovalo 66 markert
(82,5 %) pii Ta=57°C nebo 60°C. Pro dalsi testovani v kapilarni elektroforéze nebo sekvenaci
byly vybrany pouze kvalitné amplifikujici markery u 8 testovanych odrid (Obrazek 21). Timto
zpusobem bylo vybrano 34 markert (42,5 %).
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5.3

byly potencialni markery testovany na 4 genotypech. Na zaklad¢ téchto vysledki bylo vybrano
22 markeru (27,5 %) pro testovani na celé kolekci ziskanych odrid a pro nékteré byly navrzeny
nové primery zlepSujici kvalitu ziskaného signalu (Tabulka 8). V pfipadé markeru EST26
a EST51 byly navrzeny primery se specialni koncovou sekvenci 5" GTTTCTTT 3 (,,pig tail®)
usnadnujici pfidavani netemplatového A polymerazou. Nakonec bylo vybrano 8 (10%)
kvalitnich markert, které byly polymorfni a poskytovaly jednoznaéné interpretovatelny profil

(Obrazek 22) a zaroven poskytovaly reprodukovatelné vysledky. Jedna se markery ESTI16,

Obrazek 21 Agarozovy gel testovani EST-SSR marketii na 8 odriidach

h. s, Ore6 Ore3 Mar8 Mar7 Ore6 Ore3 Mar8 Mar7 h.s. Ore6 Ore3 Mar8 Mar7 Ore6 Ore3 Mar8 Mar7 h.s.

PCR

o e e e . ~—1000bp
1.krok

—— «— 500bp

=— 100bp

PCR
2. krok

Mar Ony Ope Orb Akv Kor Tat Bud Danh.s.Mar Ony Ope Orb Akv Kor Tat Bud Dan h.s.
-----_---E----

[re— — ] 0000

kontrola.

Testovani markeri pomoci kapilarni elektroforézy

Fragmentacni analyza na kapilarni elektroforéze probéhla v nékolika krocich. V 1. kroku

EST19, EST26, EST48c, EST51, EST53c, EST56b, EST61 (Tabulka 9).
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Legenda: h.s. - hmotnostni standard GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Akv — Akvarel, Bud —
Buddha, Dan — Danish Flag, Kor — Korneuburger, Mar — Maraton, Ope — Opex, Orb — Orbis,
Ore — Orel, Ony — Onyx, Tat — Tatransky. V druhém kroku PCR slouzil Maraton jako pozitivni



Obrazek 22 Ukazka kvalitniho profilu v pripadé markeru EST48c

Tabulka 8 Nové navrzené primery pro kvalitni fragmentacni analyzu v kapilarni elektroforéze

Marker Sekvence primeru Typ primeru
EST26* gtttctt CCGTTGTAAAATACCGACTGC R
EST37b CCTTTCCCATTTCCACCATC F
EST37b TATCCGATGCGAAGGTCTTG R
EST48c TCGTTCACTGAGTTCTGATATGA F
EST48c ACCGATGAAGTCATGTTTGC R
EST48b ACCGATGAAGTCATGTTTGC R
EST51* gtttctt CGACATGATGCCAATTCAAG F
EST53b GACAAAGAAACCAAGCCAAGA R
EST53c TCAAGACAAAGAAACCAAGCCA R
EST56b GGGTTTCTGAGCTTCTCCG R
EST58b TGAGATAAAATGATACATGCAATACC R
EST58c ACCAGTAATGTTTGTTGCTCGA R

34



Tabulka 9 Testovdini 22 EST-SSR markeri na kapilarni elektroforéze

Marker Testovani na kapilarni Komentar
elektroforéze
1.test* 2. test**
EST10 + + vyfazen
EST16 + + OK
EST19 + + OK
EST26 + + OK
EST36 + - vyfazen
EST37b# + + vyfazen
EST39 + - vyfazen
EST41 + + vyfazen
EST42 + - vyfazen
EST45 + - vyftazen
EST48c# + + OK
EST51 + + OK
EST53c# + + OK
EST56b# + + OK
EST58b# + + vyfazen
EST61 + + OK
EST62 + + vyfazen
EST66 + - vyfazen
EST69 + + vyfazen
EST70 + + vyftazen
EST71 + + vyfazen
EST74 + + vyfazen
* 4 vzorky

