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Molekularni metody hodnoceni genotyp

14.1. Izolace DNA

V aplikacich zamérenych na analyzu rostlinného genomu je samoziejmym
predpokladem mit dostate¢né mnozstvi izolované DNA. Pozadovany stupen Cistoty a
kvalita izolované DNA pak zavisi na metodé, jejiz pouziti se predpoklada. Napt. v
pripadé AFLP, nebo starsi metody RFLP to hlavné znamena ¢istotu umoznujici Stépeni
DNA restrikénimi endonukledzami a také pocateéni vysokomolekularitu izolované
DNA. Pro aplikace zahrnujici polymerazovou fetézovou reakci (dale jen PCR) nesmi
izolat obsahovat kontaminanty, které interferuji s né€kterou ze slozek PCR reakce.
Naroky na vysokomolekularitu zde jiz nejsou tak vysoké. Celkové by zvoleny postup
izolace DNA mél byt rychly, jednoduchy a levny.

DNA je mozné izolovat klasickymi metodami zaloZenymi na bazi svépomoci
pripravenych roztoki, nebo za pouziti komercnich kitli, kterych je na trhu nabizena
cela rada. Pracuji na obecné znamych principech, kdy jednotlivé reagencie jsou
dodavany ve formé jiz hotovych roztokt. Soucasti kitu byvaji také potiebné laboratorni
plasty, ¢asto kolony pro zachyceni DNA. Pouziti kit je pohodlné, snadné a jejich
znacnou vyhodou je rychlost izolace DNA. K nevyhodam lze priéist vysSsi cenu a u
nékterych kit také relativné malé mnozstvi ziskané DNA, které nemusi byt pro nékteré
aplikace dostatec¢né.

Obecny postup izolace DNA

Izolace DNA at uz klasickymi postupy, nebo pfi pouziti komerénich kitli, zahrnuje nékolik
zakladnich krokii. V nékterych protokolech mohou byt urcité kroky slouceny, nebo zcela
vynechdny — vzdy zalezi na pozadované kvalit€ a kvantité DNA. Kazda izolace zadina
narusSenim bunék pletiva, z néhoz je DNA izolovdna. VétSinou nasleduje odstranéni
kontaminujicich latek, z nichz nejsledovanéjsi jsou proteiny, RNA, polysacharidy a polyfenoly.
V zavéru je DNA oddélena z roztoku sraZenim alkoholem, nebo absorpci na pevné fazi,
precisténa a rozpusténa (nejcastéji v TE pufru).

Homogenizace materialu a lyza bunék

Zéakladnim cilem tohoto kroku je naruseni bunék a vyliti bunééného obsahu do roztoku.
Pouzitd metoda homogenizace se ridi typem pletiva, které je treba homogenizovat,
planovanou metodou izolace DNA a v neposledni radé technickym vybavenim
laboratore. MenS$i pocet vzorklal je mozné rozdrtit v tfeci misce. Aby nedochézelo
k oxidaci, provadi se homogenizace bud za nizkych teplot (vymrazeni misek
v hlubokomrazicim boxu, nebo pouziti tekutého dusiku), nebo v tecim pufru. Pro
vysoké pocty vzorki jsou na trhu dostupné rizné homogenizéry, pripadné automaty,
které provadéji cely proces izolace za minimalni potieby lidské sily. Pii izolaci DNA
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napt. z bakteridlnich kultur casto postac¢i pouhé povareni bakterialni suspenze ve
vodném roztoku.

Homogenizované pletivo je obvykle prevedeno do roztoku, ktery obsahuje detergenty,
pripadné enzymy, jejichZ tkolem je lyza dosud nenarusenych bunék. Pro zlepseni
efektivity tohoto kroku je obvykle vzorek inkubovan po dobu né€kolika minut pfi
teplotach 65 — 68°C

Odstranéni kontaminuijicich latek

RNA

Pro odstranéni nezddouci RNA z izolatii se v béznych protokolech nejcastéji vyuziva
digesce ribonukleazou, pricemz moment zarazeni tohoto kroku do postupu izolace se
mize u jednotlivych protokolt lisit.

Proteiny

Pritomnost proteini je v roztoku DNA uréeném pro analyzy molekularné genetickymi
metodami nezadouci, mj. protoze precipitaty izolované DNA se pti jejich kontaminaci
spolusraZzenymi proteiny zpé€tné rozpoustéji pomérné Spatné. Vysoky obsah proteini
v koneéném izolatu DNA miize také negativné ovliviiovat priibéh PCR reakce.

Tento krok ve standardnich protokolech nejcastéji nasleduje po tpravé vzorku
RNéazou, ¢imz je soucasné z roztoku odstranén tento pouzity enzym.

Proteiny mohou byt odstranény pouzitim dodecylsulfatu draselného (soucast roztoku
pouzivaného pti lyzi), ktery tvori s proteiny nerozpustné komplexy. Tento zptisob ale
miize byt nedostate¢ny pro néktera pletiva bohata na proteiny.

K razantnim metodam odstranéni bilkovin patfti jejich denaturace pomoci organickych
rozpoustédel (nejcastéji smés fenol - chloroform - izoamylalkohol v poméru 25:24:1).
Denaturované proteiny pak miizeme pozorovat jako Sedou suspenzni vrstvu v interfazi
mezi vodnou a organickou fazi. Ve vodné fazi je rozpusténa DNA, ktera je v dal$im
kroku odpipetovana. Jelikoz fenol i chloroform patii k toxickym latkam, nepatti tento
postup odstratiovani bilkovin v sou¢asné dobé k bézné pouzivanym.

Obr. ¢. Chloroform-isoamylalkoholova extrakce
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Vodna faze s rozpusSténou DNA

Denaturované proteiny

Zbytky bunék

Polysacharidy

Rostlinné burnky jsou vétSinou na polysacharidy velmi bohaté. Podileji se totiz na
vystavbé bunéénych stén, mnoho rostlinnych bunék pak obsahuje ptimo zrnka skrobu.
Navic nékteré rostliny akumuluji i tzv. gelujici polysacharidy, coz plati zvlasté pro
rostlinna pletiva vystavena enviromentalnim stresim. Stejné jako u proteind je
hlavnim cilem zabranit spolusrazeni polysacharidii s DNA (to mlize opét znamenat
Spatné zpétné rozpousténi takovychto srazenin). Pii vysSich koncentracich mohou byt
také pricinou gelovitého charakteru izolatu. Navic piitomnost polysacharidi muze
branit a¢inku enzymi ptsobicich na DNA a tim inhibovat takové procesy jako je
Stépeni restrikénimi enzymy nebo PCR. Nevyhodou také je, Ze ptisobi jako interferenty
pri spektrofotometrické kvantifikaci obsahu nukleovych kyselin v izolatech.

Nékteri autori pro jejich odstraniovani doporucuji pouziti hydrolytickych enzymi nebo
kolon s iontoméni¢i. Castéji se ale spolusrazeni DNA a polysacharid@i zabratiuje
vytvorenim takového prostredi, ve kterém je jedna slozka udrzovana jako roztok,
zatimco druha se v daném prostredi srazi. Jako vhodny reagent je pro tento tcel
v pracovnich protokolech izolace DNA vyuzivan napt. CTAB (cetyltrimetylamonium
bromid), kdy jsou pfi precipitaci DNA polysacharidy udrzovany v roztoku.

Polyfenoly

Mnoho rostlin obsahuje $kalu latek fenolického charakteru véetné polyfenold, které
jsou snadno oxidovatelné. V homogenatu, kde doslo k degradaci bunéénych stén, je
usnadnéno pusobeni prislusnych oxidaz a vznikaji tak hnédé oxidované polyfenoly,
které maji tendenci se spolusrazet s proteiny a nukleovymi kyselinami. Pro vétSinu
proteinti to znamena jejich denaturaci a nukleové kyseliny se stavaji nerozpustné, popr.
velmi Spatné rozpustné. Vétsinou je narusena jejich stépitelnost restrikénimi enzymy i
jejich  pouziti jako templathi pro PCR. Nejcastéji je pouzivan piidavek
polyvinylpyrrolidinu (PVP) do extrakéniho pufru, ktery slouzi jako absorbent
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polyfenolti, nebo pridavek reagenti s SH skupinou, které zajiStuji antioxidacni
vlastnosti prostiedi (cystein, B-merkaptoetanol).

Srazeni DNA

Jakmile je z roztoku odstranéna vétSina kontaminantt, provadi se jeSté doc¢iSténi DNA.
U Kklasickych postupi je vétsinou DNA vysrazena vysoce koncentrovanym alkoholem
(90% etanol, isopropanol), srazenina je pomoci centrifugace usazena na dno zkumavky
a zbyvajici roztok je odstranén. Srazeninu je mozné jesté n€kolikrat promyt alkoholem
a poté vysusit a znovu rozpustit v deionizované vodé, nebo lépe v TE pufru.

Obr.¢. — DNA vysrazena alkoholem

Extrakce na pevné fazi

DNA v pritomnosti chaotropnich soli adheruje na silikatovy povrch. Této jeji vlastnosti
lze dobfte vyuzit béhem izolace. DNA je navazana na silikagelu, zatimco kontaminujici
latky ziistavaji v roztoku a mohou byt snadno oddéleny centrifugaci. Preéisténou DNA
na povrchu ¢astic Ize pak snadno uvolnit pridanim vody, nebo vhodného roztoku
s nizkou iontovou silou. Silikat miize byt pouzit ve formé suspenze, castéji je umistén
ve formé modifikované mebrany uprostied mikrozkumavky (tzv. kolona) — tento
pristup vyuziva rada spoleénosti pti vyrobé kit pro izolaci DNA.

Vyuziti magnetickych €astic pfi izolaci DNA

Samotny magnet DNA nevaze, proto se ptiizolaci vyuzivaji kovové ¢astice s upravenym
povrchem. Pro izolaci DNA je nejéastéji pouzivan pravé silikatovy povrch kovovych
castic (viz predchozi kapitola), ale kovové ¢astice mohou byt také pokryty oligo dT
konci pro vazbu polyadenilovanych koncti RNA, rtiznymi protilatkami atd... Magnet je
poté pouzivan pro snadné oddéleni téchto kovovych ¢astic z roztoku. Tento princip
casto vyuzivaji poloautomatické stroje na izolaci DNA.
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14.2 Kontrola kvantity a kvality izolované DNA

Znalost mnozstvi a kvality vyizolované DNA neni nutnd pro vSechny molekularné
genetické aplikace a proto lze tento krok v nékterych pripadech ptreskocit. U nékterych
analyz jde vSak o informaci velmi dtleZitou a podstatnou pro dobry vysledek.
V takovém pripadé je lépe pouzit i vice metod ke zjisténi koncentrace a vysledky
vzajemné porovnat.

Spektrofotometricky

Na spektrofotometru je zmeétena absorbance roztoku pii [J = 260 a 280 nm. Timto
postupem lze ziskat pomérné presnou informaci o mnozstvi vyizolované DNA, nikoliv
vSak o jeji kvalité. Nevyhodou je, Ze také polysacharidy vykazuji absorbanci pii
podobnych vinovych délkach a pri jejich nedokonalém odstranéni miize dochazet ke
zkresleni vysledkii.

Obr.¢.: Spektrofotometr Helios

Fluorometricky

DNA je obarvena fluorescenénim barvivem a na fluorometru je zmérena intenzita
signalu. Vyhodou je specificita, protoze barvivo interkaluje do dvousroubovice DNA a
pripadné kontaminace izolatu nemaji zasadni vliv na namétrenou koncentraci. Timto
postupem ovSem nelze ziskat informace o kvalité izolované DNA.

Obr.¢.: Fluorometr
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Elektroforeticky

Izolovand DNA je separovana v agar6zovém gelu a intenzita ziskaného signalu je
porovnana s hmotnostnim standardem (¢asto LILIDNA). Pro vypocet intenzity
jednotlivych signalt 1ze vyuzit software, nicméné i tak je tento vysledek méné presny,
nez vySe uvedené metody. Na druhou stranu ziskavame informaci o kvalité izolované
NK. Podle formy signidlu na gelu je mozné poznat, zda je ziskand NK
vysokomolekularni, nebo jiz degradovana. K degradaci DNA miize dojit béhem izolace,
ale i pfed ni. Velmi zalezi na materiélu, ktery byl pro izolaci DNA pouZit.

Obr.¢.: Izolovanid neposkozena DNA. 10 [Il DNA bylo nadavkovano na 1%
agarozovy gel Mnozstvi DNA lze odhadnout vypoditanim intenzity signalu
hmotnostniho standardu L1 DNA a jeho porovnanim s intenzitou jednotlivych vzorki
DNA napt. pomoci programu GeneTools, na vedlejsim obrazku je degradovania DNA
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14.3 Vyuziti elektroforézy v molekularni genetice

Elektroforéza nukleovych kyselin je zaloZena na skute¢nosti, ze nukleové kyseliny (dale
NK) jsou v neutralnim nebo zasaditém prostiedi polyanionty. Protoze se zvysSujicim se
poctem nukleotidi v molekule DNA (RNA) amérné roste i naboj molekuly, pomér mezi
molekulovou hmotnosti a nidbojem je konstantni. Tento fakt znemoznuje u¢inné
rozdéleni nukleovych kyselin ve volném roztoku na zakladé jejich velikosti.
Elektroforéza NK se proto provadi na vhodném nosiéi a to i z praktickych divoda
(snadna manipulace, stalost ziskaného rozdéleni apod.). Jako tyto nosice se nejlépe
osvédcily agar6zové a polyakrylamidové gely.

