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Cil metodiky

Mak sety (Papaver somniferum L.) je stara kulturni plodina s dlouholetou tradici
péstovani v naSich zemich. Mak je tfeti nejpéstovanéjsi olejnina péstovana u nas na
ploSe presahujici 30 tisic hektari a tato plodina poskytuje vSestranné vyuziti.
Ceska republika je tak nejvyznamnéjSim svétovym legalnim péstitelem maku.
V Ceské republice je zaméfeno péstovani na odridy maku s nizkym obsahem
alkaloidi morfinového nebo papaverinového typu. Tyto odridy poskytuji olejnata
semena s dobrymi dietetickymi vlastnostmi vyuzivanymi v potravinarstvi. Naopak ve
svété se péstuji odrudy s vysokym obsahem alkaloidli v makoviné vyuzitelnymi
mimo jiné ve farmaceutickém primyslu.

V dtsledku intenzivniho Slechténi, kdy se Slechtitelé zaméfuji pouze na nékteré
vlastnosti, dochazi k zuZovani genetické variability u zemeédeélskych plodin. Dfive
pouzivané morfologické znaky, které byly jedinym nastrojem pro hodnoceni
odradové pravosti, jiz nejsou dostacujici pro urCeni genetické variability. Jako
vhodny nastroj k upfesnéni genetické variability pak mohou byt molekularni
markery, které jsou schopné detekovat DNA polymorfismus mezi jednotlivymi
odriddami a pomoci lépe porozumét genetické struktufe rodicovskych komponent.
Spojeni morfologickych charakteristik a molekularnich markeri se tak stava
ucinnym nastrojem pro vybér vhodnych genotypti, selekci Zzadanych rostlin
a udrzeni dostatecné genetické rozmanitosti.

Cilem predlozené metodiky je popis genetické diverzity genetickych zdroju maku
pomoci analyzy mikrosatelith a metody IRAP. Tyto metody nejenze umoznuji popis
a charakterizaci genetickych zdrojii, ale také najdou své uplatnéni ve Slechténi
rostlin, semenafstvi (hodnoceni Cistoty a pravosti osiva) a potravinafstvi (ovéfeni
pravosti ,Ceského maku“, tak aby nemohl byt zaménovan s genotypy, které
neodpovidaji této charakteristice). Nespornou vyhodou analyz je moznost
identifikace genotypu ve vzorku semen, rostlin, potravinarskych surovin i hotovych
vyrobku.
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Vlastni popis metodiky
Uvod

Mak sety (Papaver somniferum L.) je stara kulturni plodina, jejiz ptvod neni zcela
znam (Novak, 1992) a patfi do celedi makovitych, ktera zahrnuje priblizné
120 druht. Kromé maku setého se 1ze v Cechach setkat i s vyskytem dalSich druhu
maku, jako je napf. mak pochybny (Papaver dubium), mak Lecoquv (Papaver
lecoqui), mak casny (Papaver cosine), mak bélokvéty (Papaver maculosum), mak
polni (Papaver argemone) a vzacné mak zvrhly (Papaver hybridum) a zejména
nejznamejsi druh mak vléi (Papaver rhoeas)(Baranyk a kol., 2010).

Pro své vSestranné vyuziti predevS§im v potravinaiském a farmaceutickém primyslu
je mak péstovan v mnoha zemich svéta. Ceska republika je celosvétové povazovana
za nejvyznamnéjSiho a nejvétsiho legalniho producenta maku setého pro
potravinarské ticely. Potravinarsky mak se zasadné 1isi od ,opiovych® maku tim, ze
jeho mlécnice témeér neprodukuji latex a obsah alkaloidl je (velmi) nizky. Semena
potravinarského maku maji vyborné dietetické vlastnosti a jsou ¢asto pouzivana pro
pfipravu makového peciva. V Ceské republice se péstuje prevazné mak s moudrou
barvou semen, avSak v poslednich letech dochazi ke zvySeni osevnich ploch maku
s bilou barvou semen. Predpoklada se, ze tato tendence bude do budoucna
pokracovat (LiSka, 2019; Vasak, 2010). Vroce 2019 byla osevni plocha maku
36 tis. ha, tedy nejvyssi za poslednich 10 let, s hektarovym vynosem 0,71 t/ha
(Www.czso.cz).

Obdobné jako u dalSich plodin i u maku probiha intenzivni Slechténi. Hlavnimi
§lechtitelskymi cili jsou vynosova stabilita, snizeni obsahu alkaloid®i, kvalitativni
parametry semene a tolerance k suchu. Klicovym pfedpokladem pro vyslechténi
novych odrid je dostatecny rozsah genetické variability §lechtitelské populace
a dostupna rozsahla geneticka rozmanitost vyskytujici se v souborech genetickych
zdroji (FAO 2018). Geneticka diverzita je dulezitym faktorem pro reprodukéni
vitalitu druhu, jeho odolnost vi¢éi stresu a schopnost adaptace na rizné podminky
prostfedi. Obecné se jedna o genetickou variabilitu v ramci druhu, a to mezi
geograficky oddélenymi populacemi, tak i mezi jedinci jedné populace
(Caliskan, 2012). Poznani genetické variability — rozsahu genetické diverzity ve
Slechtitelskych populacich ¢i v kolekcich genetickych zdroji rostlin je potfebné
nejen z pohledu novoS$lechténi a ziskavani novych odrad, ale i z pohledu ochrany
genetické diverzity a cennych ,core“ kolekci genetickych zdroju rostlin. Metody
molekularni biologie poskytuji kvalitativné novou uroven pro charakterizaci
genetickeé diverzity kolekci genetickych zdrojii rostlin. Zaroven je téZ mozné hodnotit
miru genetické podobnosti ¢i odliSnosti populaci genetickych zdroju rostlin. Tyto
metody umoznuji ijednoznaénou identifikaci genetickych zdrojd a umoznuji
hodnotit duplikace v kolekcich genetickych zdrojua (Lahiry et. al., 2018).