** 31 genotypu (single)
# Pouzity nové primery navrzené po sekvenaci téchto lokusu

5.3.1 Tvorba alelickych Zebriki

Pro zvySeni kvality analyzy a standardizaci vysledkli pro moznost mezilaboratornich
srovnani byly vytvoteny pro kazdy z 8 finalnich markera tzv. alelické Zebtiky. Kazdy zebtik
byl vytvofen smichdnim vhodnych genotypt dohromady reprezentujicich vSechny detekované
alely daného lokusu (Obrazek 23a). Pro ucely standardizace bylo rovnéz zapotiebi jednoznacné
definovat kazdou alelu pomoci sekvenovani (Obrazek 23b,c). Z ¢asovych divodu bylo zatim

osekvenovano pouze 6 alel lokusu EST48.
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5.4 Vyhodnoceni variability ziskanych markeri

5.4.1 Desktriptivni statistika

Ke statistickému zpracovani vysledki byly vytvoteny dva datové soubory. Prvni soubor
(S31) zahrnuje vSech 31 odrud testovanych na 8 EST-SSR markerech. Nicméné fadu odrtd se
nepodafilo genotypovat pro vSechny lokusy, a proto byl vytvofen druhy datovy soubor (S17)
se 17 odrudami, pro které byl ziskan celkovy profil, tj. byly genotypovany ve vsech
sledovanych lokusech. Z téchto diivodii jsou prezentovany vysledky pro oba datové soubory.

Celkem bylo detekovano 50 (S31) ¢i 45 (S17) alel v 8 lokusech, pficemz pramérny
pocet alel na lokus Cinil 6,25 (S31) a 5,63 (S17) a pocet alel na lokus se pohyboval v rozmezi
5-8 (S31) a 4-7 (S17). Detailni informace ohledné velikosti a frekvenci alel pro kazdy dataset
uvadi tabulka 10 a 11.

Testovani 15 publikovanych genomickych markerd pro srovnavaci Gcely ukazalo, ze
uspésné amplifikovalo 14 z 15 markera (93,3 %). Dalsim testovanim v kapilarni elektroforéze
bylo zjisténo, ze 5 (33,3 %) markert vytvaii fadu nespecifickych amplikonti a tudiz je
nepouzitelnych pro markerovaci ucely a zbylych 9 markert (60 %) je monomorfnich. Pfimé
srovnani variability a rozliSovaci schopnosti novych a publikovanych markerti tudiz nebylo

mozné.

Tabulka 10 Velikosti a frekvence alel EST-SSR markerii na 31 genotypech

EST16 EST19 EST26 EST48
Alela Frekvence Alela Frekvence Alela Frekvence Alela Frekvence

268 0,0250 191 0,2857 118 0,2258 186 0,6290
271 0,1750 203 0,0536 121 0,0645 189 0,1290
277 0,250 206 0,2500 127 0,0968 192 0,0323
280 0,4750 209 0,1429 142 0,4839 195 0,0645
286 0,0750 212 0,2143 145 0,0968 198 0,0806

227 0,0179 148 0,0323 204 0,0645

230 0,0179
233 0,0179
EST51 EST53 EST56 EST61

Alela Frekvence Alela Frekvence Alela Frekvence Alela Frekvence
221 0,0741 177 0,0645 145 0,0323 221 0,0323
226 0,5370 180 0,5806 148 0,1290 224 0,1290
229 0,3333 183 0,1452 151 0,1935 227 0,1935
232 0,0185 186 0,0968 154 0,2742 230 0,2742
235 0,0307 189 0,0323 157 0,0161 233 0,0161