Gelova elektroforéza je metoda pro separaci a analyzu makromolekul (DNA, RNA a
proteinil) v zavislosti na jejich velikosti, usporadani a naboji. Vyuziva gely o rtizné
velikosti pord, skrze které se fragmenty makromolekul pohybuji. Gely tvoii pomérné
hustou sit, kterou vétsi molekuly prochézeji pomaleji nez mensi molekuly — mluvime
proto o technice molekulového sita.

Nukleové kyseliny v zasaditém prostiedi nesou zaporny naboj a proto se pohybuji v
elektrickém poli od katody k anodé. Diky pravidelné struktuie molekul DNA (patet
polynukleotidu typu pentéza - kys. trihydrigenfosforecnd — pentéza - Kkys.
trihydrogenfosforecna ) je i rozloZeni zdporného naboje podél molekuly konstantni. O
rychlosti elektromigrace rozhoduje tedy pouze priichodnost molekul DNA gelem.
Priblizné plati, Ze rychlost migrace linearnich DNA fragmenti gelem je nepiimo
umérna dekadickému logaritmu jejich molekularni hmotnosti.

Pro vétSinu aplikaci se pouzité napéti pohybuje v rozmezi 4-10 V.cm™ (pocita se
vzdalenost mezi elektrodami, ne velikost gelu). Pokud je napéti piili§ vysoké, jsou
pruhy na gelu nevyrovnané, a to zvlasté v pripadé fragmentt vétSich nez 12 -15 kpb (zde
radéji pouzivame napéti od 1 do 2 V.cm1). Naopak pokud je zvolené napéti prilis nizké,
miiZe se u mensich fragmentii zacit projevovat jejich prirozena difaze.

Obr.¢.: Horizontalni gelova elektroforéza zapojena do zdroje elektrického napéti

Biometra

Pt
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Elektrolyt

Elektrolyt pouzivany pfi elektroforéze NK méa takové pH, pri kterém molekuly DNA
ziskavaji zaporny naboj. Béhem elektroforézy dochazi také k elektrolytickému rozkladu
vodného prostredi, pricemz na anodé jsou generovany protony (H+*) a na katodé
hydroxylové anionty (OH-). Tento jev zptisobuje vznik gradientu pH v okoli elektrod, a
proto je pro elektroforézu nabitych molekul pottebné pouziti pufrovaciho systému. Dva
nejcastéji uzivané pufry pii elektroforéze DNA jsou TAE - Tris-acetat s EDTA (40 mM
Tris-acetat, 1imM EDTA) a TBE - Tris-borat s EDTA (89 mM Tris-borat, 1 mM EDTA).
Protoze pH téchto pufri je zésadité, je z kyselych -OH skupin na pentbzafosfatové
kostte DNA odstépovan proton, molekula DNA celkové ziskava zaporny naboj a
migruje ke kladné nabité anodé.

Agaréza

Agarbéza je polysacharid tvoreny D-galaktosou a anhydro-L-galaktosou, ktery
produkuji nékteré moiské rasy a pod nazvem agar se pouzivd k vyrobé gelt v
potravinarstvi, mikrobiologii, imunologii ¢i biochemii.

Ve struktuie téchto polysacharidi se vyskytuji i nékteré jiné nabité skupiny jako jsou
pyruvaty nebo sirany, jejichZ obsah muzZe ovliviiovat mnoho duleZitych vlastnosti
agarozy. Nejsledovanéjsi z nich je elektroendoosmoza (zkr. EEO), ktera je uvadéna pro
upresnéni elektroforetickych vlastnosti agarozy témeér kazdym jejim vyrobcem.
Priimérnou velikost port ve ztuhlém gelu ovliviiuje koncentrace a typ agarozy, obvykle
se ale pohybuji v rozmezi 100-300 nm.

Pro elektroforézu nukleovych kyselin se pouZzivaji gely obsahujici 0,5 az 4 % agarosy.
Cim je obsah polysacharidu vyssi, tim je lepsi rozliSovaci schopnost gelu, ale tim je také
pribéh elektroforézy pomalejsi a priprava gelu je technicky naro¢néjsi.

K vyhodam agar6zového gelu patti jeho snadna priprava a zdravotni nezavadnost.
K nevyhodam potom nizsi rozliSovaci schopnost a pomérné vysoka cena. Pii izolaci
DNA z agarozového gelu je naroc¢néjsi ziskat Cisty izolat DNA.

Obr.: Separace PCR produktti na agar6zovém gelu, RAPD u skupiny genotypti rodu Prunus L.,
pouzity primer: OPE-1



http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=D-galaktosa&action=edit&redlink=1
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Polyakrylamid

Polyakrylamid (poly(2-propenamid)) je polymer (-CH.CHCONH.-) tvoreny z
akrylamidovych podjednotek. Mtze byt linearni nebo sesifovany, typicky N,N'-
methylenbisakrylamidem. Pfipravuje se z akrylamidu a bisakrylamidu, jejichz
smisenim dochézi k polymeraci. Samotny polyakrylamidovy gel neni teoreticky
toxicky, ale vstupni akrylamid je latka s prokdzanym neurotoxickym t¢inkem a testuje
se jeho genotoxicita a karcinogenita. Navic ma schopnost se v organizmu kumulovat.
Pri pripravé geli je proto nutné brat tato rizika vazné. Pripraveny gel mtize obsahovat
zbytky nezpolymerovaného akrylamidu a podle toho je s nim tfeba nakladat a pouzivat
prislu$né ochranné osobni prostredky.

Priprava polyakrylamidového gelu je pomérné pracna a manipulace s nim naro¢na.
V dnesni dob€ je mozné koupit hotové gely a vlastni ptipravé se tak vyhnout. K jeho
vyhodam patii vysoka rozliSovaci schopnost — pri dostatecné délce gelu je mozné
rozliSovat fragmenty DNA liSici se o 1 pb. DNA izolovana z polyakrylamidového gelu je
vysoce Cista, coz miize byt dulezité pro dalsi aplikace.

Obr.¢.: Vertikalni gelova elektroforéza
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Obr.: Zaznam separace produktii SSR reakce na denaturacnim polyakrylamidovém gelu pri
analyze mikrosatelitniho lokusu 55
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Kapilarni gelova elektroforéza

Separace NK probiha v kapilare naplnéné gelem v roztoku zakladniho elektrolytu.
Charakter gelu pouzivaného pro prepliiovani separacnich kapilar je obvykle vyrobnim
tajemstvim vyrobce daného pristroje. Instrumentalni systém kapilarni elektroforézy je
relativné jednoduchy. Sklada se z kapilary, nadobek ze zakladnim elektrolytem,
nadobky se vzorkem, zdroje vysokého napéti s vystupem na platinové elektrody a
detektoru, ktery je nejcast€ji upevnén primo na kapilare. Tento detektor je napojen na
pocitac, ktery zaznamenava signal detektoru v ¢ase. Nejcastéji se k méreni pouzivaji
kifemenné kapilary s ochrannou vrstvou polyimidu. Separované fragmenty DNA musi
byt fluorescencéné znaceny, aby je mohl detektor zaznamenat. Na zikladé zmétrené
rychlosti prichodu kapildrou potom pristroj vypocitava velikost DNA fragmentu. Na
principu kapilarni elektroforézy pracuji genetické analyzatory. RozliSovaci schopnost
téchto pristroji je velmi vysoka a je mozné je pouzit i k sekvenaci DNA.

Obr.¢.: geneticky analyzator ABI Prism 310
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[DANGER]
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Davkovaci pufr

Pro davkovani roztoku DNA na gel se pouziva tzv. davkovaci pufr. Ten sestava
z nékolika slozek, pricemz kazda z nich ma sviij acel. Hlavni funkci davkovaciho pufru
je omezit difuzi molekul DNA po jejich nadavkovani do komory v gelu. K témto tcelim
se pouzival napft. viskézni glycerol, ktery je v soucasné dobé stale ¢astéji nahrazovan
polymerem Ficoll 400. Soucasti davkovaciho pufru je také barevna slozka (obvykle
acidobazicky indikator), ktera v pribéhu elektroforézy migruje gelem ve stejném
sméru jako DNA. Tato slozka funguje jako vizualni kontrola priibéhu elektroforézy a
umoziuje u riznych experimenti alespon zhruba ukonéit elektroforézu vzdy ve stejné
fazi (napr. ukoncujeme elektroforézu v okamziku, kdy modry pruh odpovidajici
bromfenolové modii dosahne 3 cm od okraje gelu).
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Obr. €. : Davkovani vzorku DNA do komor agar6zového gelu. DNA byla smichana s ddvkovacim
pufrem 5 x Green GoTaq® Flexi Buffer (fa. Promega)

Velikostni standardy

Velikostni standard (marker) je smés fragmentii DNA o zndmé délce. Do kazdé rady
vzorki na gelu je vhodné davkovat alespon jeden velikostni standard, aby bylo mozné
odecist velikost separovanych fragmenti DNA. Velikostnich markert je na trhu
dostupna Siroka skala a vybér vhodného standardu pro danou analyzu je fizen
oc¢ekavanou velikosti fragmentli, pouZitou technikou separace a rovnéz barvivem
pouzitym k vizualizaci NK.

Obr.¢. : 100 bp DNA ladder (©:New England Biolabs®), barveno ethidium bromidem,
separace v 1,3 % agar6zovém gelu

Base Pairs  Mass (ng)

= 1.517 45
- 1,200 a5
= 1,000 95
- 800 a7
- 8OO 24
=700 21
- GO0 18
- 500/517 47
= 400 KL
— 300 29
- 200 25
=100 48

Barveni a vizualizace separovanych fragmentt NK
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Protoze DNA samotni neni v gelu vidét, je pro jeji zviditelnéni do gelu vnasena urcita
koncentrace barviciho ¢inidla. Tato barviva interkaluji do zavit ve Sroubovicové strukture
DNA, pri¢emz takto vytvoreny komplex pod UV zafenim emituje svétlo. Pro barveni DNA je na
trhu dostupna cela fada barviv. K ¢asto pouzivanym patii ethidium bromid. Vzhledem k jeho
schopnosti vmezerovat se do struktury DNA se ale jedna o silny mutegen. Pro praci s timto
barvivem je vhodné mit vyc¢lenénu zvlaStni mistnost a kontaminované laboratorni vybaveni z ni
nevynaset ven. Alternativou jsou podstatné drazsi barviva, jako napt. SYBR® Green, GelRed™
a dalsi, u kterych je dle vyrobcti toxicita vyrazné nizsi.

Barviva jsou pridavana do gelu jiz pred tuhnutim, nebo je mozné barvit gely po ukonéeni
elektroforézy ve vodni lazni. Ke zviditelnéni pruht DNA se potom pouziva UV transiluminator,
kterym je obarveny gel prosvicen. Ziskané vysledky se dokumentuji pomoci digitalniho
fotoaparatu. Snimky je mozno dale upravovat pomoci béznych programi urcenych pro tpravu
fotografii. Diilezity je zejména popis jednotlivych vzorki.

Obr.¢. Gely obarvené pomoci Sybr Green ®, Gel Red® a Ethidium bromidu

14.4 Zakladni molekularné genetické metody

14.4.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

RAPD byla poprvé popsiana v roce 1990 dvéma nezavisle na sobé pracujicimi
skupinami (WILLIAMS et al., 1990; WELSH et McCLELLAND 1990). Jedna se o jednu
z prvnich metod zalozenych na principu PCR, ktera pro svou jednoduchost rychle
nahradila do té doby pouzivanou metodu RFLP (z anglického Restriction Fragment
Lenght Polymorphism). RFLP je zaloZena na restrik¢nim stépeni vysokomolekularni
DNA, po kterém nasleduje prenos fragmenti z gelu na nylonovou membranu
(southern blotting) a hybridizace s radioaktivné zna¢enou sondou. RFLP poskytuje
kodominatni markery, coz je dtivod, pro¢ ji nékteré laboratoe v mensim meéritku
vyuzivaji dodnes. Nicméné se jednd o metodu relativné slozitou, jejimz velkym
nedostatkem je obvykle pouzivané radioaktivni znaceni sond. Ve své dobé méla tato
technika zasadni vliv na rozvoj molekularni genetiky, v soucasnosti se ale jedna o
okrajovou metodu.

RAPD pracuje na principu tzv. asymetrické PCR: v reakci pouzivad jediného
oligonukleotidového primeru, u kterého navic neni potreba znat konkrétni sekvence
cilovych oblasti DNA. Tento primer je znac¢né krats$i (obvykle kolem 10 bazi) nez
primery pouzivané ve standardni PCR reakci, coZ znamené pouziti nizsich teplot pro
hybridizaci primert s templatovou DNA (35-37 °C). Amplifikované fragmenty po jejich
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elektroforetickém rozdéleni na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu vytvareji
genomovy fingrprint, jedine¢ny pro kazdou kombinaci primer-genom.

V RAPD profilu se obvykle objevuje 3-15 diskrétnich pruhii. Velikost vétSiny
vyhodnocovanych reakénich produktti se pohybuje v rozmezi 300 az 2000 pb. Pricinou
jejak limitovana schopnost agar6zovych gelti separovat zaroven vétsii mensi produkty,
tak i limitovana schopnost tvorby delSich produktii za danych prijatych podminek PCR
reakce (ovliviiuje ji hlavné ¢as zadany pro fazi prodluzovani nového retézce).

Polymorfizmus je zde diisledkem bud’ mutace pfimo v misté hybridizace primeru
nebo preskupeni v usporadani templatové DNA mezi cilovymi misty primeru. Produkty
RAPD obvykle predstavuji dominantni genetické markery a jsou dédény v ramci
mendelistickych pravidel. RAPD markery, které by vykazovaly kodominantni
charakter, byly detekovany jen velmi ziidka a jsou pravdépodobné diisledkem
internich deleci a inzerci.