Vyznam molekularnich metod identifikace genetickych zdroji ¢i odrtd rostlin roste
s intenzitou Slechténi a zvySujicim se poctem registrovanych odrud, které jsou
morfologicky podobné (obdobny selekéni tlak) a obtizné odliSitelné (nedostatecny
pocet morfologickych znakltl, pomérné mala variabilita v morfologickych znacich,
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zuzena geneticka variabilita). Navic morfologické znaky jsou ovlivihovany
environmentalnimi a klimatickymi podminkami, coZz sniZuje jejich vypovidaci
hodnotu. Aby mohly byt tyto vlivy eliminovany, jsou morfologické znaky stale Castéji
doplnovany modernimi molekularnimi technikami (Korir, 2012). Tato problematika
je ale Casté€jsi v pripadé Slechténi odrid pro farmaceutické vyuziti a Slechténi na
mnozstvi a obsah raznych druhti alkaloidi. Znalost genetické rozmanitosti
a dostupnost téchto genetickych zdroju je potfebna pravé pro navrzeni efektivniho
planu Slechténi, ktery vede k dosazeni Slechtitelskych cild a vySlechténi odrtd
prizptisobenych k riznym agro-klimatickym podminkam (Lahiri et. al., 2018). Diky
znalosti genetické diverzity miizeme i pfedchazet zuzovani genetické zakladny maku
setého.
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Metodika analyzy mikrosatelita (SSR)

Mikrosatelity jsou kratké tandemové motivy, obsahujici 1-6 parti bazi. Di-, tri- nebo
tetranukleotidova opakovani jsou usporadana v tandemech po 5 — 50-ti kopiich
(Ashkenazi et al., 2001). Mikrosatelity mohou byt nalezeny jak v kodujicich, tak
i nekodujicich usecich genomu (Varshney et al., 2005). Mikrosatelity se fidi
jednoduchou mendelistickou deédi¢nosti, proto mohou byt pfi pouziti pro velmi
pfibuzné druhy konzervativni, ovSem pro odliSeni odrid se ukazaly jako vhodny
nastroj (Pilinsky et al., 2011). Pocet opakovani jednotky v konkrétnim misté DNA
(lokusu) definuje alelu. Délku alely lze zjistit po elektroforetické/fragmentacni
analyze PCR produktti daného lokusu diky pouziti primera specifickych pro
prislusny lokus (Curn et al., 2012).

Pfiprava rostlinného materialu pro izolaci

Pro obé molekularni metody byly pouzity materialy poskytnuté Ing. Andreou
Rychlou ze spolec¢nosti OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. Tento material zahrnuje staré
krajové odrudy, §lechtitelsky material a nové moderni odrady.

Pro kazdou odrtidu ¢i Slechtitelsky material bylo vyseto do substratu minimalné
36 semen. Rostliny se nechaly dorust do faze déloznich listt. Po jednom az dvou
tydnech se rostliny odebraly do papirovych sackti po jednotlivych odradach
a nechaly se vysusSit jeden tyden v silica gelu. Pfi odbéru materialu je dulezité
zabranit kontaminaci mezi jednotlivymi odridami sterilizaci nastroji. Po
dikladném vysusSeni byl material pfeveden do 2 ml sterilnich mikrocentrifugac¢nich
zkumavek. Pridaly se 2 sklenéné kulicky a material se zhomogenizoval pomoci
homogenizatoru (Beat Ruptor 96) po dobu 30 sec a pfi maximalni frekvenci. Takto
zhomogenizovany material byl ihned izolovan nebo uskladnén pfi -20°C az do doby
samotné izolace.

Pokud neni k dispozici roboticky homogenizator, je mozna ru¢ni homogenizace.

Obrdazek 1 Ukdzka rostlinného materidlu ve fazi pred odbérem vzorku
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Izolace DNA pomoci modifikované CTAB-PVP metody (Doyle,
1991)

Tato metoda je vhodna pro izolaci DNA z vét§Siho mnozstvi rostlinného materialu.
Ziskana DNA je velmi kvalitni a cista, pfi dlouhodobém skladovani nedegraduje.
Ovérena doba pouziti DNA pro analyzy je az 4 roky, pokud je uchovana pfi -20 °C.
Takto ¢ista DNA je velmi vhodna pfi vyuziti metod AFLP, SSR a ISSR.

Metoda je zalozena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli rozpustny
(0,7M NaCl), ale pfi snizené koncentraci soli (0,45M NaCl) vytvaii srazeninu (Murray
a Thompson, 1980). CTAB zaroven pusobi jako detergenc¢ni ¢inidlo, které uvolnuje
DNA z komplexu membran a proteint. Na zakladé rozdilné rozpustnosti CTAB
v porovnani s DNA jej 1ze oddélit a ziskat dostatecné cistou rostlinnou DNA.

Pouzité pristroje
e centrifuga s moznosti chlazeni, sada automatickych pipet, homogenizator,
vortex, tfepaci termoblok, termostat, analytické vahy, pH metr, mrazak
digestor

Chemikalie

e ethanol (96%, 70%)

e 2x CTAB-PVP extrakéni pufr (2% CTAB, 100mM Tris-HCI, 20mM EDTA, 1,4M
NacCl, 1% PVP-40000)

e 2-merkaptoethanol

e 5% CTAB

e chloroform:IAA (24:1)

e 1x TE pufr (10mM Tris, ImM EDTA)

e isopropanol

Pracovni postup

e ke zhomogenizovanému materialu pfidat 1000 pl extrakéniho pufru
(2x CTAB-PVP + 1 % f5-merkaptoethanolu), material promichat s pufrem

e nechat 45-60 min inkubovat pfi 65 °C ve vodni lazni, promichat kazdych
15 minut

o centrifugovat na 14 000 rpm (maximum) 10 minut

e prevést supernatant do novych mikrocentrifugac¢nich zkumavek

e pridat 750 pl chloroformu:IAA (24:1) a 10 min nechat protfepavat

e centrifugovat 5 min pfi maximalnich otackach

e prepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugac¢nich zkumavek

e pridat 1/5 (cca 200 pl) 5% CTAB a promichat

e prfidat 750 pl chloroformu:IAA (24:1) a 10 minut protfepavat

e centrifugovat 5 min pfi maximalnich otackach

e prepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugac¢nich zkumavek

e pridat 2/3 izopropanolu, 2-3x promichat

e nechat v -20 °C pfes noc
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e centrifugovat 5 minut pfi 4 °C na maximalni otacky