192 0,0323 160 0,3548 236 0,3548
198 0,0323
201 0,0161
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Tabulka 11 Velikosti a frekvence alel EST-SSR markerii na 17 genotypech

Alela

268
271
277
280
286

Alela

221
226
229
232

EST16
Frekvence

0,0145
0,0440
0,0745
0,1223
0,0291

EST51
Frekvence

0,0588
0,5000
0,4118
0,0294

Alela
191
203
206
209
212
230
233

Alela
180
183
186
192
198
201

EST19
Frekvence
0,0683
0,0133
0,0543
0,0268
0,0683
0,0133
0,0133
EST53
Frekvence
0,5294
0,2059
0,1176
0,0588
0,0588
0,0294

Alela
118
121
127
142
145
148

Alela
145
148
151
154
157
160

EST26
Frekvence
0,2353
0,1176
0,1176
0,4118
0,0588
0,0588

EST56
Frekvence
0,0588
0,1176
0,1765
0,2647
0,0294
0,3529

Alela
186
189
192
198
204

Alela
221
224
227
230
233
236

EST48
Frekvence
0,0013
0,0002
0,0001
0,0001
0,0001

EST61
Frekvence
0,0588
0,0157
0,0237
0,0398
0,0078
0,0480

5.4.2 Vicerozmérna analyza pro identifikaci jednotlivych odriad

pomoci shlukové analyzy (CLU) a analyzy hlavnich komponent (PCA). K analyze byl pouzit
pouze dataset S17, jelikoz PCA neumi pracovat s chybé&jicimi hodnotami, a navic by dochazelo
ke zkresleni rozliSovaci schopnosti ziskanych markerti. Jak ukazuji vysledky v podobé

dendrogramu (Obrazek 24) a 2D grafu komponentniho skore (Obrazek 25), tak se podafilo

jednoznaéné odlisit od sebe vSech 17 odrid.
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Obrazek 24 Dendorgram pribuznosti 17 odrid
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6 Diskuze

6.1 Bioinformaticka analyza

Jak ukazaly vysledky této préace, spojeni bionformativni analyzy sekvencnich dat spolu
s laboratornim ovétenim a testovanim de novo navrzenych EST-SSR markert, umoznuje nové
markery vyvinout pomérné rychle a efektivné. V ramci experimentdlni Casti se zacalo
s ovéfenim jiz publikovanych genomickych SSR markeru dle studii Celik et al. (2014) a Kati
et al. (2013). Bohuzel béhem testovani na kapilarni elektroforéze bylo zjisténo, Ze 5 z nich
vytvaii fadu nespecifickych produkti a 9 z nich je monomorfnich a tudiz nepouzitelnych pro
odliseni odrud. Proto se dale pracovalo s 80 EST-SSR sekvencemi, pro které byly navrzeny
vhodné primery jako potencialni de novo markery, nakonec 8 markerti vykazovalo vysoky
polymorfismus a reprodukovatelnost, coZ jsou nezbytné vlastnosti kvalitnich markerd pro
odlieni odrid maku setého (Papaver somniferum L.). Usp&snost EST-SSR pii detekci a
identifikaci maku setého a jemu ptibuznych druht uvadi také studie Selale et al. (2013), ktera
testovala 93 EST-SSR markerti na 37 genotypech a shledala 67 EST-SSR markerti vhodnych
k dal$im analyzam.

Mnoho dal$i autorti vyuziva pravé EST-SSR pro popis a identifikaci fady rostlinnych
druhtd (Chung et al., 2000; Yu et al., 2004; Poncet et al., 2006; Lee et al., 2011), hlavné diky
rychlosti, efektivnosti a jednoduchosti této technologie. Velkou vyhodou je i niz8i ndkladovost
a dobra dostupnost charakterizovanych EST sekvenci, kterych je u maku setého (Papaver
somniferum L.) znamo jiz 21 094 (NCBI, 2018).