I kdyz je reakce opakovana za totoznych podminek, objevuji se v porovnavanych
spektrech obcas nereprodukovatelné produkty. Jedna se o dtisledek dobie znamé
skutecnosti, Ze citlivost vysledkii RAPD na zménu podminek reakce je velmi vysoka.
Na druhou stranu reprodukovatelnost a spravnost vysledkiit RAPD analyz je uspokojiva
v ramci podminek a protokoli zavedenych v jedné laboratori. Je pomérné Casté, Ze
v pripad€ nereprodukovatelnych pruhii se jedna o pruhy se slabou intenzitou, které
jsou oznacovany jako sekundarni nebo terciarni produkty. Proto je doporucovano
pracovat pouze se silnymi produkty, které alespon ve dvou opakovanich potvrdily svou
reprodukovatelnost. Pfes vySe uvedené nevyhody se stale jedna o pomérné popularni
metodu, o ¢emz svédéi fakt, zZe vysledky této metody jsou i v soucasné dobé stale
publikovatelné a to v nemalém poc¢tu odbornych ¢lankd.

Obr.¢.: RAPD fingerprinty — separace PCR produktd v agar6zovém gelu, barveno Ethidium
bromidem. Analyzovan soubor odrtd révy vinné, uprostfed velikostni standard. (©
Barankova)

Oblasti vyuZiti RAPD
Predpoklada se, Ze cilovd mista pro prislusny primer jsou na templatové DNA
rozmisténa nahodné a pokryvaji jak konzervativni tak i hypervariabilni oblasti, pricemz
nékteré pii RAPD amplifikované produkty jsou polymorfni.

Takto ziskany polymorfizmus miize byt pouzit jako geneticky marker ve velmi
Siroké Skale moznych aplikaci. Nejéastéjsi okruhy pouziti RAPD techniky jsou pro



identifikaci odrad, urceni rodic¢ovstvi, analyza genetickych vztahti v ramci sledované
skupiny genotypt, vyvoj genetickych vazebnych map, ziskavani markert pro geny
odpovédné za rezistenci.

14.4.2. SSR (Simple Sequence Repeat)

Mikrosatelity predstavuji oblasti v DNA slozené z mnohokrat se opakujicich
jednoduchych motivii o délce 1 - 6 nukleotidi jako jsou napt. (A)n, (AG)n, (GATA)n).
Tyto opakujici se motivy nazyvame jednotky repetice. Jejich celkova délka obvykle
nepresahuje 100 pb. Podle sloZeni 1ze mikrosatelity rozdélit na dokonalé, nedokonalé
a slozené. Dokonaly mikrosatelit je tvoren souvislou jednotkou repetice, napt. (AG)-4,
u nedokonalého mikrosatelitu je jednotka repetice prerusena sledem nahodnych
bazi. Slozeny mikrosatelit je tvofen né€kolika riznymi jednotkami repetice, napft.
(AG)14(AT)35

Funkéni vyznam mikrosateliti v genomech prozatim jesté€ neni zcela objasnén. Na
rozdil od drivéjsich néazort je vSak stale vice zfejmé, Ze se nejedna o jakousi
nadbyte¢nou DNA. Byly provedeny experimenty zamétrené na studium jejich vlivu na
regulaci rekombinace, replikace a transkripce.

Princip analyzy mikrosatelitnich lokusti spodiva v tom, Ze variace v poctu
tandemovych repetici je identifikovana amplifikaci oblasti, ktera tato opakovani
obsahuje. Jako primery jsou navrzeny sekvence komplementarni se sekvencemi
sousedicimi s témito tandemovymi repeticemi, pricemz zaroven musi byt zachovany
obecné podminky pro navrhovani primerti pro PCR. Polymorfni signaly jsou
detekovany na zakladé rozdili ve velikosti amplifikovanych produktti, které jsou
odrazem rozdilného poctu opakovéani jednotky repetice. Sekvence PCR primerii
sousedicich s tandemovymi repeticemi mikrosatelitti jsou obvykle navrhovany tak, aby
velikost SSR amplifikovanych produktt byla v rozmezi 100-250 pb.

Mikrosatelity jsou rovhomérné rozmistény napii¢ genomem a vykazuji relativné
vysokou miru polymorfizmu. Pro tyto vlastnosti spojené s jejich pomérné snadnou
detekcei jsou SSR markery velmi oblibené. Jejich potencial pro moznou automatizaci a
kodominantni charakter znamenaji potom dal$si vyhody ve srovnani s jinymi
pouzivanymi DNA markery. Masivnéjsi vyuziti tohoto typu markerti bylo omezeno
hlavné technickou naroc¢nosti procesti, v ramci kterych byly ve své dobé v genomech
sledovaného druhu vyhledavany a ovérovany vhodné mikrosatelitni sekvence a jejich
prislusné sousedni sekvence, vhodné pro navrzeni univerzalné funkcénich primert pro
PCR amplifikaci. K historickym postuptim patii naptiklad skrinink genomovych
knihoven na zakladé hybridizace se znacenymi oligonukleotidy obsahujicimi
sledovanou repetici. Ve srovnani s ostatnimi metodami pouZzivanymi k izolaci
mikrosateliti je tato metoda pracni, coz naptiklad dokumentuje izolace SSR u
borovice, kdy bylo provéfeno 6000 klonii s vysledkem 8 vybranych a pouzitelnych
mikrosatelitnich lokust. Dalsi pokrok ve své dobé znamenaly pristupy, kde ke zlepseni
udinnosti izolace mikrosatelitnich sekvenci byly navrzeny metody zameérené na
konstrukei knihoven obohacenych o SSR sekvence a to jiz pred, nebo po vytvoreni
knihovny. V poslednich letech, spolu s rozvojem sekvenacénich technologii, vSak jsou
velmi castym zdrojem potencialnich mikrosatelitnich sekvenci resp. prislusnych SSR
markerti sekvencéni databaze. Velkou vyhodu v tomto piipadé€ je, Ze mikrosatelity



odvozené z databazi jsou lehce identifikovatelné za pomoci elektronického zpracovani
dat a vyzaduji pouze navrzeni a ovéfeni vhodnych primert sousedicich s témito nové
nalezenymi mikrosatelitnimi sekvencemi. Specifickym pfipadem u tohoto zpiisobu
ziskavani SSR markert jsou markery odvozené z EST databazi (z anglického Expressed
Sequence Tag). Mimo zminovanou moznost jejich snadného nalezeni maji dalsi
vyhody. Jedna se naptiklad o to, Ze jsou vhodné pro mapovani vzhledem k jejich poloze
v blizkosti genti se znadmou funkei a jsou vysoce prenositelné na piibuzné druhy. Mezi
nevyhody mikrosatelitii odvozenych z EST muZe pattit skute¢nost, ze mohou byt méné
polymorfni ve srovnani s mikrosatelity ziskanymi v rdmci genomu nahodné. To je
prirozenym disledkem toho, Ze jsou souéasti relativné konzervativnich oblasti s geny.
Presto vSak EST-odvozené mikrosatelity, jak ukazuje fada publikaci, vykazuji stale
dostatecnou miru polymorfizmu pro jejich vyuziti pfi mapovani nebo fingrprintinku.

Dal$i moznosti jak prekonat nutnost znat presné sekvence sousedici s danym
mikrosatelitem je pokusit se pouzit SSR markery popsané u jinych pribuznych druht
také u druhu, ktery aktualné chceme analyzovat. Vyhody takovéhoto postupu jsou
jasné. Opét tu odpadaji pracné a finanéné€ narocné kroky potrebné pfi jejich primé
izolaci. Mezi priklady, ve kterych byly aspésné pouzity mikrosatelity odvozené z vice ¢i
méné pribuznych rostlinnych druhi, 1ze uvést mikrosatelity izolované z genomu
broskvoné obecné (Prunus persica /L./ Batsch) byly amplifikovany u meruriky obecné
(Prunus armeniaca L.) a dokonce také i u husenicku Thallova (Arabidopsis thaliana
L.). Zakladni omezenim v pripad€ pouziti mikrosatelitnich sekvenci mezi pribuznymi
rostlinnymi druhy je skute¢nost, Zze takto prenositelnych je jenom cast. K dalsim
problémim miZe patfit potfeba nové optimalizace ptivodniho protokolu, zvysSena
pravdépodobnost vyskytu produkti s neocekavanou velikosti. Mohou se také
vyskytnout piipady, kdy produkt o predpokladané velikosti neobsahuje mikrosatelitni
sekvenci.

Mezi metody nejcastéji pouzivané k urcovani velikosti produkti SSR amplifikace a
ke sledovani jejich polymorfizmu patii elektroforéza na agaroze, polyakrylamidova
gelova elektroforéza (dale PAGE), denatura¢ni PAGE a kapilarni elektroforéza. Obecné
plati, Ze ¢im jednodussi a levnéjsi separaéni systém, tim jsou vysledky separace méné
presné.

Ve srovnani s RFLP technikou kladou mikrosatelity mensi naroky na laboratorni
vybaveni, vyzaduji mnohem niz§i mnozZstvi izolované DNA, vykazuji vyssi
polymorfizmus a jsou potencialné automatizovatelné. Jelikoz je kazdy lokus definovan
konkrétni primerovou sekvenci, mohou byt vysledky SSR analyz snadno porovnavany
mezi riznymi pracovisti, na rozdil od metody RAPD. Je ov§em ti‘eba brat v potaz mozné
problémy se spravnym urc¢enim velikosti vyslednych produkti. Dalsi vyhodou je
kodominantni charakter SSR markert, coz je prinosné zvlasté pri jejich aplikacich
v procesu genetického mapovani.

Obr.¢. Zaznam separace produktti SSR analyzy na polyakrylamidovém denatura¢nim
gelu pii studiu lokusu P6-18 na souboru genotypti Prunus L. Cisla v fadku oznacuji
jednotlivé genotypy, cisla vepsand do fingerprintu velikosti alel odhadnuté
porovnanim s velikostnim standardem (M) (© Baranek)
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Obr.¢.: Zaznam vysledkt SSR analyzy odrtdy révy Ryzlinku rynského pti separaci
produktt v kapilafe genetického analyzatoru ABI Prism 310. Pristroj je schopen
soucasné detekovat signal na ¢tyrech vinovych délkach, proto byly primery oznaceny
tremi riznymi fluorescencnimi znackami (NED, JOE, FAM, znac¢ka ROX je vyhrazena
pro velikostni standard). Vzhledem k tomu, Ze vzdy dva SSR lokusy poskytuji alely
vyrazné odlisné velikosti, bylo tak mozné soucasné v jednom béhu separovat 6 lokusii
(na obrazku oznadeny zkratkou VVS, VVMD a VrZag v kombinaci s ¢islem). Cisla
vyjadiuji velikosti alel (pb) odectené pristrojem. (© Barankova)
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14.4.3 AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

Princip této metody byl poprvé zverejnén v publikaci VOS et al. (1995). V podstaté
vyuziva jak principu polymerazové retézové reakce, tak i restrikéniho Stépeni.

Pracovni protokol zac¢ina Stépenim sledované DNA jednou nebo vice restrik¢nimi
endonukleazami. Poté se k takto vzniklym $t€éptim pomoci enzymu ligazy pripoji tzv.
adaptér o znamé sekvenci. DNA amplifikace se poté provadi s primery
komplementarnimi k sekvenci adaptéru. Tyto primery obsahuji navic jednu nebo vice
bazi na jejich 3 konci, ktera zajistuje selektivitu amplifikace omezenim poctu pripadi
uplné komplementarity primeru a komplexu adaptér + templatova DNA. Vysledné
produkty takto provedené amplifikace mohou byt detekovany napi. pomoci
radioaktivniho znaceni jednoho =z primerii po jejich separaci v prostredi
polyakrylamidového. V soucasné dobé je spise pouzivano fluorescen¢niho znaceni ve
spojeni s nékterym z komercné prodavanych systémii pro sekvencovani v kapilare
pouziva tzv. preamplifikace. Naredéné produkty prvni amplifikace se poté pouzivaji
jako templat pro druhou amplifikaci s primery prodlouzenymi o tzv. selektivni
nukleotidy.
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Ziskané spektrum produktii AFLP reakce je obvykle pomérné slozité, v ramci
jednoho fingerprintu byva detekovano 50-100 produktt. Vyhodou je, Ze tato slozitost
spekter, a s tim spojeny pocet zachytitelnych polymorfnich signald, je zavisly od vybéru
sekvence primeru a pouZzité endonukledzy. Takovato flexibilita potom dovoluje
nastaveni podminek na pozadovanou troven poc¢tu detekovanych pruht. V pripadé
AFLP metody ziskavame spektrum produkti, které jsou obvykle vyhodnocovany ve
formé 0/1 signaldi, coZ je ostatné typické pro vétsinu metod zalozenych na primerech
s ndhodné usporadanymi sekvencemi.

Predmétem diskuse muze byt reprodukovatelnost AFLP experimentii. Ve srovnani
s ostatnimi metodami pouZzivajicimi nahodné vybrané primery je vSak opakovatelnost
vysledkt vyrazné lepsi. Toto zlepSeni je zapticinéno pravdépodobné PCR amplifikaci
vyuzivajici dlouhych primerti, které jsou v tplné komplementarité s komplexem
adaptér + genomicka DNA jakoZto templatem. Pro amplifikaci se navic pouziva
podminek, které podporuji uplnou hybridizaci mezi DNA templatem a primerem. Pri
peclivé kontrole chemikalii a dodrzovani metodiky tak mohou byt dlouhodobé
ziskavany spolehlivé vysledky. Vyse zminované vyhody AFLP markerti jsou tedy hojné
vyuzivany pti analyzach pribuznosti, rodi¢ovstvi a dalSich genetickych parametri,
zvlasté pak s prihlédnutim ke skutecnosti, ze AFLP markery jsou obvykle prosté
artefakti. Pro své vlastnosti se tak AFLP metoda stala v kratké dobé pomérné
populéarni.