e odstranit supernatant

e pridat 300 pl TE a nechat 30-60 minut rozpoustét na tfepacce pri 37 °C

e pridat 2 objemy (600 pl) 96% studeného ethanolu, 2-3x promichat

e nechat v-20 °C 12 hod

e centrifugovat 10 minut pfi 4 °C na maximalni otacky

e odstranit supernatant

e pridat 1000 pl 70% studeného etanolu a promichat

e centrifugovat 2 min pfi maximalnich otackach

e odstranit supernatant

e pridat 1000 pl 70% studeného etanolu a promichat

e centrifugovat 2 min pfi maximalnich otackach

e prebytecnou tekutinu odpipetovat a nechat susit pfi 37 °C po dobu 15 -
20 minut (nenechat pelet pfeschnout, §patné se rozpousti)

e pridat 200 pl TE pufru a cca 40 minut nechat rozpoustét pri 37 °C

e skladovat v -20 °C

Méfeni koncentrace templatové DNA

Analyza mikrosatelit1 je velmi citliva na ¢istou DNA se stejnou koncentraci u v§ech
pouzivanych vzorku. Proto je treba urcit koncentraci DNA vhodnou metodou.
Roztok nukleovych kyselin se spetrofotometricky vyhodnocuje pfi vinové délce
260nm a 280 nm. Absorbance pfi 260 nm odrazi koncentraci nukleovych kyselin,
absorbance pfi 280 nm odrazi jeji ¢istotu, tj. miru pfitomnosti proteinu.

Pro potfeby meéfeni koncentrace byl pouzit spektrofotometr BioSpec-nano
(Shimadzu). Sledovany byly zejména parametry: koncentrace DNA vyjadfena
v ng/ul, pomeér 260/280, ktery by meél byt videalnim pripadé v rozmezi 1,8-2,0
a pomér 260/230, ktery by mél mit hodnoty od 2,0 do 2,2.

Postup

e napipetovat 1,5 ul slepého vzorku dle pufru, ve kterém je DNA rozpusSténa
(1x TE pufr, millig voda nebo chelex)

e postupné nanasSet 1,5 ul kazdého vyizolovaného vzorku (pfed nanaSenim je
potfeba lehce promichat, pfed samotnym méfenim v programu vzorek
popsat)

e vystupem je tabulka dat (koncentraci DNA a parametrii Cistoty) ve formatu
pdf. nebo xls.

Pokud DNA vzorku nedosahuje potfebnych hodnot, je treba vzorky precistit, napf.
pomoci octanu sodného.
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PfeciSténi DNA pomoci octanu sodného

Pouzité pristroje

centrifuga, vortex, sada automatickych pipet, termoblok

Chemikalie

octan sodny - 3M NaAc
96% a 70% ethanol
1x TE pufr (10mM Tris, 1mM EDTA)

Pracovni postup

do 1,5ml mikrocentrifugac¢ni zkumavky napipetovat 20 ul vyizolované DNA,
2 ul NaAc a 50 ul EtOH 96%

lehce zvortexovat a nechat stat 15 min pfi laboratorni teploté

centrifugovat 30 min pfi 13 000 rpm

opatrné odstranit supernatant

pridat 250 ul EtOH 70%, promichat a centrifugovat pfi 13 000 rpm po dobu
15 min

dokonale odstranit vSechen EtOH nejlépe odpipetovanim a nechat zcela
vysusit

pridat 20 ul TE pufru a nechat rozpustit pri 37 °C

pokud nebudeme ihned pouzit, uskladnit pfi -20 °C
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Analyza mikrosatelitiu

Analyza mikrosatelitti je ¢asto vyuzivanou metodou pro identifikaci odrad. Vyhodou
této analyzy je pomérné velké mnozstvi znamych mikrosatelitnich lokust a jejich
vyskyt v genomu, kodominantni dédi¢nost, dostupné techniky analyzy
mikrosatelitnich (SSR) marker® a jejich opakovatelnost (Seyfert et. al., 2008).

Tabulka 1 Sekvence specifickych primeru pouzitych pro SSR analyzu

Primer Sekvence primeru “5-3° Ve11kost° Autor
fragmentu
GCAGAAGATGAAAAGTTAAA Ondreickova
psom4 155-167
TCTCTTATTGCTGTTCAGTT (2017)
AAACAATCACTGACTACTCG < leouA
psom 17 101-192 Ondreickova
GTAGTGGGTTTTAGGAGTTT (2017)
GTGAGGAGGACGAGCTTTTG Vasek
OPESTO026 120-154
gtttctt CCGTTGTAAATACCGACTGC (2019)
AGTAAAACGATCCGTACCTACCTGA Vasek
OPESTO81c 166-172
CGTTTTTCTACAGGGTTGATTTCTGA (2019)
TCAATACCCACAAAAGGAGGA Vasek
OPESTO53 193-209
gtttctt TCAAGACAAAGAAACCAAGCCA (2019)
CACCAAATCTCATTGCCTGA Vasek
OPEST106 184-193
CCCTAATCGGATGGATCAAA (2019)
TGCGGCTTCTAATCATCCTT Vasek
OPGSSR001 216-241
CCATCAACTTCGCACAGCTA (2019)
GGCTGCTGCTTCTTTTCATC Vasek
OPESTO061 225-237
ATAGGGCAAACTGCCTGCTA (2019)
GGCATAGAGGCTTCATCTACT < leuA
psSSR57 202-229 |Ondreickova
GAAGGGGTGTTGTATGTGTAG (2017)
ATAGATTTATTTTGGCCACCT P
psSSR69 155-166 |Ondreickova
CACCTATTGATTGAGGATGAA (2017)
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Slozeni PCR reakce

e 2x PPP Master Mix (150mM Tris-HCI, pH 8,8 (pti 25 °C), 40mM (NH4)2SOs4,
0,02% Tween, 20,5mM MgCl,, 400uM dATP, 400uM dCTP, 400uM dGTP,
400uM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerazy, barvivo, stabilizatory a aditiva)
nebo 2xGoTag® G2 Green Master Mix (GoTaq® G2 DNA Polymerase je
dodana v 2X Green GoTaq® G2 Reaction Buffer (pH 8.5), 400uM dATP,
400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP a 3mM MgCl,

e 2x BSA (NEB)

e 10 pmol primeru forward a reverse

e 100 ng templatové DNA

Schéma pipetovani
e 12,5 pl Master Mix
e 10,3 pl PCR vody
e 0,5 pul kazdého primeru
e 0,21ulBSA
e 1 pl DNA (100 ng/nl)