Jak uvadi Varshney et al. (2005), EST-SSR markery vyvinuté pro jeden danych druh,
mohou byt dobte reprodukovatelné i pro jiné ptibuzné druhy, pfi¢emz tato prenosnost je v rdmci
genomickych SSR markerti velmi omezend. Na druhou stranu genomické SSR markery
vykazuji vy$si miru polymorfismu, nez EST-SSR a maji tedy lepsi schopnost odlisit i genotypy

s vysokou podobnosti. Nicméné pro genomické SSR je nezbytné disponovat dostatecnym

24
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6.2 Optimalizace a testovani navrZenych primeru

U navrzenych EST-SSR markerti probéhla testovaci a optimalizacni faze pomérné rychle
a jednoduse za pouziti simplex PCR, jejiz GspéSnost se da prisuzovat kvalitné izolované DNA
a pouziti specidlniho typu reakéni smési tzv. kitu (nebo také master mixu). Vyhodou takovychto
PCR mixt je zajisténi spravné koncentrace jednotlivych komponent reakéni smeési, a tudiz
snizeni ¢i eliminace chyb zplsobenych naptiklad pipetovanim. Neopomenutelnym kladem
téchto reakénich smési je vysoka robustnost systémil, zplisobena hlavné pouzivanim
specialnich aditiv. V piipadé pouzitého kitu od Qiagenu se jedna o blize nespecifikovany ,,MP
faktor* a ,,Q-solution®, které usnadnuji amplifikaci problematickych usekli bohatych na GC
pary a napomahaji stabilizovat jednotlivé primery. Dals$i zlepSeni pfedstavuje pouzivani Hot-
Start polymerazy (Dabney and Meyer, 2011). Hot Start polymeraza je modifikovanym typem
Taq polymerazy, kterd ma reverzibilné blokovanou enzymatickou aktivitu. V prvnim cyklu
PCR dochazi k odblokovani této aktivity a tim je zajiSténo, ze nedojde k nespecifické
amplifikaci DNA b&hem prvnich nékolika cyklu, coz je kli¢ové z hlediska kvality. Diive, kdy
nebyly dostupné podobné kity, bylo nutné ptidavat polymerazu do reakéni smési samostatné,
zpravidla v poslednim kroku pfipravy smési pro PCR. Jelikoz i za pokojové teploty dochazelo
k nespecifické amplifikaci diky aktivité polymerazy, bylo nutné pracovat co nejrychleji a
vysledek amplifikace byl nejisty. Z téchto hledisek se pouzity Kit osvéd¢il pro minimalizaci
chyb a urychleni procest analyzy navzdory vys$im finan¢nim nakladim na jednu PCR reakci.

Béhem PCR v experimentalni praci byla dale sledovana a optimalizovana specifita
primert pii riznych annelacnich teplotach. Tato teplota se standardné pohybuje mezi 45-60°C.
Pokud je ale teplota v PCR programu nastavena ptilis vysoko, mtize se stat, ze primery vibec
nenasednou k templatové DNA a amplifikace fragmentt neprob&éhne. Nebo naopak pokud by
byla teplota nizka, nez je dana pro urcity primer, mohlo by dochazet k nespecifické amplifikaci
nezadoucich fragmentt. Jako optimalni TV této praci byla vyhodnocena teplota 57 nebo 60°C,
s ¢imz se shoduje i studie Selale et al. (2013), kde byla pouzita teplota 55-60°C.