Obr. ¢.: AFLP profily genotypti hrusni pti separaci produktti v kapilare genetického
anylzatoru ABI Prism 310. (© Wolf)

Pri pouziti trech fluorescencénich barviv umoznuje pristroj separaci PCR produktii
tfech rtiznych primerovych kombinaci v jednom béhu. Na obrazku je vidét vysek
z grafického vystupu programu GeneScan, ktery analyzuje data odectené pristrojem.
Program umoznuje sledovat profily mnoha rtznych genotypt soucasné (kazdy ma
jinou barvu kiivky) a tak snadno odlisovat polymorfni od monomorfnich produktd.
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Selekce za pomoci markert

Marker lze zjednodusené chapat jako ,identifikaéni znak®. Ve Slechténi se markery vyuzivaji
zejména z divodu urychleni, zefektivnéni, a tudiz i zlevnéni Slechtitelského procesu. Pro
efektivni vyuziti MAS by mély byt splnény nasledujici podminky.

Spravné navrzeny marker je v izké vazb€ se zajmovym genem. Tento gen (pripadné skupina
genill) koduje pozadovanou vlastnost rostliny. Mnoho S$lechtitelsky zajimavych vlastnosti se
miiZe projevovat az po nékolika mésicich, piipadné letech péstovani, zatimco markery, které
jsou s témito vlastnostmi ve vazbé, je mozné identifikovat ¢asto jiz u semenaci.
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Pro prenos pozadované vlastnosti, jako miiZe byt napt. rezistence viiéi nékterému z biotickych
faktord, pouZzivaji Slechtitelé nejéastéji zp€tného kiizeni. Zdrojem pozadované alely byva velmi
casto néktery z pribuznych plané rostoucich rostlinnych druhti. F, generace je zpétné kiizena
s rekurentnim rodi¢em, aby doslo k eliminaci nezddoucich znakli vnesenych ze strany
rezistentniho rodice, pricemz tento proces je opakovan pétkrat az desetkrat. Mnoho
ekonomicky zajimavych vlastnosti se vsak projevuje pouze u dospélych jedinct a je mozné je
hodnotit az po nékolika mésicich nebo dokonce letech po jejich vysevu. MozZnost véasné selekce
a zuzeni souboru dale péstovanych jedinch na zakladé vysledki jejich DNA analyzy pak miize
prinaset finanéni tspory. Navic pouziti DNA markertt miize pomoci zredukovat slechtiteli miru
prenosu nezadoucich ¢asti genomu donoru a zrychlit tak proces pribliZzovani se nové

vznikajicich generaci fenotypu rekurentniho rodice.

Ve Slechténi rostlin je mozné vyuzivat hned nékolik typti markerd.

Morfologické markery

Z praktického hlediska nejvyhodnéjsim a nejjednodus$im je marker morfologicky.
Jedna se o fenotypovy znak, ktery se projevi jiz u velmi mladych rostlin, jako je napft.
barva déloznich listkii, skvrna na palistu a jiné. Morfologické znaky maji nékolik
nevyhod, pokud jsou pouzivany jako markery v rostlinné genetice. Recesivni alely
mohou byt ve svém projevu maskovany pritomnosti aktivni ¢i dominantni alely. Také
epistaticky nebo pleiotropicky efekt nékterych gentt mize limitovat pocet markerti
pouzitelnych v jednom souboru. Nalezeni morfologického markeru je velmi naroéné a
zdlouhava prace. Zasadni vliv na vysledek ma spravny vybér rodi¢t, kdy jeden z nich
nese pozadovanou vlastnost a druhy nikoliv. V dalsim kroku probiha velmi podrobné
sledovani potomstva a statistické vyhodnoceni dat. I v pripadech, kdy je sledovano
velké mnozstvi znaki a pocet sledovanych F1 hybridi je dostate¢né vysoky, je nutna i
velka davka stésti, aby se podarilo nalézt v praxi pouzitelny morfologicky marker, ktery
by byl v dostatecné uzké vazbé s pozadovanou vlastnosti. Z tohoto dtivodu je dobrych
morfologickych markerti poskrovnu a hledaji se snazsi cesty k nalezeni vhodnych
markert pouzitelnych ve §lechténi.

Molekularni markery

Nalezeni molekularniho markeru je v soucasné dobé jednodussi, nez hledani markeru
morfologického. Diky pomeérné vysokému polymorfizmu je pravdépodobnost nalezeni
vhodného markeru daleko vyssi. Jako molekularni chapeme markery biochemické a DNA
markery

Pouziti molekuldrnich markerti ma oproti morfologickym klasickym znakim vyhody i v
moznosti sledovani vétsiho poc¢tu zadanych znakt a jsou vice nezavislé na vnéjsich podminkéach
prostiredi. Tyto teoretické predpoklady o vyhodnosti vyuziti MAS vsSak narazi na realnou praxi
ve §lechtitelskych firméch, kde jsou tyto metody v podminkach CR vyuZivany pouze omezené.

Z praktického hlediska by pak pro efektivni vyuziti MAS mély byt splnény tyto podminky:
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e markery by se sledovanou vlastnosti mély kosegregovat nebo byt alespoil v tésné vazbé
(1 cM). Tato hodnota by méla minimalizovat mozZnost falesné pozitivnich ¢i negativnich
vysledkt pri tfidéni potomstva

e pouzity systém by mél umoznovat selekci i velkych potomstev, nemél by tedy byt prilis
technicky naro¢ny.

e pouzitd metoda by méla mit dostatecnou miru reprodukovatelnosti pfi prenosu mezi
laboratoremi a neméla by byt prili§ ekonomicky naroéna (CHAWLA, 2004).

Biochemické markery

Bilkoviny mohou velmi dobte spliovat kritéria pro genetické markery, nebot se
vyznacuji vysokym stupném geneticky fixovaného polymorfismu, kodominantni
dédicnosti, rozliSitelnosti alel v individuich, jistou mirou nezavislosti na vnéjsich
podminkach. Takovymi systémy mohou byt zasobni bilkoviny nebo isoenzymy
(molekularni formy enzymi). V principu vSechny bilkoviny vykazujici geneticky
polymorfismus, mohou byt vyuZzity jako diferen¢ni markery u odrid, a to s vétSim
efektem nez klasické morfologické markery.

Isoenzymy (téZ isozymy) jsou enzymy, které maji v organismu stejnou funkci -
katalyzuji stejnou reakci, ale maji rozdilnou primérni strukturu (tzn. jsou kédovany
rozdilnym genem). Allozymy jsou kddovany riiznymi alelami téhoz genu. Alely vétSiny
isoenzymovych lokusti jsou kodominantni a mohou se pak projevit i v pripadé
recesivity nebo pleiotropie. Tato kodominance také umoznuje rozlisit heterozygoty od
homozygoti. Isoenzymy jen ziidka vykazuji epistaticky projev, coz pak umoznuje
pouzit u daného materialu znac¢né rozsahlejsi pocet markert. Analyza isozymi patii
k jednoduchym a levnym technikdim (oproti analyze DNA). Na druhou stranu
neposkytuje tak vysoky polymorfizmus a je omezena pouze na kédujici ¢ast genomu.
Pro analyzu je také treba c¢erstvého materialu.

Podstatné méné se vyuziva polymorfismu jinych biologickych molekul, jako jsou
mastné kyseliny, sekundarni metabolity a pigmenty. I tyto biologické makromolekuly,
markerovaci systémy, v riizné mire spliiuji pozadavky biochemickych markerd, tj.
nezavislost na podminkach prostiedi, geneticky polymorfismus, ptritomnost vhodné
separacni a detekéni techniky.

DNA markery

Oproti biochemickym jsou DNA markery zcela nezavislé na okolnim prostiedi.
Odrazeji Cisté genotyp analyzovaného jedince. Nalezeni vhodného DNA markeru je
financné pomérné narocny proces, nicméné jeho samotné vyuzivani v praxi by mélo
byt snadné a jednoznacné levnéjsi nez standardni Slechtitelsky postup.

Star§im pristupem k hledani DNA markeru je analyza potomstva vhodné zvolenych
rodi¢t. Je mozné pouzit fadu metod, mezi ty vyhodné se fadi metody, které poskytuji
vysoky polymorfizmus a vétsi pocet produktt. Pravdépodobnost, Ze se mezi nimi
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podaii nalézt ten, ktery je v tizké vazbé s poZadovanou vlastnosti, je tak vyssi. K tomuto
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zakladnimu screeningu se casto vyuziva tzv. ,bulkové analyzy“, kde se analyzuje jeden
smeésny vzorek s genotypy nesouci pozadovany znak a druhy smésny vzorek s genotypy,
které tento znak nevykazuji. Ziskané profily se porovnavaji také s vysledky analyz
rodic¢d. V pripadé, Ze se podari nalézt vhodny marker, je mozné jej po otestovani na
vétsim souboru jedinch se zndmymi vlastnostmi v praxi pouzivat. Vhodnéjsi ale je jej
prevést na tzv. SCAR marker.

SCAR (z anglického: Sequence Characterized Amplified Region)

SCAR markery jsou velmi vhodné praveé pro vyuziti ve Slechténi rostlin, protoze samotna
analyza je snadnd a rychl4, pricemz vyzaduje pouze zdkladni vybaveni molekularni laboratorte.
Jedna se prakticky pouze o jednoduchou piipravu mixu, PCR a separaci produktti na
agarozovém gelu. Pfitomnost ¢i nepfitomnost produktu definované velikosti potom vypovida
o tom, zda testovana rostlina bude, ¢ nebude vykazovat poZadovanou vlastnost (praktické
cviceni 14.9.2).

Postup pii navrhovani SCAR markeru: pomoci nékteré vhodné techniky analyzy DNA (napf-.
RAPD, AFLP a mnoha dalSich) je potieba nalézt marker, ktery je pritomen pouze u jedinct
s pozadovanou vlastnosti (napf. bezsemenost bobuli révy), zatimco u jedincii, které tuto
vlastnost nevykazuji, pritomen neni. Tento produkt je vyrezan z gelu, ve kterém probéhla
separace, PCR produkt je vycistén od agaroézy a DNA je sekvenovana. Pomoci vhodného
programu jsou k této sekvenci navrzeny dva specifické primery, které je tfeba otestovat nejprve
na potomstvu pouzitém k hledani markeru, posléze na $irsim souboru genotypt zndmych
vlastnosti. Obr.¢.

VWyhledavani vhodnych markeru v databazich

V soucasné dobé jsou ve volné pristupnych databazich k dispozici kompletni sekvence
dtlezitych rostlinnych druhti a diky rychlému vyvoji sekvenaénich technologii, velkému
konkuren¢nimu boji, ktery tla¢i na sniZovani cen, kazdym dnem ptibyvaji sekvence dalSich
druhti. Tato skute¢nost méni postupy né€kterych metod. I hledani vhodnych DNA markert tak
v dneSni dobé jiz nemusi probihat v laboratofi testovdnim potomstev, ale u pocitace
prochazenim databéazi. V pripadé, Ze zname gen, ktery poZadovanou vlastnost koduje, je mozné
tento vyhledat v sekvenci daného rostlinného druhu a navrhnout specifické primery bez
predchoziho testovani potomstva. Nicméné stile je nutné proveérit jeho funkcnost a
spolehlivost laboratorné na dostatecné Sirokém souboru genotypii. Tento postup lze pouzit
pouze u vlastnosti, které jsou rizeny jednim genem, u kvantitativné zalozenych znaki je tieba
zvolit klasicky, vySe popsany postup.

14.5 Identifikace genotypu rostlin

Molekularni metody predstavuji velmi hodnotné a pomérné spolehlivé néstroje
pouzivané pri identifikaci genotypti rostlin. U zemédélské produkce jsou molekularné



genetické metody pouzivany jak pro kontrolu odridové pravosti, ¢i Cistoty osiva, tak
sadbového materialu véetné pouzitych podnozi a to zejména u trvalych kultur. Lze
rovnéz oveérovat pravost sklizenych produkti, pfipadné polotovari z nich
pripravenych. Z hlediska Slechténi rostlin je analyza genetickych vztahti pouzivana pti
vybéru vhodnych rodicii, pripadné je mozné ovérovat pravost rodic¢a pred zacatkem
samotného kiizeni. Stejné tak je mozné zpétné odhalit rodice u hybridd s nejasnym,
nebo nevérohodnym ptivodem. Lze ovéfovat tspésnost kiizeni, nebo diky vhodnym
markerim eliminovat linie, které vznikly nezadoucim samoopylenim. K novéjsi
problematice pak rovnéz patfi moznost identifikace transgennich rostlin a jejich
odliSeni od materialti geneticky neupravovanych.

Identifikace u rostlin by méla byt spiSe chapana jako cesta k rozélenéni rostlin do
jistych skupin, nez snaha o potvrzeni jejich uplné genetické identity. RozliSovat
genotypy na trovni rodd a druhii ma vyznam zejména z védeckého hlediska, ale
v zemédélské praxi nenalézaji tyto typy analyz Siroké uplatnéni, na rozdil od moznosti
identifikovat genotypy na tirovni odrtdy.