Teplotni profil

e pocatecni denaturace S min 94 °C
e 35 cyklu: 45 sec 94 °C
1 min S5 °C
1 min 72 °C*
e konec¢na elongace 5 min 72 °C*
e stop 0 4 °C

* pokud je pouzit master mix 2xGoTaq®, pak je teplota elongace 68 °C

Gelova elektroforéza

PCR produkty se pro kontrolu uspésSné amplifikace rozdéluji na 3% agarozovém
gelu v 1x TBE pufru. Jako marker se pouziva Low Molecular Weight DNA Ladder
(NEB). DNA se vizualizuje barvenim pomoci ethidium bromidu pod UV svétlem
a spektrum fragmentu se zaznamena pomoci software InGenius 3 (Syngene).

Pouzité pristroje
e celektroforéza, laboratorni vahy, zdroj elektrického napéti, pipeta, mikrovinna

trouba, dokumentacéni systém

Chemikalie
e agarozoveé tablety (Serva), 1x TBE, ethidium bromid

Pracovni postup
e do 500ml Erlenmeyerovy banky vlozit 6 tabletek agar6zy
e pridat 100 ml 1x TBE a nechat zcela rozpustit
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e rozvafit roztok agarozy a TBE v mikrovilnné troubé tak, aby nebyla zfetelna
zadna vlakna, pridat 6 pl ethidium bromidu

e rozvafit pfi nejniz§im vykonu mikrovlnné trouby a velice ¢asto promichavat,
gel ma tendenci velice rychle vypénit a vytéct

e zchladit a nalit rozvafenou agarozu do pripravené vany s ,hiebinkem®, ktery
vytvori oddélené jamky, nalitd agardéza nesmi obsahovat zadné vzduchové
bubliny

e nechat agarézu uplné zatuhnout a vyjmout hfebinek

o vlozit agarozovy gel do elektroforetické vany, ve které je roztok 1x TBE

e napipetovat do jednotlivych jamek vzorky — do prvni a posledni jamky hned
za vzorky napipetovat Low Molecular Weight DNA Ladder (NEB)

e pripojit k napajecimu zafizeni a napéti nastavit na 40 V, cca po 5-ti
minutach (po ,vyjeti“ vzorku ze slotd), zvysit napéti na 90 V

e doba prubéhu elektroforézy trva cca 1,5-2 hodiny

e po uplynuti této doby vyjmout gel z pufru a vyfotografovat pod UV svétlem
v dokumentaénim zarizeni

e vyhodnotit zaznam gelu specialnim softwarem

Cipova elektroforéza

Jednou ze separacnich metod, kterou lze pouzit pro analyzu SSR markeru je ¢ipova
elektroforéza. Tato metoda nahrazuje klasickou elektroforézu a jeji vyhoda je
eliminace prace s ethidium bromidem a dale analyza az 96 vzorkl najednou.

Cipova elektroforéza je zalozena na principu automatického nanaseni vzorku
pomoci mechanického ramene na sklenény c¢ip. Pfi elektroforéze na ¢ipu je mozné
dosahnout vysoké tcinnosti pfi aplikaci vysokého napéti, prestoze separacni kanal
je kratky (Wu et al., 2008). Cipova elektroforéza ziskala na popularité diky svému
vSestrannému vyuziti napf. pfi monitoringu Zivotniho prostfedi, v biomedicinskych
a farmaceutickych analyzach, klinické diagnostice ¢i forenznim Setfeni. Timto
zpusobem lze separovat proteiny, DNA i RNA (Chang et al., 2010).

Vystupem ¢ipové elektroforézy je bud zymogram vhodny pro odecitani
amplifikovanych fragmentti a nebo elektroforeogram, ktery zaznamena piesnou
velikost fragmentu.

Pouzité pfistroje
e Cipova elektroforéza MultiNA (Shimadzu), sada automatickych pipet, PC pro
zobrazeni

Chemikalie
e PCR produkty (min. 6 ul), kit pro ¢ipovou elektroforézu DNA-1000 (separacni
pufr, Marker solution), millig H.O, 25 bp DNA ladder (Low Molecular Weight
DNA Ladder - NEB), barva - SYBR® Gold
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Pfiprava chemikalii
barva:

e 99 ul TE pufru + 1 ul barvy SYBR® Gold
o barvu je tfeba udrzovat stale v temnu

o pouzivaji se cerné mikrozkumavky eppendorf
ladder:

e 49 ul TE pufru + 1 ul Low Molecular Weight DNA Ladder (NEB)
o napipetovat do 0,2ml mikrozkumavky bez vicka (ustfizeny strip)

Pracovni postup

e separacni pufr s nafedénou barvickou se micha do vialky, ktera je soucasti
kitu dle poctu analyzovanych vzorkl (viz. tabulka 2)

e Marker solution se prepipetuje do dodané vialky

e vlozit napipetované vzorky nejlépe v PCR desticce do urcené pozice

e vlozit vSechny pripravené chemikalie do barevné oznacenych otvoru podle
pouzitého kitu

e zajistit krytem

e nastavit data do programu MultiNA control (Shimadzu)

e spustit analyzu

Tabulka 2 Redéni separacniho pufru s barvou dle poétu analyzovanych vzorkii

pocet vzorku | 8 a méné 9-29 30 - 79 80 - 120

objem 495 ul 990 ul 1980 ul 2970 ul
separac¢niho
pufru

objem Sul 10 ul 20 ul 30 ul
nafredéné
barvy

celkovy 500 ul 1000 ul 2000 ul 3000 pl
objem

Vyhodnoceni analyzy

Vystupem ¢ipové elektroforézy je bud zymogram vhodny pro odecitani
amplifikovanych fragmentti a nebo elektroforeogram, ktery zaznamena pfesnou
velikost fragmentu. Vysledky jsou zaznamenany ve formé binarni matice podle
pritomnosti ¢i nepfitomnosti fragmentti.