V ramci optimalizace amplifikace bylo pro dalsi testovani vybranych mikrosatelitnich
markerti navrZzeno nékolik novych primeri. Konktrétné u EST26 a EST51 byly navrZzeny nové
primery se specialni koncovou sekvenci (,,pig tail), kterd usnadniuje pridavani netemplatového
A polymerazou. Pokud béhem PCR reakce dojde k pfipojeni netemplatového A pouze k ¢asti
fragmentt, dochazi ke komplikacim pii hodnoceni vysledki (Smith et al., 1995), a proto se
vV mnoha laboratofich nastavuje v programu PCR delsi findlni elongace, aby se u vSech

vzniklych produktd doSlo k pfidani netemplatového A a docililo se jednotnych profilt
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Vv genetickém analyzatort (Butler, 2012). Clarke et al (2001) uvadi, ze vznik netemplatového
nukleotidu mize také souviset se sklouznutim DNA polymerazy. NejCastéji se jedna o adenin,
ale Browstein et al. (1996) se béhem své prace setkal také s pfidavam netemplatového jiného
nukleotidu, konkrétné cytosinu. Problém s netemplatovym nukleotidem opét eliminovat
pomoci pigtail primerid. Dale Clarke et al. 2001 uvadi, ze lze témto chybam predchazet
optimalizaci PCR a pouzitych pufri.

Nekteré laboratore feSi tento problém pouzivanim polymerazy, které neumi ptidavat
netemplatové A na konec sekvence. Mezi takovéto patii napi. Hot Start Fusion II polymeraza
nebo Herculase II Fusion polymeraza (Dabney and Meyer, 2012).

Pouziti pigtailovych primert vedlo zlepSeni kvality vysledného profilu u EST-SSR
markerta 26 a 51, které byly spolu s 6 dalsimi (EST16, EST19, EST48c, EST53c, EST56b,
EST61) vybrany jako nové vytvorené kvalitni EST-SSR markery.

V ramci lepsi kvality a reprodukovatelnosti ziskanych vysledkii byly Gspésné vytvoreny
pro kazdy z 8 finalni markerd alelické zebtiky, které slouzi k zjednoduseni interpretace pii
porovnavani dat v jinych laboratotich, ¢i pii identifikaci genotypu. Vzhledem k omezenym
¢asovym moznostem bylo osekvenovano pouze 6 alel lokusu EST48c, a proto bych doporugdila
v dalsi krocich osekvenovani ostatnich alel nové navrzenych markerd. Dale by bylo vhodné
vytvoreni a optimalizace multiplexové PCR pro zjednoduseni identifikace na vétSim mnozstvi

genotypu.
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[ Zavér
Zavéry predlozené diplomové prace vychdzi ze stanovenych cilii prace, které se podafilo ve
vSech bodech splnit. Strucné shrnuti poznatki je uvedeno v nésledujicich bodech:
« Byla provedena bioinformatické analyza dat pomoci genetickych databazi
o Nasledn¢ byla testovana funkce nové navrzenych EST-SSR markertii na ziskané skupiné
odrud. A dale byla provedena optimalizace podminek pro jejich tispésnou amplifikaci.
o Podafilo se vybrat a optimalizovat 8 ESR-SSR markerti s ptesné¢ zndmou velikosti
a frekvenci alel na 8 lokusech 17 odriid méku setého.
e Poslednim bodem ze stanovenych cili prace bylo otestovani rozliSovacich schopnosti
nove vytvofenych EST-SSR marker, které byly zhodnoceny jako u¢innym nastroj pro
identifikaci, hodnoceni a dalsi studie odriid maki setého, ¢imz byla potvrzena hypotéza

piedlozené prace

Doporuceni pro praxi a dalsi vyzkum
Zde popsané mikrosatelitni markery pfedstavuji nové vyvinuté nastroje pro identifikaci
a detekci odriid maku setého, popt. aplikovatelné i na druhy piibuzné, proto je mozné doporucit

jejich vyuziti v oblastech potravinaiského, farmaceutického a technického pramyslu.
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9 Seznam pouzitych zkratek

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

bp = base pare (part bazi)

DNA = deoxyribonucleic acid (Deoxyribonukleova kyselina)

EST = Expressed Sequence Tags (exprimované sekvencéni useky)

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

gSSR = genomic SSR (genomicky mikrosatelit)

kb = kilobase (kilobaze)

MMR = Mismatch Repair (system) (opravny systém)