Identifikace odrud

V zahradnické praxi jsou odridy vzajemné odliSovany pomoci morfologickych znakd.
Podle narodnich klasifikatorti se v ramci druhovych kolekci hodnoti pomologické a
vyznamné hospodarské znaky, jako jsou plné vyvinuté zdravé listy dosp€lé rostliny,
plody, kvéty, ale i nastup jednotlivych fenofazi. Na fenotyp mtize mit vyrazny vliv
prostiredi a zdravotni stav rostliny. Kontrola pravosti odriidy je ovSem nejpotiebnéjsi
jiz p¥i vysadbé. Rizky i sazenice jsou dodavany v bezlisté formé, nemluvé o kontrole
pouzitych podnozi. Na omyl, ¢i podvod se tak prijde az po né€kolika letech, nebo viibec.
Podobn4 situace miize nastat pti ndkupu plodi, nebo suroviny pro dalsi zpracovani.
Napriklad pti vyrobé vin hraje odrtidova pravost hroznii vyznamnou roli.

DNA polymorfizmus je velmi uzite¢ny pro odliSeni odrid, jelikoz vysledky primo
odrazi genotyp. DNA je prakticky identickd ve vSech bunkach, pletivech a vSech
vyvojovych fazich rostliny. Analyzy mohou byt provedeny kdykoliv béhem roku a
charakteristika neni zavisla na prosttredi a zdravotnim stavu rostliny.

Pro identifikaci odrid se prozatim ukézala jako nejvhodnéjsi metoda SSR.
Mikrosatelitni markery jsou vysoce polymorfni, kodominantni a opakovatelné. Dle
soucasnych poznatkii jsou ostatni metody ve srovnani s SSR bud nedostate¢né
opakovatelné, nebo prili§ ekonomicky a technicky naroc¢né.

Nejpropracovanéjsi systém identifikace byl dosud vyvinut pro révu. V ramci
mezinarodniho projektu EU GENRES 081 bylo doporuceno 6 mikrosatelitnich lokusti
jako identifika¢ni minimum. Byl propracovan systém referenc¢nich odrid a kédovani
velikosti alel, ktery umoziiuje presné porovnani vysledki SSR analyz a zohlednuje tak
mozné nesrovnalosti vznikajici pouzivanim rozdilnych protokolti a separacnich technik
riznymi laboratoiemi. Cely systém je podrobné popsan na strankach ,,Vitis database®,
kde lze také dohledat vysledky mnoha nejen evropskych laboratoii ve formé jak
absolutni, tak kddované velikosti alel vétSiny komercéné péstovanych odrid.

Rovnéz dalsi druhy byly predmétem rozsahlych SSR analyz a v soucasné dobé je jiz
mozné dohledat SSR primery prakticky pro vS§echny péstované ovocné druhy. Trendem
je navrhovat univerzalni SSR primery, které jsou pouzitelné pro vice ptibuznych druht
— napf. pro celou ¢eled’ Rosaceae. Ac¢koliv bylo publikovano velké mnozstvi vysledki,
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bohuzel u ostatnich ovocnych druhti chybi uceleny systém porovnavani dat, jako je
tomu u révy. Mezinarodni databaze zaloZzena na systému porovnavani vysledki
s referen¢nimi odriidami by byla jisté pro ovocnare velkym piinosem.

14.6. Studium genetickych vztahll na zakladé molekularné genetickych
studii

Geneticky fingrprintink uchovavanych genotypti a urcovani genetické diverzity
pouzitim molekularnich markerc jsou dvé odlisné, pfesto vsak pomérné provazané
problematiky. Vysledky generované nékterou z molekularné-genetickych metod totiz
mohou byt pouzity k obéma zminovanym aéelim. V pripadé fingrprintinku jde
v podstaté o uréeni uceleného genetického profilu odriidy, pripadn€ jednotlivce, ktery
by mél byt jedineény a tim pAdem také odliSitelny od ostatnich. Pti stanoveni genetické
diverzity jde o relativni méreni genetickych vzdéalenosti v ramci skupiny sledovanych
genotypli pomoci vybranych markert. Koneéné stanovené vzdalenosti jsou potom
uréovany slozenim sledované skupiny a také pouzitym druhem markert. Mezi
nejpouzivanéjsi metody pak patii RAPD, RFLP, SSR a AFLP.

V literatufe jsou pii vypoctu genetické rozdilnosti mezi dvéma jednotlivei nejcastéji
zminovany a pouzivany tyto tii koeficienty:

1) koeficient Dice / NEI a LI (1979), ktery ma tvar DxL = 1- 2n11/2n11 + Nio +Nox
2) koeficient JACCARD (1908), ktery ma tvar Dj = 1- ni1/nu1 + Nio + Nos
3) koeficient SOKAL a MICHENER (1958), tvar Dsm = nii+ Noo /N1 + Noo + Nio + No1

V pripadé stanoveni genetické rozdilnosti mezi dvéma odridami na zakladé vysledkt
nékteré z fragmentacnich molekularné genetickych metod predstavuje ni: pocet
produktt vyskytujicich se u obou odriid, nio zachycuje pocet produkti vyskytujicich se
u prvni odriidy a absentujicich u odridy druhé a no: naopak pocet produkti
vyskytujicich se u druhé odrtdy pri absenci u odridy prvni. V pripadé€ noo se jedna o
vyhodnoceni pripadt, kdy se produkt, ktery se vyskytoval alespon jednou v ramci
sledované kolekce, nevyskytoval u porovnavanych genotypti. Ze ti vySe zminovanych
koeficientt je pravdépodobné nejpouzivanéjsim koeficient Dni, i kdyz pti srovnani s Ds
je mozné tici, ze obé funkce vyjadtuji stejnou informaci.

14.6.1 Vyuziti molekularnich markert pri spravé genetickych zdroja

Béhem poslednich sedmdesati let doSlo k vyraznému zintenzivnéni vyvoje
kvalitnéjsich kultivart s vy$$Simi uzitnymi vlastnostmi. Soucasné ale dochazi
postupnému vymizeni krajovych odrtad, pripadné plané rostoucich druhi, které jsou
neziidka nositeli cennych geni rezistence vii¢i patogentim, ¢i odolnosti k naro¢néjsim




ekologickym podminkam. Tak dochazi zvlasté u hospodaisky nejdulezitéjsich druhti ke
stalému zuzovani jejich genetického zakladu. Proto jsou zajimavé genotypy
shromazdovany v tzv. genofondech. Pti spravé genetickych zdrojii mohou byt mimo
standardné vyuzivanych fenotypovych vlastnosti a biochemickych parametri velmi
dobfte vyuzity i vysledky molekularnich analyz.

Efektivni uchovani a vyuziti rostlinnych genovych zdroji zavisi ve zna¢né mifre na
dostupnosti informaci o tirovni a distribuci genetické diverzity v ramci sledovaného
druhu. Takovéto informace umoznuji optimalni vybér koneéné uchovavanych
materialli, vylepsuji samotnou strategii uchovavani a usnadnuji selekci materiald,
které jsou nejpravdépodobnéjsimi nositeli zadanych vlastnosti. Tyto vlastnosti mohou
byt odrazem jejich rozdilnych agro-biologickych vlastnosti, rozdilné irovné odezvy na
pritomnost Sktidceii ¢i chorob, nebo také rozdilnych biochemickych vlastnosti jako je
napt. obsah zasobnich proteinid. To vSechno jsou samoziejmé vlastnosti, které jsou
uréeny DNA sekvenci daného organizmu. Pii popisu a vedeni takovychto genetickych
kolekei se proto postupné stale vice uplatnuji také metody molekularni genetiky.

Genetické markery mohou v ramci spravy genetickych zdrojii napomoci napiiklad pti
inovaci genetickych zdroji (navrzeni strategie doplnovani kolekce o nové vzorky a
urceni, ktera skupina neni v ramci kolekce zastoupena dostate¢né a naopak).

Dalsi mozné vyuziti je v ramci adrzby genetickych zdrojt (napt. pri kontrole alelické
frekvence u populace, pti vyrazovani duplikati v ramci genofondi). Z literatury tykajici
se urcovani duplikatti v ramci kolekeci ale vyplyva, Ze pouziti jediné metody nemusi vzdy
vést ke spravnym zavértum.

Molekularné genetické metody dale pomahaji pri charakterizaci polozek (napf. u
novych polozek, u kterych jsou dostupna pouze néktera, nebo zadna data) a pti snaze
o jejich efektivnéjsi vyuziti. Pfedpoklada se napiiklad, Ze k heterozi dochazi prevazné
kvili pritomnosti rozprostrenych dominantnich alel v rodi¢ovskych kultivarech.
Slechtitelé zaméfeni na produkei hybridnich linii se pro maximalni vyuziti heterozniho
efektu casto snazi nalézt takové linie, které se lisi v co mozné nejvétsim poctu lokusti.

14.6 Sekvenovani DNA

Retézec DNA sestava mj. z po sobé jdoucich dusikatych béazi (A-adenin, C-cytosin, G-
guanin, T-thymin), jejichz poradi urcuje tzv. sekvenci DNA. Sekvenovani DNA je pak
souhrnny termin pro biochemické metody, jimiz se poradi bazi v DNA zjistuje.

Od sedmdesatych let 20. stoleti je nejvice pouzivana enzymova metoda Fredericka
Sangera, kterad vyuzivd v klasické podobé dideoxyribonukleotidi a néasledné
elektroforézy. V posledni dobé se do popredi dostavaji hlavné metody pro masivné
paralelni sekvenace nové generace a dalsi metody, jez slibuji zrychleni, znasobeni a
také zlevnéni celého procesu. Sekvenovani DNA je uzitecné nejen v zakladnim
vyzkumu biologickych procesti, ale i v aplikovanych oborech, jimiz je diagnostika
patogenti ¢i forenzni medicina. Sekvenovani se uplatnilo napt. v projektu cteni
lidského genomu (Human Genome Project), ale prec¢teny byly genomy i mnoha jinych
organismi, vcéetné nékterych rostlin, zivoéichti, hub, mikrobti ¢i vird. Nékdy se
sekvenuji pouze urcité ¢asti genomu, exont ¢i konkrétnich gent. VétSinou pak PCR
amplikony nebo do plazmidi zaklonovné fragmenty, tyto parcialni tiseky DNA, slouzi
napr. k identifikaci patogena nebo k pokrocilejsim genetickym ¢i fylogenetickym
analyzam.
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14.6.1 Metody sekvenovani

Bylo vyvinuto zna¢né mnozstvi technik slouzicich k sekvenovani DNA, tyto techniky se
lisi nékterymi zakladnimi principy a dale predev§im cenou a rychlosti. Dvéma
zakladnimi - historicky ptivodnimi - metodami je tzv. Maxam-Gilbertovo sekvenovani
a Sangerovo sekvenovani. Obé maji spolecné to, ze vyuzivaji k roztiidéni nukleotidi
gelové elektroforézy, lisi se vSak zptisoby, jak jsou sekvence nukleotidi ¢teny.

Obr.c. PC s ovladacim a vyhodnocovacim software pro kapilarni sekvenator ABI
PRISM 310 (Applied Biosystems)

Maxam-Gilbertova metoda

Metoda, kterou vyvinuli Allan Maxam a Walter Gilbert, se téz oznacuje jako ,,chemické
sekvenovani®. Vzorek obsahuje kratkou sekvenci DNA (a to jak dvouvldknovou ¢i
jednovlaknovou), ktera je na svém 5' konci radioaktivné oznacena fosforem 32P. Tento
vzorek je rozdélen v klasickém pripadé na pét ¢asti a kazda je vystavena reagenciim,
které specificky stipaji sekvenci DNA v misté, kde rozpoznaji jistou nukleovou bazi.

Vsechny sekvence DNA se nasledné umisti vedle sebe do polyakrylamidového gelu a je
spusténa elektroforéza. V gelu se seradi vSechny sekvence podle své délky: nejdale v
gelu doputuji ty nejkratsi sekvence. Dal§im krokem je prilozeni tohoto gelu k filmu
citlivému na rentgenové zareni. Na vyvolaném filmu jsou pak vS§echny sekvence z gelu
s 5 koncem oznacenym radioaktivnim fosforem patrné jako svitici prouzky, tato
metoda je oznadovana jako autoradiografie. Nakonec se podle pozice téchto prouzkt
ve srovnani s ostatnimi prouzky vyhodnocuje, jaké bylo ptivodni fazeni nukleovych
bazi ve vzorku DNA.

Sangerova metoda
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Pivodni Sangerova metoda byva ¢asto oznac¢ovana jako metoda ,plus/minus®. Tato
metoda je vhodna k sekvenovani kratké sekvence jednovlaknové DNA. Ve své podstaté
vyuziva biologického procesu replikace DNA. Vysledkem je smés rtzné dlouhych
sekvenci DNA, které zacinaji radioaktivnim primerem a koné¢i danym
dideoxyribonukleotidtrifosfatem. Kdyz se sefadi na elektroforéze (podobné jako u
metody Maxam—Gilbert) podle délky, je mozné snadno porovnanim ¢tytech vedle sebe
umisténych elektroforetickych gelt zjistit, jak za sebou nésledovaly nukleové baze ve
zkoumané sekvenci DNA.

Revolu¢nim krokem je dal$i metoda, jez vyuziva fluorescenéni barviva navazana na
jednotlivé dideoxyribonukleotidtrifosfaty. Tato metoda je vSak v principu velmi
podobné Sangerovu ptivodnimu protokolu — prodluzovani sekvence skonci, kdyz se
navaze jeden z dideoxyribonukleotidtrifosfati. Ma vsak vyhodu v tom, Ze je mozné
misto ¢tyf zkumavek pouZzit jenom jednu, protoze pii elektroforéze jsou jednotlivé
nukleotidové baze oznacené rtiznymi fluorescencnimi barvami. Diky znaéeni mohou
byt fragmenty separovany pomoci kapilarni elektroforézy a separace tak mtize byt do
velké miry automatizovdna a tedy velice zrychlena. Nejnovéjsim a nejvykonnéjsSim
typem pristroje pro kapilarni sekvenaci je 3500 Genetic Analyzer (ABI/Life
Technologies), ktery disponuje moznosti sekvenovat v jednom béhu az 960 vzorkd.