Fragmentac¢ni analyza

Fragmentacni analyza probiha v genetickém analyzatoru a principielné se jedna
o kapilarni elektroforézu DNA fragmentti znacenych tzv. fluofory., které pfi
pruchodu kapilarou a po ozafeni laserem emituji svétlo rizné barvy (Schuelke,
2000; Blacket et al., 2012). Vystupem je chromatogram s ,piky“ jejichz poloha je
porovnana se znamym standardem, coz je soubor fragmentti znamé délky znaceny
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odliSnou fluorescencni znackou analyzovany spolecné se vzorkem. Timto zptsobem
muzeme urcit velikost amplikonu a typ alely specifické pro testovany chromozom.
Pokud je pouzivano vice znacenych primerQ (standardné 6-FAM, VIC, NED, PET), je
mozné dosahnout vyrazného snizeni nakladli pro analyzu, protoze lze vyuzit
takzvaného multiplexu, tedy analyzy nékolika (az 4) PCR produktu v jednom kroku
(Butler 2005; Jozova et al., 2014).

Piiprava vzorku pro FA
Slozeni PCR reakce pro FA
e 5 pl Master Mix
e 3,75 1l PCR vody
e 0,1 pl kazdého primeru (10 pmol)
e 0,05pulBSA
e 11l DNA (5-10 ng/ul)

Slozeni 1 vzorku pro FA:
e 10 pl Hi-Di Formamide
e 0,5 pl Size Standard GeneScan 500 LIZ
e 1 pl PCR reakce

- takto pfipraveny vzorek inkubovat pfi 94 °C po dobu 5 minut
zchladit po dobu minimalné 2 minut

Porovnani zobrazovacich metod

VSechny tfi zobrazovaci metody jsou vhodné pro vyhodnoceni SSR markeru.
Vysledky jsou zaznamenany ve formé binarni matice podle pfitomnosti ¢i
nepritomnosti fragmenti. Vyhody a nevyhody jednotlivych zobrazovacich metod
jsou uvedeny v tabulce 2.

Binarni matice je nasledné importovana do programu napif. MVSP a nasledné
vyhodnocena pomoci PCO analyzy ¢i pouzita pro vypocet matice podobnosti.

Tabulka 3 Porovnani zobrazovacich metod pro marker SSR

agar. gel cipova Elfo FA
financ¢ni narocénost nizka stredni vysoka
detekce od (pocet bazi) | 10 bp 3bp 1bp
opakovatelnost stredni stredni vysoka
mnozstvi produktu (ul) | 15 6 1
pozadavek na kvalitu stredni stredni vysoky
DNA
citlivost na ne ano ano
koncentraci DNA
pracnost nizka streni stfedni
pouziti nebezpecénych ano ne ano
chemikalii
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Vyhodnocovaci metoda se odviji od polymorfismu jednotlivych primert
a velikostnich rozdilech mezi alelami. Pokud je rozdil veétsi jak 10 bazi, pak je
zobrazeni na elektroforetickém gelu dostacujici. V pfipadé jednotek bazi je tfeba
vyuzit fragmentacni analyzu, ktera poskytuje i pfesné velikosti jednotlivych alel.

18



Jozova E. a kol. (2020) Metodika pro genotypizaci genetickych zdroji maku setého
(Papaver somniferum L.) pomoci SSR a IRAP markert

Metodika analyzy IRAP markeru

Molekularni metoda IRAP vyuziva repetetivnich sekvenci. Tento marker je zaloZzen
na amplifikaci iasekti DNA mezi retrotranspozony, které jsou ohraniceny dlouhymi
terminalnimi repeticemi (LTR) (Kalendar et al., 2000). Diky vlastnostem jako jsou
vysoké zastoupeni vysoce homolognich sekvenci a stabilita inzerci jsou
retrotranspozony vhodnym fylogenetickym markerem az do trovné druhu, odrud ¢i
jedincu (Feschotte el al., 2002). Velkou vyhodou této analyzy je jejich univerzalnost.
Oproti ostatnim markerim jsou retrotranspozony schopny poskytnout informace
o vyvojove linii ¢i fylogenezi (Kalendar et al., 2010).

Pfiprava rostlinného materialu pro izolaci

Pro izolaci rostlinného materialu byly odebrany zdravé listy mladych rostlin pfimo
z rostlin péstovanych na poli. Z divodu vnitrodruhové variability byl u kazdé
odrady proveden odbér deseti listh a byl vytvofen smésny vzorek. Vzorky byly
ulozeny do chladiciho boxu a po prevozu do laboratofe byly zamrazeny pfi -80 °C.

Izolace DNA pomoci ISOLATE II Plant DNA Kit (Bioline)

Izolace DNA pomoci kolonkovych kiti jsou rychlou alternativou jak ziskat cistou
DNA dostacujici kvality. Jejich vyhodou je rychlost a pufry, které jsou soucasti kitu.
Nevyhodou u nich mutize byt rychla degradace DNA a niz§i vytéZznost. Pokud je DNA
potfeba jen pro jednu analyzu, je tato metoda naprosto dostacujici.

Metoda je zaloZzena na navazani DNA na matrix umisténé v kolonce a jejim
nasledném promyvani. Po promyti je DNA vytésnéna z matrix pomoci PCR vody
nebo eluénim pufrem, ktery byva z pravidla soucasti kitu do ¢isté mikrozkumavky.

Pouzité pfistroje
e centrifuga s moznosti chlazeni, sada automatickych pipet, ruéni
homogenizatory, vortex, trepaci termoblok, termostat, analytické vahy

Chemikalie

e soucasti kitu

Pracovni postup

e do jedné mikrozkumavky odvazit 10mg kazdého listu dané odrtidy. Celkem
tedy 100 mg Cerstvého materialu na jednu odradu

e ke zhomogenizovanému materialu se prida 400 ul Lysis Buffer PA1 a lehce
zvortexovat

e pfidat 10 ul RNasy A a lehce promichat

e vzorky inkubovat pfi 65 °C po dobu 10 min

e umistit ISOLATE II Filter (fialovy) do nové 2 ml Collection Tube a napipetovat
lyzat na kolonku

e pfidat 450 pl Binding Buffer PB a pipetovanim asi 5x promichat, nebo lehce
zvortexovat
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umistit ISOLATE II Plant DNA spin Column (zelena) do nové 2ml Collection
Tube a do kolonky napipetovat vzorek (max. 700 pl).