NCBI = National Center for Biotechnology Information

nt = nucleotide (nukleotid)

PCR = Polymerase Chain Reaction (Polymerazova fetézova reakce)

RAPD = Randomly Amplified Polymorphic DNA (ndhodna amplifikace polymorfni DNA)
RFLP = Restriction Fragment Lenght Polymorphism (polymorfismus délky restrikénich
fragmentt)

SNP = Sigle Nucleotide Polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)

SSR = Simple Sequence Repeat (sekvencné jednoduché repetice)

STR = Short Tandem Repeat (kratka tandemova repetice)

Ta = annealing temperature (teplota pfisedani primert)

UTR = Untraslated region (3'Ci 5" neptekladana oblast)
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10 P¥ilohy

Tabulka 12 Navrzené primery EST01-40

Marker
ESTO1
ESTO2
ESTO03
ESTO04
ESTO05
ESTO06
ESTO7
ESTO8
ESTO09
EST10
EST11
EST12
EST13
EST14
EST15
EST16
EST17
EST18
EST19
EST20
EST21
EST22
EST23
EST24
EST25
EST26
EST27
EST28
EST29
EST30
EST31
EST32
EST33
EST34

Motiv

TAC
TCG
TAC
ACT
CGT
TCT
ACT
AGA
TAG
TTC
TTC
ATA
TTC
TCT
ATT
TCT
TAG
CTA
CAT
TCT
TTC
TCT
TCT
CTT
GTA
TCT
TTC
TCT
TCT
TTC
CTT
TTC
ACG
TTC

| AGT
. TCT

ATT
ATC
TTC
CGT

Repetice
17
19
20
20
15
15
25
15
19
15
17
16
19
27
23
15
15
20
15
17
23
17
18
22
18
15
15
17
21
20
22
15
15
15

26 |
13

12
12
12
12

Velikost
178 bp
314 bp
315 bp
319 bp
286 bp
296 bp
221 bp
199 bp
274 bp
188 bp
300 bp
262 bp
258 bp
285 bp
311 bp
283 bp
303 bp
237 bp
227 bp
248 bp
310 bp
281 bp
313 bp
315bp
241 bp
132 bp
136 bp
300 bp
178 bp
111 bp
280 bp
214 bp
281 bp
190 bp
309 bp
116 bp
236 bp
213 bp
247 bp
209 bp

F primer (5°-3")
AACCGTAAACCGTAAACCGTAA
CCTTACCCTTTACCCTTTACCC
CCATTGTTCTGCCTTCTTCA
AACCCGTAAACCCGTAAACC
CCGTACCTACCTACCTACCTACC
GAAAGACCCCTCCTCCTCCT
ACTACTAACCACACACACACACACT
GATGGAGAAGAGAGAGGTGAGG
CTACACTTCCCATCAACATCTTC
CCTAAGCAAATCAAACAACTGC
AACCCTGCTAACATCCCTCA
CAAAAGTGGAATTTGGACAGG
TCAACGACTGATGGCTGTTC
AAGACCCTCCTCCTCCTCCT
TCTCCTTCCTTGTTCTTCTTCTTC
CATCCAATCACCCAACACAG
TGTGGTTCTGAGGATGATGTT
CACACACACAACTAACACAACACA
TTTCTTCTCCCGTTCCTTCA
AATCCCAGTCGTGGTGGTAG
CGCTATATCCTCCGCAATCA
CTCTCATAAGCATGCGACCA
ATTTCCCAAGCTGTCCTTCC
GCCTCCAAATCTCTCTTTTCC
CTCCTTCCGCAATTGTTGTT
GTGAGGAGGACGAGCTTTTG
CGAAGCTGAAGCCATTATCTG
ATTGTGGGGTCCTTTGTGAA
TTGATTTTCGCAGTGGAATG
TCTTCTCGCTGTTCTCGATG
GCCTCCAAATCTCTCTTTTCC
TGAATGAGATTAGCGTCGTTG
TCGTCATTCCAGATGCAAAA