Obr.¢. Nejnovéjsi typ kapilarniho sekvenatoru 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems), pristroj disponuje 24 kapilarami

AB LS | HITACHI

Next generation sequencing




Budoucnosti sekvenovani predstavuji metody ,next generation sequencing“ nebo-li
sekvenace nové generace, zejména pak s vyuzitim tzv. ,benchtop high-throughput
instruments®, tedy tzv. stolnich vysoce vykonnych pristroji. Porizovaci cena téchto
pristroji je v dnesni dobé jiz relativné prijatelna a vysledky, které tyto pristroje
(zaloZené na masivné paralelnim zplisobu sekvenace) produkuji, jsou dosud bez
obdoby s ohledem na vykonnost a presnost sekvenacnich reakei.

V dnesni dobé jsou dostupné 3 pristroje, které jsou velmi vhodné do laboratori
standardnich moznosti. Jsou to pristroje, které maji rozdilné vlastnosti a vyuzivaji
riznych sekvenacnich platforem. Konkrétné se jedna o MiSeq (Illumina), 454 GS
Junior (Roche) a Ion Torrent PGM (Life Technologies). Kazdy z téchto pristroji je
schopen generovat data k analyze genomu v ramci jednoho az nékolika dni. Ve studii
Loman et al. (2012) je srovnan vykon téchto pristrojii na prikladu sekvenace izolatu
bakterie Escherichia coli 0104:H4, ktera zptisobila zdvazna onemocnéni lidi otravou
z potravin roku 2011 v Némecku. MiSeq vykazoval nejvyssi vykon na jeden béh (1,6
Gb/béh, 60 Mb/h) a nejnizsi pomér chyb. 454 GS Junior generoval nejdelsi cteni (az
do 600 bazi) a kvalitni srovnani sekvencovanych tuseki (contigl), ale vykazoval
nejnizsi vystup (pouze 70 Mb/béh, 9 Mb/h). Ion Torrent PGM vykazoval nejvyssi
vykonnost na jednotku ¢asu (80-100 Mb/h). Na rozdil od MiSeq, Ion Torrent PGM a
454 GS Junior produkovaly chyby homopolymerni povahy (tzv. indel chyby 1,5 a 0,38
chyb na 100 bazi) (Loman et al., 2012).

Nejpouzivanéjsi typy masivné paralelnich sekvenaci

Sekvenace syntézou

Tuto platformu vyuziva Illumina, momentalné se jedna o svétové nejuspésné€jsi a
nejrozsirenéjsi platformu pro NGS. Vyuziti tzv. TruSeq technologie podporuje masivné
paralelni sekvenaci pri vyuziti vlastnich reverzibilnich terminator, které jsou zaloZzeny
na metodé, ktera umoznuje detekei jediné baze, ktera inkorporuje do rostouciho vlakna
DNA. Fluorescencné znaceny terminator je zobrazen jako dANTP, po pridani do retézce
je $tépen a umoznuje inkorporaci dalsi baze. VSechny ¢tyti reverzibilni na terminator
vazané dNTP jsou piitomny béhem kazdého sekvenacéniho cyklu. Pfirozena soutéz
téchto dANTP minimalizuje inkorpora¢ni odchylky. Koneény vysledek je presna
sekvence baze za bazi, kterd poskytuje primyslové nejpresnéjsi data pro Siroké
spektrum aplikaci. Na webovych strankdch www.illumina.com/publications jsou
uvedeny publikace, které primo vyuzily NGS na platformé Illumina k sekvenaci
rostlinnych genomi, gent a transkriptom.

Pyrosekvenace

Pyrosekvenacni platformu vyuzivaji systémy Roche, jsou také zaloZeny na sekvenaci
syntézou. Detekce je zaloZena na uvolnéni pyrofosfaitu v momenté inkorporace
nukleotidu. Sekvence DNA je determinovdna emitovanym svétlem za inkorporaci
dalsiho komplementarniho nukleotidu. CCD kamera zachycuje svétlo, které je
uvolnovano ze sekvenacni reakce a vysledné signaly jsou usporadany do poradi
(Marguiles et al., 2005). Predchazejici nukleotid je degradovan pred dalsim
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nukleotidem, ktery je synteticky pridan. Tento proces je opakovan s kazdym ze ctyr
nukleotidii, dokud sekvence DNA jednoietézcového templatu neni zcela prectena.

Semikonduktorova sekvenace

Tuto platformu vyuziva Life Technologies pro pristroj Ion Torrent ¢i Ion Proton, které
jsou prvnimi pristroji, jenz pracuji se semikonduktorovym cipem, ktery je schopen
primo prekladat chemické signaly do digitalni formy. Semikonduktorova sekvenace
také spada mezi zplsoby sekvenace syntézou, ktera je vSak zalozena na detekci
vodikovych iontd, které jsou uvolnény béhem polymerizace DNA. Jedna se o prvni
komercni sekvenacni technologii, ktera nevyuziva svétla. Ion Torrent sekvenace
vyuzivd pouze prirozené (label-free) reagencie a reakce probihd na Ion
semikonduktorovém mikroc¢ipu (Rothberg a Myers, 2011).

Charakteristika tzv. ,,benchtop sekvendatord*

Velikost genomu, rovnomeérné pokryti, délka c¢teni a kvalita ¢teni jsou 4 zasadni
faktory, které determinuji moznost rekonstrukce sekvence genomu ze sekvencnich dat.
Existuji znaéné rozdily v poctu, predikované kvalité a délce cteni, které jsou ziskavany
pouzitim zminovanych platforem. Studie Loman et al. (2012) uvadi, Ze 454 GS Junior
poskytuje nejdelsi ¢teni s primérnou délkou 522 bazi, ale vykazuje nejnizsi vykon ze
srovnavanych instrumenti (70-71 megabazi). Ion Torrent PGM generuje v bézich 4x
vice dat nez 454 GS Junior, ale zaroven generuje data pomoci nejkratsiho ¢éteni (v
priméru 121 bazi). B€h pristroje MiSeq produkuje nejvyssi vykon (1,6 gigabazi) se
¢tenimi del$imi nez Ion Torrent PGM, coz pln€ umoziiuje multiplexing 7 ras-subtypt
E.coli vjednom béhu pti pokryti (coverage) 40x celého genomu. U pristroje MiSeq bylo
ve studii vyuzito ¢teni parovych koncii (paired-end), coz znamen4, ze fragmenty byly
sekvencovany v obou smérech.

Charakteristika tzv. ,,high high-throughput sekvenatoru*

Mezi takovéto pristroje fadime pristroje jako HiSeq2500, FLX Roche, PacBio nebo Ion
Proton.

HiSeq2500 (Illumina) momentalné patti k lidriim na trhu v oblasti celogenomového a
celotranskriptomového sekvenovani, vyuzivd parova cteni 2x150 bp s celkovym
vystupem 180 Gb. Pristroj FLX (Roche) je schopen produkovat délku ¢teni az do 1000
bp s celkovym vystupem 700 Mb. PacBio RSII (Pacific Biosciences) je pristroj, ktery
ma schopnost produkovat ¢teni az 30 tis. bazi a celkovy vystup mize ¢init az 375 Mb.
Nejvykonnéjsim pristrojem v ramci spolec¢nosti Life Technologies je Ion Proton, ktery
disponuje délkou ¢teni 200 bp a celkovym vystupem az 10 Gb.

Genetické databaze

Genetické databaze jsou vétsinou serverové uschovny, do kterych se ukladaji ziskané
sekvence genii rtznych organismii, mohou to byt koédujici i nekddujici sekvence,
mohou to byt také celé genomy. Ukladaji se zde DNA sekvence a také sekvence
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aminokyselin. Jednou z nejdiilezitéjsich a nejnavstévovanéjsich databazi je databaze
NCBI (National Center for Biotechnology Information, tedy Narodni centrum
biotechnologickych informaci), kter4 sidli v USA ve mésté Bethesda ve staté Maryland.

Pokud je pomoci protokolu sekvenace ziskana sekvence DNA, prvnim krokem
zpravidla byva upraveni ,surové“ DNA sekvence tzv. trimmingem, cozZ je ,orezani“
DNA sekvence o redundantni data, tedy o data nekvalitni ¢i nadbyteéna. DalSim
krokem je vyuziti nékteré z genetickych databazi k vyhledani co nejpodobnéjsi
sekvence, ktera je v databéazi jiz zpravidla uloZena (u nékterych geni se jedna o stovky
¢i tisice DNA sekvenci téhoz aseku, tzn. DNA sekvence, které kdduji napt. stejny gen).

Obr.¢. Uvodni stranka NCBI, tedy National Center for Biotechnology Information, na
obrazku je po levé strané€ patrné, kolika zdroji databaze disponuje, jsou zde sefazeny
od A do Z. Po pravé strané je potom sloupec popularni odkazy (zdroje), kde jsou i
vyhleddvaci nastroje jako naptf. BLAST (vyhledavani nukleotidovych a
aminokyselinovych sekvenci na bazi podobnosti).
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14.7 Mapovani

V prvopocatcich experimentti zamérenych na genetické mapovani bylo hlavnim cilem
identifkovat geny odpovédné za dany fenotyp anebo mutace navozujici danou variantu.
Urcité je vhodné pripomenout, Ze prvni prace zahrnujici principy genetického
mapovani a zarazeni genti na chromozomy vzeSla z pracovisté T.H. Morgana v roce
1913, tzn. hluboce pred rozeznanim DNA jakozto nositelky genetické informace v roce

1953

V té dobé hlavni ambici bylo alesponi umisténi daného genu na konkrétni
chromozom a pokud mozno kvantifikovat vzdalenost s nékterymi dal§imi
kvalitativnimi geny, pokud se nachazi na stejném chromozomu. Pfi urcovani
vzdalenosti mezi geny se u tohoto Kklasického pristupu vyuziva teoretického



predpokladu, Ze pravdépodobnost crossing overu a tim padem i rekombinace mezi
alelami sledovanych gent je ur¢ovana jejich vzdalenosti na chromozomu. Mezi alelami
genl, které jsou na chromozomu velmi blizko sebe, ke crossing overu a tedy i
k rekombinaci prakticky nedochazi a do pristi generace ve zvysené mire kosegreguji
v rodicovské konstituci alel. Tim, Ze jsou genetické mapy zalozeny na sledovani
vzajemnych vztahi (vazeb) mezi geny, jsou tyto mapy nékdy oznacovany také jako
mapy ,vazbové®“. Kvalita genetickych/vazbovych map je uréovana dvéma hlavnimi
faktory a to poctem genetickych markerti a velikosti potomstva, pricemz spolu
s rozvojem vyuziti nejriznéjSich DNA markerti neni v poslednich letech problém tento
prvni narok na pocet mapovanych markert splnit.

Rozvoj molekularni genetiky v nasledném obdobi prinasi moznost vytvareni i tzv.
fyzickych map, které se svym principem od map vazbovych vyrazné lisi. Zatimco
genetické mapy jsou obvykle zalozeny na sledovani po¢tu rekombinanti v potomstu,
pricemz vzdalenost mezi geny se udava jako sila vazby v centi-Morganech (cM), fyzické
mapy pouzivaji fyzické vyjadieni vzdalenosti, obvykle v parech bazi. Pomér mezi
genetickou vzdalenosti a fyzickou vzdalenosti pritom nelze nijak univerzalné vyjadrit,
nebot silné variruje podle toho, ve které oblasti chromozomu se sledované geny nachazi
(blizko centromery, euchromatin, heterochromatin aj.).

Donedévna byly na zakladé svych pomérné rozdilnych principti vysledky genetického
a fyzického mapovani pomérné striktné oddéleny. Spolu s rozvojem sekvenacnich
technologii vSak stale ¢astéji dochazi k integraci znalosti poskytovanych obéma témito
pristupy a z genli na genetickych mapach, o jejichz biochemické podstaté jsme
donedavna nic nevédéli, se pomalu stavaji konkrétni sekvence s konkrétni funkci
daného proteinu.

V pripadé nejdilezitéjsich ovocnych dievin dnes jiz tedy mame dispozici jak nasycené
genetické mapy se stovkami zarazenych DNA markert popi. marker pro néktery
fenotyp, tak i fyzické mapy jednotlivych chromozomi vzeslé ze sekvencnich projekti.
Nyni je tedy jedine¢na moznost vyuzit existujici informace nejenom pro vytvareni map,
ale také pro intenzivnéjsi vyuziti ve Slechténi a hlubsi pochopeni samotné biologie
ovocnych dievin.

14.7.1 Naroky a dostupnost

Je tfeba priznat, Ze proces vytvaieni genetickych popt. fyzickych map u ovocnych
dfevin nem4 v podminkach CR vyznamnou tradici. Lze sice nalézt nékolik malo
prikladd, i v nich se v§ak obvykle jedna o pripady, kdy pracovnici z ¢eskych instituci
byli prizvani do SirSiho mezinarodniho konsorcia. Divodem je pravdépodobné
skutec¢nost, Ze mapovaci experimenty vyzaduji vysoké finan¢ni naklady, a proto jsou
obvykle realizovany ve statech, kde dany druh predstavuje hospodarsky diilezitou
komoditu. Proto nezbyva nez konstatovat, Ze bez finanéni podpory nékteré z agentur
podporujicich védu a vyzkum nelze v podminkach CR zisadnéjsi experimenty v oblasti
mapovani genomu nékterého z ovocnych druhii uskutecnit.