Centrifugovat 1 min pfi 11000 g, vylit do, co protece

pridat 400 upl Wash Buffer PAWI1. Centrifugovat 1 min pfi 11000 g.
Co protece vylit.

pridat 700 ul Wash Buffer PAW2. Centrifugovat 1 min pfi 11000 g.
Co protece vylit.

pridat dalsich 200 ul Wash Buffer PAW2. Centrifugovat 2 min pfi 11000 g
umistit ISOLATE II Plant DNA Spin Column do nové 1,5ml mikrozkumavky
(neni soucasti kitu)

pridat pfesné do stfredu membrany S0 ul Elution Buffer PG predehtratého na
65 °C

nechat inkubovat 5 min pfi 65 °C

centrifugovat 1 min pti 11000 g

Pokud chceme i druhy eluat, vlozime filtr do nové 1,5ml mikrozkumavky
a pridame na membranu jesté 50 ul Elution Buffer PG

Analyza DNA markeri metodou IRAP

Pro genotypizaci bylo po pfedchozim skriningu vybrano celkem 10 kombinaci
primert, které maji vysoky stupen polymorfismu a jsou tedy vhodné pro detekci
rozdilti na vnitrodruhové urovni. Na zakladé vysledktl z PCR analyzy byla provedena
binarizace dat (odecitanim pfitomnosti a nepfitomnosti fragmentt).

Pouzité primery
Tabulka 4 Seznam sekvenci pouzitych primeru

Primer Sekvence (3°- 57)

IRAP 3 CCG TCA AAATCC GAG TTT GTA CG
IRAP 5 GAT TCA GCG TCG TAG ACG CAC C
IRAP 9 ATA GAA GCC AGG TCA ACC CGC AC
IRAP 16 GTA GCC ACC GTC GGC CAA CTT CC
IRAP 18 21 | GGA TGC ATT TTG GGG AAA GCT A
IRAP 19 AGC TGA AAG TCC TGA TTT CCC CT
IRAP 21 CCT GTA AAG AGC ACA AAGACGT
IRAP a5-2 | CCA ACC ACT GCC GAA TAT CG
IRAP a5-5 | CGC AGT GGC TAA GTG GGG AC
IRAP al4-4 | ATG AGT GGA GCG ACC CTT CCA
IRAP d10-2 | TGG TTT GTG ATA CAG ACT CAC CT
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Tabulka 5 Pouzité kombinace primertt IRAP

Cislo | Primer 1 Primer 2
1 IRAP 3 -

2 IRAP a5-2 -

3 IRAP a5-5 -

4 IRAP al4-4 | -

5 IRAP d10-2 | -

6 IRAP 18 -

7 IRAP 3 IRAP 9
8 IRAP 5 IRAP 9
9 IRAP 16 IRAP 21
10 IRAP 19 IRAP 21

Pouzité chemikalie

Dream Taq DNA Polymerase S U/ul (Theromo Scientific)
10x Dream Taq Green Buffer (Thermo Scientific)
dNTPs set (Thermo Scientific)

Slozeni reakce

1,5 ul 10xPCR pufr

0,3 ul smés dNTPs (10mM)

0,15 ul primer 1 (SmM)

0,15 ul primer 2 (5mM)

0,1 ul DNA polymeraza (5 U/ul)
2ul templatova DNA (25 ng/ pl)

Reakeéni smeés se doplni PCR vodou do celkového objemu 15 pl.

Pracovni postup

VSechny prace probihaji ve sterilnim boxu, aby se zabranilo moznym kontaminacim
chemikalii a vzorkd. Pracovni plochy se pfed zapocetim prace otfou 70% etanolem.
Zkumavky s chemikaliemi i se vzorky se v prubéhu prace udrzuji v chladu (pouziva
se chladici stojanek). K pipetovani se pouzivaji sterilni Spicky s filtrem. Pouzivaji se
latexové nebo nitrilové laboratorni rukavice.

chemikalie pro PCR (10x PCR pufr, roztoky primert, smés dNTPs) se nechaji
rozmrznout pozvolna v chladni¢ce a poté se premisti do chladiciho stojanku
pro praci s vétSim mnozstvim vzorkll je vyhodné pouzivat PCR stripy (po
8 mikrozkumavkach), nebo PCR desticky (96 mikrozkumavek). Samostatné
PCR mikrozkumavky jsou vhodné pouze pro malé pocty vzorku.

PCR reakce se pripravi dle vySe uvedeného schéma pro kazdy primer, i
kombinaci primeru zvlast

pfipravi se potfebné mnozstvi reakéni smeési (master-mix) dle poctu
analyzovanych vzorku

do oznacenych 0,2ml mikrozkumavek (ve stripech ¢&i destickach) se
rozpipetuje reakéni smés po 13 pl
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e do reakéni smeési v mikrozkumavkach se napipetuji 2 pl vzorku DNA tak, aby
se zabranilo kontaminaci okolnich mikrozkumavek vzorkem. Mikrozkumavky
se uzavriou vicky, na desticky se prilepi folie.

e mikrozkumavky s reakéni smeési se vlozi do PCR termocykleru a spusti se
teplotni program pro IRAP

e po ukonceni teplotniho programu lze vzorky kratkodobé uchovavat v lednici,
nebo i delsi dobu zamrazené pii 20 °C

teplotni profil
Amplifikace probiha v termocykleru BIO-RAD C1000 pfi nasledujicim teplotnim
profilu:

e pocatecni denaturace S min 95 °C
e 35 cyklu: 35 sec 95 °C
45 sec S50 °C
3 min 72 °C
e konecna elongace 5 min 72 °C
o stop o0 4 °C

Pfiprava 1,5% agarozového gelu

PCR produkty se rozdéluji na 1,5% agarézovém gelu v 1x TAE pufru. Jako marker je
pouzivan Gene Ruler 100bp Plus DNA ladder (Thermo Scientific). DNA fragmenty se
vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu. Digitalizace se provede pomoci UV-
transluminatoru a digitalniho fotoaparatu s nasazenym oranzovym filtrem.