AAGCAGGTCTATCATCCACACTC

{ ACACCACCACCAACAGACAA

‘GCAGCAGTACCACCAAATCC

GGTGGTTTTCCTTTCCCATT
GCCACCCATCTCTTCATCAC
TTGACACTCCACGCAAGAAA
TAACGAAGGACGGAGGGTAG

52

R primer (5’-3")
AACGAACGAACGAACGAAAC
GAACGACGAACGAACGAAC
CGGTAAACGGTAAACGGTAAA
GGTAGGTAGTGTGTGTGAGAGAGAG
CGGTAAACGTAAACGAACGAA
CCTTCCTCGAGCTTTGTTTG
CGGTAACGGTAACGTAGTAGGTAG
TTCGTTCGTTCTTCTTCGTTC
AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGACGAC
GGATGAGCAAGAGAGCAAGG
CTACTCCCTCGTGTGCTTGG
CGGCTTTAACCCTTTTCGTT
ACGTTACGGGAAAGGGAAAC
CCTTAACCTTACCGTTCTTACG
CTCGTGTGCCTTGGCAGT
TGGCATCCAACCAAGTTACA
CTCTCTCTCTCTCGTCGTCGT
GAGAAGAAGAAGAAGAACGAACG
CGGTGATGATGATGGTTGTT
TGCCTTGGCAGTCTCAGTAA
CTATCCCTCGTGTGCCTTG
CCTTGGCAGTCTCAGCAGTT
CGTAACCAACGACTTACTTAGGTTT
TGTCGTTCCTCCTCCATCTT
CCGTTTACCGTTTACCGTTT
CCGTTGTAAAATACCGACTGC
CTCGTGTGCCTTGGCAGT
ACCTACCGAAACCGACGTTA
TGGCAGTCTCAAGGAAACAA
TATACCCTCGTGTGCCTTGG
TTTTCTTCGTACGCCAAACC
CTTGGCAGTCTCAGCTTCAG
TGTGTGTGTTACGTTCGTCGT

CGTACGAAACGACCGTACCT

§ CAACGGACTAACGGAACACC

‘TTGTGAACGGAGGAGGTCTT

AGCAGCAGCAGCAACAACTA
GGGTAAGGGGTTAGGGGTAA
TACCCACTTGTGCTGCTTGA

GGAACGGACGACGACTAAAC



Tabulka 13 Navrzené primery EST01-40

EST41
EST42
EST43
EST44
EST45
EST46
EST47
EST48
EST49
EST50
EST51
EST52
EST53
EST54
EST55
EST56
EST57
EST58
EST59
EST60
EST61
EST62
EST63
EST64
EST65
EST66
EST67
EST68
EST69
EST70
EST71
EST72
EST73
EST74
EST75
EST76
EST77
EST78
EST79
EST80

GAT
AAC
TCT
CTT
CTT
TGA
CTT
TCT
TTC
TTC
TTA
CTT
TTC
CAT
TCA
TTC
CTT
CTT
TTG
AGT
TTC

CGT
TCT
CTT
CTT
TTC
TTC
CCA
CTT
TTC
CTA
ATT
TCT
GTA
TTC
TTC
TCT
TCA
TCT

13
12
12
14
14
13
13
12
12
12
14
12
12
13
13
13
12
12
14
12
12
12
13
13
12
14
14
12
12
14
12
13
13
12
12
12
14
12
12
14

261 bp
190 bp
171 bp
280 bp
106 bp
293 bp
238 bp
274 bp
296 bp
279 bp
225 bp
217 bp
149 bp
289 bp
277 bp
240 bp
286 bp
283 bp
260 bp
259 bp
235 bp
270 bp
258 bp
265 bp
287 bp
135 bp
242 bp
295 bp
178 bp
170 bp
198 bp
144 bp
231 bp
236 bp
137 bp
258 bp
145 bp
244 bp
186 bp
234 bp