NA druhou stranu vysledky generované velkymi tymy v zahranic¢i nastésti nejsou
ponechavany v tajnosti a obvykle jsou sdileny prostrednictvim verejné pristupnych
portala a databazi (http://www.rosaceae.org/;
http://cri.fmach.eu/Research/Genomics-and-Biology-of-Fruit-Crop;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/388;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=malus).
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14.8 Prakticka cviceni

14.8.1 Analyza genetické diverzity

Potfebné  vybaveni:  poéita¢c s  predem = stazenym = freewarem: = FreeTree
(http://web.natur.cuni.cz/flegr/programs/freetree.htm) a TreeView
(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html), Excel, nebo jiny tabulkovy editor,
vytisténé fotografie geld, tuzky

Béhem poslednich sedmdesati let doslo k vyraznému zintenzivnéni vyvoje kvalitnéjSich
kultivart s vyS$$imi uZitnymi vlastnostmi. Soudasné ale dochazi postupnému vymizeni
krajovych odrtd, piipadné plané rostoucich druhi, které jsou neziidka nositeli cennych genti

vevs

vvvvvv

Proto jsou zajimavé genotypy shromazdovany v tzv. genofondech. Pii spravé genetickych
zdroji mohou byt mimo standardné vyuzivanych fenotypovych vlastnosti a biochemickych
parametrt velmi dobfe vyuzity i vysledky molekularnich analyz. Zatimco pri identifikaci odriad
jde o stanoveni genetického profilu, ktery by mél byt jedineény a tim také odliSitelny od
ostatnich, pfi stanoveni genetické diverzity jde o relativni méreni genetickych vzdalenosti
v ramci skupiny sledovanych genotypti pomoci vybranych markeri. V literatufe jsou pri
vypoctu genetické rozdilnosti mezi dvéma jednotlivci nejéastéji zminovany a pouzivany tyto tii
koeficienty : Dice / NEI a LI (1979), JACCARD (1908), SOKAL a MICHENER (1958).

K analyze genetické diverzity je vhodné vyuzivat metody molekularni genetiky, které poskytuji
vice produktii v ramci jednoho experimentu. Na trovni rodi a druhi, prfipadné odrid vétsinou
posta¢i metoda RAPD (ptipadné dalsi metody), ktera je technicky pomérné jednoduché a
relativné levna. Pro analyzu azce pribuznych genotypi, jako jsou odrtidy a zejména klony je
presné dodrzovani protokolu. Na druhou stranu v rameci jednoho experimentu poskytuje velké
mnozstvi produktii a jeji vysledky byvaji dobte opakovatelné.

Pracovni postup

V ramci cviceni studenti vyhodnoti jiz hotové fotografie RAPD fingerprinti. RAPD analyza byla
provedena na souboru genotypi broskvoni z genofondu ZF v Lednici.

» Kazdy student (pripadné dvojice) obdrzi vytisténou fotografii gelu - optimélné kazdy
jinou (soubor fotografii k dispozici na ptilozeném CD, tak aby je bylo mozné jednoduse
vytisknout)

Obr.14.3: snimek agar6zového gelu - spektrum RAPD produktii ziskanych pfi pouziti primeru
OPE-1 u skupiny genotypt rodu Prunus L. M — velikostni standard 100 bp DNA ladder-
velikost pruhti (pb) shora dolii: 3000, 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300. Cisla
vepsana do fingerprintu oznac¢uji PCR produkty konkrétni velikosti, které byly hodnoceny.

Cisla nahote v ¥4dku oznacuji jednotlivé genotypy Prunus L: broskvomandloné — Kando (1),
GF 677 (2), Pozar (3), BM-RL (6), botanicky druh - Prunus davidiana /Carr./ Franch. (4),
mandlon —IB 3 (5) abroskvoné - Favorita Morettini (7), Envoy (8), Springcrest ( 9), Harbrite
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(10), Catherina (11), Redhaven (12), Baby Gold 5 (13), Baby Gold 6 (14), Harbinger (15)
(©Baranek)

» Tuzkou si v radcich spojte produkty o stejné velikosti a pokuste se jejich velikost
odhadnout podle velikostniho standardu
» Na papir si pripravte tabulku: do hlavicky sloupcti napiste oznaceni jednotlivych
genotypt, v fadcich bude uvedena velikost jednotlivych produkt
Tab.¢. 14.1.: Ukézka vyhodnoceni RAPD fingerprintu — hodnocen obrazek ¢. 14.3 (prvni
sloupec nemusi studenti do svych poznamek zapisovat, slouzi pouze pro snadnéjsi pochopeni
principu hodnoceni
oznaceni |velikost genotypy broskvoni
na fotce |PCR produktu| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 )12 | 13| 14 | 15
1 3500 1]lofl1|ofl1]|o|l1]|1|1flo]1|2]21]|1]1
2 2500 1]ol1]o|lolo|lofo]oflo]o|lo|o|o]o
3 1600 olo|lo|1|1|o0oflofofofojo|o]|o]o]o
4 1400 1] a | a a2l ala]2|l1]2
5 | 1050 112l oflof| a2l al2]2|l1]2
6 900 1]1|1]o|l1]o0o]lofo|]oflo]oflo]o|o0o]o
7 820 olo|lo|l1]o0o|lofo|]oflo|1|lo0o]o|lof1]o0
8 750 111 r 2| a a2 21|1]1
» Do tabulky postupné zapisujte ¢isla: 1 — v pripadé, ze je PCR produkt dané velikosti u

daného genotypu pritomen, nebo 0 — v pripadé Ze pritomen neni — takto vytvorenou
tabulku oznacujeme jako ,.binarni matice“

Hodnotte pouze PCR produkty silné a stiedni intenzity, slabé produkty se nepovazuji
za vérohodné a jejich opakovatelnost byva Spatna

Studenti po dokoncéeni prace postupné zapisuji ziskané vysledky do jedné souhrnné
tabulky v Excelu (nebo jiném editoru) pod sebou bez vynechanych radki — po zapsani
vSech dat zkontrolujte, zda jsou vSechna policka vyplnéna — programy pro analyzu
genetickych dat neumi tato prazdna mista zpracovat

Tabulku v Excelu oznacte véetné fadku s oznacenim jednotlivych genotypt (pro veétsi
prehlednost je 1épe vypsat celd jména, nez pouze cisla) a sloupce s velikosti alel
Otevrete program FreeTree, z nabidky ,File“ vyberte ,new analyses“ a nakopirujte
oznacena data z Excelu
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» Rozkliknéte odkaz ,Distance/similarity matrix®, zatrhnéte metodu vypoctu UPGMA a
vyberte jeden z nabizenych koeficientdi — nejcastéji je pouzivan Nei and Li/Dice.
Program spo¢ita koeficienty podobnosti mezi analyzovanymi genotypy

» Program spocita koeficienty pro vSechny kombinace genotypti. Ziskané ¢islo ndm
udavd miru pribuznosti mezi dvéma konkrétnimi genotypy — napt. 0,724 1ik4, Ze
genotyp A ma 72% PCR produkti stejnych s genotypem B a 28 % je odlisnych

» Rozkliknéte odkaz ,Reference Tree“ a objevi se velmi primitivni dendrogram.
Zkopirujte algoritmus zobrazeny v ptikazovém radku

» Oteviete program TreeView a rozkliknéte nabidku ,edit“ a vyberte moznost ,paste”
Zobrazi se Vam strom genetické pribuznosti oznacovany téz jako dendrogram. Jedna
se o grafické znizornéni miry pifbuznosti jednotlivych genotypti. Cim kratsi jsou
jednotlivé vétve, tim bliZe jsou jednotlivé genotypy vzajemné pribuzné. Klikdnim v listé
miiZete pirepinat mezi riznymi typy dendrogramdu.

Obr.¢. 14.4: Dendrogram genetické pribuznosti broskvoni. Bylo analyzovano 37 primert a
hodnoceno 218 PCR produkti, z nichz 84 % bylo polymorfnich. (© Baranek)
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» Podivejte se, jak jsou v dendrogram rozdé€leny jednotlivé genotypy. Odpovida jejich
rozdéleni teoretickym predpokladim?

» Porovnejte dendrogram, ktery jste ziskali na zakladé vaseho hodnoceni s vyse
uvedenym.

» Ktery vdm pripada vérohodnéjsi? Pokuste se svou domnénku zdivodnit.

14.8.2 Vyuziti DNA markerua pro ranou selekci genotypt révy podle barvy
bobule



Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnarsky Holovousy s.r.o.

Nezbytné vybaveni laboratote: sada mikropipet a prislusné plastové $picky, mikrozkumavky,
termocykler. Reagencie pro PCR, primery— VvmybA1(3)F (TGAATTCCTCTGGACGTTAA)
Vvmyb A1(3)R (TTATGGTGCATTACTGGCTT)

Postradatelné vybaveni: minicentrifuga, vortex, chladici stojanky na mikrozkumavky,

Smyslem tohoto cviceni je na jedné strané naucit studenty zakladim prace v molekularné
genetické laboratofti, seznamit je s principem PCR a ptipravou reakéniho mixu, na strané druhé
jim na praktickém ptikladu ukazat vyuziti MAS v praxi. Navic je moZzno studentiim vysvétlit
funkci retrotraspozonii v genomu, vznik a prakticky dopad mutaci zapfi¢inénych timto
biologickym mutagenem.

Rada odriid révy se vyskytuje v riznych mutacich v barvé bobuli (Napt. Rulandské modré, $edé
a bilé, Chrupka cervena a bild). Zajimavosti je, Ze SSR profil téchto odrid je totozny a vS§echny
tyto odriidy maji ve svém genomu geny nutné pro syntézu barviv. Uk4zalo se, Ze fakt, zda dojde
k transkripci genti kodujicich pigmentaci plodi je zodpovédné pritomnost, resp. nepfitomnost
transkripéniho faktoru, ktery je kdédovan regulaénim genem VwvmybAi. V pripadé, zZe je
transkripce tohoto genu zablokovana vlozenim retrotranspozonu Gret 1 do jeho promotoru,
transkripéni faktor se netvori a nedochazi k syntéze barviv v plodech. Primerovy par
VvmybA1(3) je komplementarni k regulacnimu genu VvmybA1 a v pripadé, Ze je tento gen
zablokovan retrotranspozonem, nenaleznou primery cilové misto k hybridizaci a nedochazi
k amplifikaci produktu o délce 193 pb. Tato varianta nastava u genotypt s bilou barvou hroznti.
V pripadé, Ze gen retrotranspozonem zablokovan neni, na gelu nalezneme PCR produkt
ocekavané délky.

Pracovni protokol
Studenti pracuji optimalné ve dvojicich, maji laboratorni plasté a rukavice. Kazd4 dvojice
obdrzi stojanek s nachystanymi reagenciemi.

» Do stojanku si nachystejte mikrozkumavky (0,2 ml) — vicka popiste oznacenim vzorka
(1, 2, 3...blank.), které budete analyzovat

» V priloZené tabulce si v poslednim sloupci spocitejte objemy jednotlivych reagencii,
které budete pro pripravu mixu pottebovat a to tak, Ze vynasobite objem pottebny pro
1 reakci po¢tem analyzovanych vzorkli, ke kterému prictete. Rezerva pokryva
nepresnosti pii pipetovani a miiZze soucasné slouzit jako slepy (blank) vzorek (bez DNA)

Tab. 14.2: SloZeni PCR mixu pfi pouziti primert VvMyb A1(3)
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c zasobnich c reagencii 1reakce (pl) | celkovy objem
reagencii v reakci pro x vzork(

HPLC voda 12,1

5 x pufr 5x 1x 5

MgCl, 25mM 1,5mM 1,5

dNTP 25mM 0,2 mM 0,2

Primer F 10 pM 20 pmol 2

Primer R 10 pM 20 pmol 2

Polymeraza 5u/ml 1U 0,2

celkowy objem pro 1 vzorek 23 23
DNA 20 ng 2 2
celkow objem reakce 25

» Jednu mikrozkumavku oznacte ,,mix“ a postupné do ni pipetujte odmérené mnozstvi
sloZzek PCR v poradi, v jakém jsou uvedeny v tabulce. Mastermix se pripravuje pro
vSechny vzorky spole¢né, proto pipetujeme hodnoty uvedené v poslednim sloupci. Jako
posledni pridejte polymerazu. Tento enzym se uchovava v glycerolu, proto se nemusi
rozmrazovat. Z mrazaku ho vytahujeme pouze na nezbytné nutnou dobu a pii praci
udrzujeme v chladicim stojanku.