Pouzité pfistroje
o celektroforéza, laboratorni vahy, zdroj elektrického napéti, pipeta, mikrovinna
trouba

Chemikalie
e agaroza (Serva), 1x TAE, ethidium bromid

Pracovni postup

e 1,5 gagardzy se rozmicha ve 100 ml 1x TAE

e rozvafit roztok agardzy a TAE v mikrovinné troubé tak, aby nebyla zfetelna
zadna vlakna, pridat 10 pl ethidium bromidu

e zchladit na cca 50 °C a nalit rozvarenou agarézu do pfipravené vany
s ,hfebinkem®, ktery vytvofi oddélené jamky, nalita agaréza nesmi obsahovat
zadné vzduchové bubliny

e nechat agarozu uplné zatuhnout a vyjmout hfebinek

e vlozit agarozovy gel do elektroforetické vany, ve které je roztok 1x TAE

e vzorky napipetovat do jednotlivych jamek- do prvni a posledni jamky hned za
vzorky napipetovat GeneRuler 100bp Plus DNA ladder

e pokud se pouzije alternativni master mix bez obsahu nanaseci barvy, je tuto
nutné pridat pfed nanasenim
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e pripojit k napajecimu zafizeni; elektroforéza probiha 1 hodinu prfi
konstantnim napéti 150 mV

e po uplynuti této doby vyjmout gel z pufru a vyfotografovat pod UV svétlem
v dokumenta¢nim zafizeni

Vyhodnoceni ziskanych elektroforeogramu

Na digitalnich zaznamech vystupu =z elektroforézy je sledovana pfitomnost
a nepfitomnost fragmenti dané velikosti amplifikované LTR oblasti DNA maku.
Velikosti produkti PCR pro jednotlivé primery jsou uvedeny v tabulce 6. Pritomnost
(1) a nepfitomnost (0) produktt je zapisovana v binarnim koédu do tabulkového
editoru. Ukazky separace amplifikovanych produktd na agarézovém gelu jsou
umistény v priloze.

Tabulka 6 Velikosti fragmentu sledovanych pro vyhodnoceni

Primer Velikosti fragmentu
IRAP 3 680bp

IRAP a5-2 550bp

IRAP a5-5 1170bp

IRAP al4-4 600bp

IRAP d10-2 1250bp

IRAP 18 550bp, 700bp, 1150bp
IRAP 3 + IRAP 9 1080bp

IRAP 5 + IRAP 9 1020bp, 1130bp
IRAP 16 + IRAP21 650bp

IRAP 19 + IRAP 21 800bp, 1060bp

Statistické zpracovani dat

Pro ucely statistického hodnoceni ziskanych dat je mozné vyuzit naptr. software
NTSys. Vstupni data predstavuji binarni matice zapsané v tabulkovém editoru,
napf. MS Excel. Vystupem je vypocet genetické vzdalenosti pomoci clusterové
analyzy. Vysledky jsou zobrazeny pomoci dendrogramu.

Pokud je do analyzy zahrnuto mensi mnozstvi vzorkud, je mozné pro binarizaci dat
specialni software, napt. BioProfil 1D++ (Vilber Lourmar, Francie).

23



Jozova E. a kol. (2020) Metodika pro genotypizaci genetickych zdroji maku setého
(Papaver somniferum L.) pomoci SSR a IRAP markert

Porovnani metod

Obé popisované metody jsou vhodnym nastrojem pro urceni odrtidové variability.
Presto kazda z metod vykazuje urcité vyhody ¢i nevyhody. Pokud se ovSem spoji obé
metody, 1ze dosahnout velmi presnych vysledku.

Pro metodu IRAP stac¢i k analyzam zakladni vybaveni laboratofe. U metody SSR
dochazi k vyhodnocovani fragmentli na genetickém analyzatoru. Ten ale neni
nutnym vybavenim laboratore, jelikoz tuto analyzu provadi specializované firmy.

Tabulka 7 Tabulka pro porovndni metod

SSR IRAP
pracnost stfedné narocna méné narocna
financni vysoka nizka
narocnost
opakovatelnost vysoka nizka
pocet 1-10 1-10
amplikonu (cca)
potfeba znalosti ano ano
sekvence genomu
reprodukovatelnost vysoka stfedné vysoka
pozadavek na kvalitu DNA vysoky stfedné vysoky
vizualizace fragmentacni analyza elektroforéza
dédicnost kodominantni dominantni
hojnost v genomu stredni vysoka
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Srovnani novosti postupu

Predkladanou “Metodika pro genotypizaci genetickych zdroji maku setého
(Papaver somniferum L.) pomoci SSR a IRAP markerd“ lze hodnotit jako novou
metodiku, nebot v soucasné dobé neni k dispozici ucelena metodika pro hodnoceni
genetické variability na urovni odrid se zaméfenim na odrady ceského maku
s vyuzitim vice molekularnich markeri. Dosud dostupné informace jsou jen dil¢i a
rozptylené ve védeckych publikacich a monografiich, Lkteré se zabyvaji
problematikou molekularnich markert, komplexni vyhodnoceni pouzitelnosti
jednotlivych markerti pak dostupné neni. Molekularni markery pfredstavuji ve
srovnani s morfologickymi ¢i biochemickymi markery kvalitativné novy pfistup,
ktery ma na jedné strané obrovsky potencial vyuziti, avSak na strané druhé i své
limity. Realna interpretace molekularnich dat obvykle vyzaduje kvalifikovanou
volbu vhodnych a optimalizovanych postupti. Vyuziti analyzy molekularnich
markerQl pro popis a charakterizaci genotypu je predmétem predkladané metodiky.
Vyhodou postuptl je moznost vybéru vhodné metody, dostupné pro ucely Slechtitelt
podle vybavenosti laboratofe, stejné tak i moznost volby metody pro vizualizaci
molekularni markery jsou optimalizovany tak, aby bylo mozZné dostatecné urcit
polymorfismus na urovni odrid a tim dostatecné urcit genetickou vzdalenost.
Metodika presné popisuje vSechny postupy od pfipravy materialu k izolaci DNA tak,
aby bylo dosazeno maximalni C¢istoty, az po sestaveni binarnich matic a
vyhodnoceni pomoci konkrétniho software.