ATTGATGGCCCAGTGAGTTC
TCATCTTCAATGGCGAGAGA
GGCTGCTGCTTCTTTCATCT
ATTTCTCCTCCCCGCTAAGA
ACAAAACTCCGCGAGTCAAT
TTGTGGATGTGATGGGCTAA
CCAACCCCTGTTGTTTCATT
GCTCTGACTCGTGAGAAGCTA
TGGAGTGGGACAAACAGAGA
CCTAAGCAAATCAAACAACTGC
CCCAATTGTGGGTTCTTTTG
AAGCTCTTCCGACTCACTGC
TCAATACCCACAAAAGGAGGA
CATCCATCCATCCATCCATC
CATCCATCCATCCATCATCA
GGCTGCTGCTTCTTTTCATC
GAGACTGAGGCGATTTACGC
TCAACTCCACCACTCCATCA
TGGGGTTTGATTGCTAAAGG
TCAGTTCGTCTTTTGTTCCTTC
GGCTGCTGCTTCTTTTCATC
GGCAGTTAAACGAACCTGGA
CAAATACATTCCCCGCTCTG
CACAGCTTTTCAAGCACCAA
GAGACTGAGGCGATTTACGC
GCACCAATCAATCACCACCT
GGATATTTTGGGGTTACAGTTG
GGAGTGGGGACAAACAGAGA
TGGAGAATCCAGAAGCACAA
TTGAGCTTTCGGGTACCATC
AACCCCTCTAAGGATGTTGGA
CGTTACGTTCGTTCTTCTTCTTC
CCCGAGGTGAAACTTCTCTG
GAATACGATGGCGTTTCACC
GTCGTTGATGTTACGCGATG
CCTTCTCCCAACTCACCAAA
GGCTGCTGCTTCTTTCATCT
GAATACGATGGCGTTTCACC
TCAGACTTGCCACTGAAAGC

GCACATGTTCTTAGTGTGATGGA

53

TTTCAACTTTCACCCCTCTCA
AGATTCGTCGGTTCAACACC
CTATCCCCTGTGTGCCTTG
CGAGTACGTTCACGGGAGTT
GAGACGGCTTTGTGATGGAT
GTCCTCTCCAGTCTCCACCA
TTCTCATTCCCGAAATCACC
GATGACGCATTGCCAAGATT
TGTTTGAAATCCACCACCAA
TTGTCTCTCCCGTTTCATCC
CGACATGATGCCAATTCAAG
AGGAAAGGTGCCGTCTAATG
CATCAGCAAATGCCATGAGT
AAACGTTCGAAAACCGTTGA
GTTCGAAAACCGTTGAACCT
GGCCCACTATAGGCAAACTG
AGTTCGAGGAGGCCGTTATT
CATCCCCAGCTGTACTGGAT
AAACCCAACAAAGTCACAAGC
CGTTCGTTCCTTTACTTCTTTTACG
ATAGGGCAAACTGCCTGCTA
ATCAAACACCAACACGCTCA
ACGACGACGACGAGAGAGA
AACCAACCAACGCAAAGAAC
GGAGTTCAGGAGGCCGTTAT
TTCATGATTCGGCTGTTCTG
GATTGCCTCTGTCGTCCATT
CCTGTTAGAAATCCACCACCA
ATGAAGGGCAAAACGAACAC
AATTGGAGTGTGGGAACAGC
TACCCACTTGTGCTGCTTGA
GTAGTGTGGTGGTGGTGGTG
CTATCCCCTGTGTGCCTTG
TGGCAGTCTAGATCTCCTCCTC
CCTCCTCTCTCTCTCTCTCTCG
TGGCAGTCTCAGAAACCCTAA
CCTATCCCTGTGTGCCTTG
CGTGTGCCTTGGCAGTCTA
CCTCTCGGATCCAGGTAGTG

GGTTACGTATACTTGTCCCACTTG