» Jakmile jste do zkumavky s oznacenim ,mix“ pridali vSechny potfebné reagencie,
zkumavku uzavrete a obsah promichejte na vortexu a stocte v centrifuze

» Mix rozpipetujte do malych mikrozkumavek po 23 [l — pokud jste spravné pocitali a
pipetovali, vyjde objem i na ,blank® - kontrolni vzorek bez DNA, ktery ukazuje na
Cistotu chemikalii a peclivost pri pfipraveé mixu

» Do kazdé mikrozkumavky pridejte 2 [l analyzované DNA — pro kazdy vzorek je
NUTNE pouzit CISTOU SPICKU a mikrozkumavky dobfe uzaviit

» Mikrozkumavky naskladejte do termocykleru a zvolte pfisluSny program. Pred
spusténim programu se ujistéte, Ze jsou vzorky nezaménitelné oznaceny

Tab. 14.3: Teplotni profil PCR pro primery VvmybA1(3) — pro zvySeni specificity
primeri je pouzit ,Touch down“ program, kdy v prvnim kroku dochézi k hybridizaci
primert s analyzovanou DNA pii relativné vysoké teploté, coz zvySuje specificitu
hybridizace. V kazdém dalsim kroku se teplota hybridizace snizuje o 1°C az na 57°C.
V dalsich cyklech uz se tato teplota neméni.

program — cas opakovani
krok ¢ t(°C) | min. | sec.
1 |denaturace 94 3
2 |denaturace 94 45
3 |hybridizace primeru 62—-57 45 6 x
4 |prodluzovani retézce 72 1 30
5 |denaturace 94 45
6 |hybridizace primeru 57 45 25x
7 |prodluzovani feté€zce 72 1 30
8 [dosyntetizovani fetézcti 72 10
9 |chlazeni S

Pozn.: na toto cviceni optimélné navazuje dalsi cvieni — vyuziti elektroforézy pro
separaci nukleovych kyselin. Bez navazujictho cviéeni nemé smysl pripravovat PCR
s drahymi reagenciemi a nacvik pripravy PCR mixu je mozné provést s vodou.
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14.8.3 Vyuziti elektroforézy k separaci nukleovych kyselin

Pottebné vybaveni laboratofe: odmérny valec, nddoba z varného skla, sada mikropipet,
mikrovlnnd trouba, elektromagnetickd michacka, horizontalni elektroforéza + zdroj
elektrického napéti, UV transiluminéator, digitalni fotoaparat (optimélné fotodokumentacéni
systém vcéetné ¢erné komory propojeny s pocitacem)

Priprava agarézového gelu

» Spocitejte navazku praskové agarozy pro 1,5 % gel v potfebném objemu (#idi se velikosti
formy pro nalévani gelu - obvykle cca 150 ml).

» Nared'te si pozadovany objem elektroforetického pufru na koncentraci 1 x —ptislusny
pufr byva v laboratofi obvykle skladovan v koncentraci 50 x. Odméfeny objem pufru
nalijte do nddoby z varného skla (miize byt i zavarovaci sklenice). Nadoba by méla mit
dostatec¢ny objem (alespoii dvojnasobny, jako objem gelu), aby nedoslo k vyvieni gelu.

» Do pufru nasypte odvazené mnozstvi agarézy (kvalita pro elektroforézu — nelze pouzit
agaro6zu pro piipravu médii v in vitro)

» Nadobu priklopte (napt. Petriho miskou, ne na pevno), umistéte do mikrovinné trouby
a zahtivejte. Agarozovy gel varte tak dlouho, dokud nedosahnete tiplné ¢irosti - nesmi
v ném plavat zddné nerozvarené zbytky agarézového prasku.

» Nadobu opatrné vyndejte z mikrovinné trouby a za stalého michani na magnetické
michacce nechejte priklopeny gel pozvolna chladit. Gel je mozné nalévat do formy
v okamziku, kdy v ném nejsou zadné bublinky.

» Do gelu pridejte interkalacni barvivo v koncentraci doporuc¢ené vyrobcem a gel nechejte
rfadné promichat. Nejcastéji je pouzivan ethidium bromid: je ale dosti mutagenni a je
tifeba mit pro praci s takto barvenymi gely k dispozici vyclenénou zvlastni mistnost.
Lépe je tedy zejména pro praci se studenty pouzit drazsi barviva jako napt. GelRed,
GelGreen, nebo Sybr Green, ktera maji nizsi klasifikaci nebezpecnosti

> Céste¢né zchladly obarveny gel (stale tekuty — bez srazenin) nalijeme do pi¥ipravené
formy a vlozime ,hteben“. Nalévanim prili§ horkého gelu zkracujeme Zivotnost
plastovych forem. Pockame, az gel ztuhne

Priprava vzorkl pro davkovani

Davkovani vzorki vyzaduje jistou zru¢nost a pro méné Sikovné zacate¢niky se jedna o pomérné
naroc¢ny tkol. Je tieba si proto pri priprave cviceni vyclenit dostatek casu.

Vzorky: optimalné pouzijte PCR produkty, které jste si pripravili v predchazejicim cviceni. Na
gel je ovSsem mozné davkovat jakoukoliv DNA (i genomickou DNA bez ptedchozi amplifikace),
pro nacvik pak postacii obycejna voda. Optimalni objem pro nacvik je 25 — 30 L1, ¢emuz musi
odpovidat i velikost davkovaci komiirky v gelu.
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Do stojanku si pripravte mikrozkumavky se vzorky uréenymi k davkovani (nejlépe
mikrozkumavky, které jste po amplifikaci vytahli z cykleru a do doby cviéeni uschovali
v mrazaku)

» Ke kazdému vzorku (25 1) pridejte cca 5 Ll davkovaciho pufru (pfesny objem neni
rozhodujici pro vysledek). Davkovaci pufr diky své viskozité strhava vzorky na dno
davkovaci komiirky a obsahuje barevné slozky, které se pohybuji v elektrickém poli
nezavisle na DNA a vytvari tak na gelu barevny pruh. Rychlost migrace jednotlivych
barviv je znama - diky tomu miiZeme odhadnout vhodnou dobu ukonceni elektroforézy.

» Ze ztuhlého gelu opatrné uvolnéte ,hieben” a formu s gelem vlozte do elektroforézy tak,
aby elektroforeticky pufr zaplnil komory vytvorené v gelu hfebenem.

» Mikropipetou naberte cely obsah mikrozkumavky — vzorek + davkovaci pufr (celkem
cca 30 1), $picku vlozte na okraj komtirky a obsah opatrné vypustte do davkovaci
komory. Diky barevnému davkovacimu pufru uvidite, jak vzorek klesd na dno
komiirky. Pti pipetovani davejte pozor, abyste Spi¢kou nepropichli dno komirky, nebo
jiz nadavkovany vzorek nevysali Spi¢kou zpét z komory.

Obr.¢. 14.5: Davkovani vzorkti DNA do komor agarézového gelu.

» Do komory za poslednim vzorkem (nebo uprostied mezi vzorky) nadavkujte velikostni
standard v objemu dle doporuceni vyrobce. Velikost zajmového PCR produktu
z predchazejiciho cviceni je 193 pb — pro tento PCR produkt je vhodné pouZit ,,100 bp
DNA ladder®, nebo jiny s podobnym rozmezim fragmentt.

» Béhem davkovani peclivé kontrolujte sled jednotlivych vzorkd, ktery si poznamenejte i
s pozici velikostniho standardu a ,,blanku®

» Elektroforézu uzavrete a pripojte ke zdroji a nastavte napéti 100 V

» Podle pohybu barevného pruhu v gelu odhadneme ¢as ukonceni elektroforézy — napft.
Orange G se pohybuje priblizné stejnou rychlosti jako fragment DNA o velikosti 70 pb.
Jakmile oranzovy pruh doputuje asi 10 cm od komor, je separace PCR fragmentt
dostatecna k tomu, aby bylo mozné spravné odlisit jednotlivé pruhy a orientacné
stanovit jejich velikost podle velikostniho standardu. Délka separace se dle nastavenych
podminek pohybuje kolem 40 — 50 minut.

» Po ukoncéeni separace vyjmeme formu i s gelem z elektroforézy, osusime papirovym
ruénikem a preneseme na UV transiluminétor

» Béhem sledovani pruhti DNA na gelu je nezbytné chranit si oblicej a zejména zrak pred
ucinky UV zateni plastovym krytem, ktery byva soucasti transiluminétoru.
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» Ziskany vysledek dokumentujeme pomoci digitalniho fotoaparatu. Ziskanou fotografii

upravime a vzorky popiSeme v nékterém z bézné dostupnych programt pro Gpravu
fotografii.

14.8.4. Vyhodnoceni praktického cvi€eni 14.8.2 a 14.8.3

Po aprave fotografie byste méli ziskat podobny obrazek.

Obr.¢.14.6: Marker pro barvu bobuli révy. Analyza provedena s primery VvMybA1(3). Produkt
velikosti 193 pb (na obrazku ten dolni) je markerem pro ¢ervenou a modrou barvu bobule.
Nazvy odrid révy uvedeny oficidlnimi zkratkami, barevné tecky udavaji skutecnou barvu
hrozni. Velikostni standard (marker) 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen) je oznacen ,M“ —
velikost jednotlivych fragmentd (pb) zespodu nahoru: 100, 200, 300, 400, 500, 650, 850,
1000. (©: Barankova)

Vyhodnoceni: v piipadé, Ze je produkt o velikosti 193 pb na gelu pfitomen, hrozny maji
barvu modrou, nebo cervenou, v pripadé, Ze pritomen neni, rostlina nemtze
syntetizovat antokyany, barva bobuli je tudiz ,bila“ — Zluta.

Praktické vyuziti MAS (selekce za pomoci markeru) pii Slechténi révy: Slechtitel
provedl krizeni u révy a rad by mimo jiné vlastnosti ziskal novy hybrid s konkrétni
barvou bobule. Po vysevu odebere z kazdého oznaceného semenéace jeden list, z kterého
je vlaboratofi izolovana DNA. Po PCR reakci (cviceni 14.9.2) a separaci PCR produktti
(cviceni 14.9.3), je mozné §lechtiteli sdélit, jakou barvu hroznt budou jeho hybridi mit.
Pro dalsi praci tak miZe pouzit pouze vybrané rostliny a usetfi tak ¢as a naklady na 3 —
4 roky péstovani, nez by novoslechténi hybridi ptinesli prvni sklizen.
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14.9 Kontrolni otazky
» Jaké latky mohou kontaminovat izolat DNA a negativné ovliviiovat PCR?
» Je mozné srazet DNA a jak?
» Pro¢ je mozné separovat DNA podle velikosti pomoci gelové elektroforézy?
» Jakou hlavni vyhodu mé polyakrylamidovy gel oproti agarézovému pri separaci

fragment DNA?

Jaké latky se pouzivaji pro vizualizaci DNA v gelu?

Kolik primert vyuziva metoda RAPD?

Jakou oblast genomu analyzuje metoda SSR?

Jaké dva pristupy k analyze DNA kombinuje metoda AFLP?

Co je to marker?

Jaké jsou hlavni divody k vyuzivani molekularnich markert pti selekei genotypti ve
Slechtitelském procesu?

Ktera je nejvhodnéjsi metoda pro identifikace odriid a proc?

Jaky je rozdil mezi vazbovou a fyzickou mapou?

VVVYVYYVYYVY

Y VYV

Rejstiik pojmu

Adheze - prilnavost, zejména dvou rozdilnych materiala

Alela - konkrétni forma genu

Amplifikace - rozmnoZeni, zvyraznéni, zesileni

Anoda - elektroda, kter4d ma kladny néboj a pritahuje zdporné nabité ionty

bulkova analyza - analyza smési genotypti vykazujicich stejnou fenotypovou vlastnost

cM - centiMorgan - mapova jednotka vyjadiujici silu vazby (1% rekombinaci v chromozomové
oblasti vymezené 2 danymi geny)

crossing over - proces, béhem kterého si dva homologni chromozomy sparované v profazi I
meiozy vymeéni ¢asti chromozomii

diverzita - rozmanitost
DNA - deoxyribonukleova kyselina

Elektroforéza - separacni metoda, ktera vyuziva k odd€leni latek jejich rozdilnou pohyblivost
ve stejnosmérném elektrickém poli

Elektrolyt - roztok (nebo tavenina), ktery vede elektricky proud
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fingerprinting (DNA) - metoda (nebo soubor metod), pomoci niz 1ze identifikovat genotyp
(jedince), nebo skupinu tzce pribuznych genotypi (klon, odriida)

fluorescence - fotoluminiscencni zareni vyvolané uc¢inkem jiného zareni, nebo uéinkem
dopadajicich castic

fluorometr - pristroj mérici parametry fluorescence

genom - veSkera geneticka informace konkrétniho organismu - kompletni sekvence DNA (RNA
u virtt) jedné sady chromozomi + DNA mitochondrii a plastidi

genotyp - informace o genetické konstituci buriky, organismu, nebo jedince
heteroze - jev pri krizeni, kdy hybridi prvni generace kvalitativné prevysuji své rodice
hybridizace ve §lechténi - kiiZzeni

hybridizace v biochemii - navizani jednovlaknové molekuly (RNA/DNA) na jinou
jednovlaknovou molekulu (DNA/RNA)

chaotropni soli - iontové slouceniny, které snizuji strukturovanost vody

isoenzym - proteiny, které se li§i primarni strukturou, ale katalyzuji stejnou reakci
katoda - elektroda, ktera mé zaporny naboj a pritahuje kladné nabité ionty

kit — sada

kodominance - vztah dvou odlisnych alel téhoz genu, kdy se u heterozygota uplatnuji obé alely
rovnocen€ a paralelné

komplementarita DNA - vztah vzdjemné doplikovosti - pArovani purinovych a pyrimidinovych
bazi v fetézci DNA ve smyslu A-T a G-C

lokus - piresné misto (pozice) na chromozomu

Iyza - rozklad bunék v disledku rozpadu jejich bunééné mambrany

marker - identifika¢ni znak

mikrosatelit - sekvence repetitivni DNA sestavajici z opakujicich se jednotek o velikosti 1 - 6 pb

polymerace - chemicka reakce, pii které z malych molekul (monomerd) vznikaji
vysokomolekularni latky (polymery)

polymorfizmus - promeénlivost, schopnost zaujimat vice forem
primer - kratky asek NK (nebo proteinu), ktery slouzi jako poc¢ate¢ni misto replikace

rekombinace (v genetice) - zmény DNA vzniklé rozstipnutim a pripojenim k jinému fetézci,
vznik novych vlastnosti

segregace (v genetice) - nahodny rozestup chromozomi do pohlavnich bunék
silika - hydratovany oxid kiremicity

spektrofotometrie - stanoveni vlastnosti (napi. koncentrace) vzorku na zakladé pohlcovani
svétla v riznych vinovych délkach