Popis uplatnéni metodiky

Vyuziti metodiky pro genotypizaci genovych zdrojli maku setého pomoci markert
SSR a IRAP v prvni ¢asti zahrnuje teoretickych tvod do problematiky. V praktické
¢asti jsou uvedeny piesné protokoly od pfipravy odbéru rostlinného materialu,
izolaci DNA, PCR az po vyhodnoceni ziskanych dat, které jsou standardné
pouzivané na obou pracovistich podilejicich se na vyvinuti této metodiky.

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizovana pro rychlou a spolehlivou detekci
k tceltim odliSeni odrad maku setého (Papaver somniferum L.). Optimalizovany byly
dvé metody - IRAP a SSR. Metoda IRAP je zalozena na amplifikaci isekti DNA mezi
retrotranspozony ohrani¢enymi LTR. Metoda SSR je pak zalozena na amplifikaci
useku obsahujici mikrosatelity o razné délce. Tyto metody lze pro hodnoceni
odradové diverzity pouzit zvlast, ale i spolecné a dosahnout tak pfesnéjSich
informaci.

Ackoliv molekularni markery nejsou dosud standardné vyuzivany pro potfeby
odliSeni odrid, mohou byt vhodnym doplankem pfi hodnoceni morfologickych dat.
Vyhodou téchto analyz je zejména rychlost a moznost detekovat polymorfismus jiz
v raném stadiu rostliny nedestruktivni metodou a neni treba cekat az to plného
vyvinuti. Analyzy nejsou ovliviiovany faktory vnitiniho a vnéjSiho prostredi.
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Uzivatelé metodiky jsou vyzkumna pracovisté a Slechtitelské stanice, které mohou
dle svych laboratornich moznosti vyuzit analyzy molekularnich markerti. Na
zakladé této metodiky lze hodnotit odridovy polymorfismus a pomoci téchto
vysledkt vybirat vhodné rodicovské komponenty pro dalsi §lechténi. Dalsi uplatnéni
metody je pfi hodnoceni Cistoty dané odridy v prubéhu Slechténi. Metodika bude
uplatnéna prostfednictvim S$lechtitelské firmy Selgen, a.s.. S timto subjektem byla
uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.

Ekonomické aspekty

Molekularni markery popisované v této metodice maji znacny ekonomicky vyznam
pro semenafské ¢i obchodni firmy a Slechtitelska pracovisté (hodnoceni pravosti
a Cistoty osiva, odrudové deklarace produktu - semen, selekce genotypt pfi
§lechténi). Vzhledem k tomu, ze u vétSiny ekonomicky vyznamnych plodin dochazi
k zuzovani genetické diverzity, mohou pravé molekularni markery velice rychle
pomoci s genetickym popisem a identifikaci odriad. Vyhodou téchto markert je, ze
lze analyzovat mladé rostliny nedestruktivhim zpusobem a po rychlé analyze
ponechat pouze rostliny zadaného genotypu, ¢imz se vyznamné snizi naklady na
dopéstovani a doba S§lechténi jedné odrudy se muize vyrazné zkratit. Dulezita je
i rychlost analyzy, kdy pro detailni morfologickou analyzu je zapotfebi cela vegetace,
vysledky molekularni analyzy jsou pak k dispozici i v fadu hodin.

Pro bézné vybavenou molekularné-biologickou laboratof jsou naklady spojené
s analyzou IRAP markerd minimalni. Sta¢i =zakladni pristrojové vybaveni
(termocycler, elektroforeticka vana, vahy, centrifuga, pipety). Cena izola¢niho kitu
se pohybuje v c¢astce cca 15 tis. K¢ pro 250 vzorku. Tento kit lze zaménit za
mnohem levnéjSi alternativu izolace pomoci CTAB-PVP, kde castka dosahuje
priblizné tretinovych nakladu. Tato metoda je sice pracnéjsi a zdlouhavéjsi, ale
vyizolovana DNA je velmi kvalitni o vysoké koncentraci. Dalsi polozkou je syntéza
specifickych primert, kde se cena jednoho primeru pohybuje kolem 200 K¢. Ostatni
polozky nevyzaduji nutnost specifikace a jsou pouzivany dle zvyklosti laboratore.

Molekularni marker SSR vyzaduje vyrazné€j§i naklady na pofizeni genetického
analyzatoru, ktery se pohybuje v hodnotach od 1,4 mil K¢. Dal§i naklady jsou
spojené se syntézou znacenych primera. Kdy cena jednoho znaceného primeru se
pohybuje od 2 do 8 tis. K¢ dle pouzité fluorescencni barvy. Naklady na fragmentacni
analyzu lze ale snizit nékolika zpusoby. Geneticky analyzator neni nezbytnosti,
jelikoz analyzu si lze objednat formou sluzby, kde cena jedné analyzy vychazi na
80 K¢. I tyto naklady Ize eliminovat a to vice zptiisoby. Lze pouzit 4 znacené primery
s odliSnym fluorescenc¢nim znacenim a tim naklady na sluzby snizit ¢tyfnasobne.
na syntézu fluorescenc¢né znacenych primeru, kdy se vyuzije metoda prodluzovani
forward primer o sekvenci jednoho univerzalniho znaceného primeru. Vys§si naklady
na analyzu jsou ovSem vyvazeny velmi pfesnymi vysledky s vysokou vypovidajici
schopnosti.
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Softwarové vybaveni nevyzaduje zadné specifikace. Dostatecny je klasicky tabulkovy
editor a program vhodny pro vypocet clusterové analyzy.
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Pfilohy
Obrazova priloha SSR

Obrdazek 2 Ukdzka vystupu analyzy mikrosateliti. po ¢ipové elektroforéze

11

Intensty (M)
8

1
7
17
m:u

anpf = by

Intensity (mW)

Obrazek 3 Porovnani vysledki gelové (vlevo) a éiﬁové elektroﬁréz vpravo
]

S

N

iIIii

30



Jozova E. a kol. (2020) Metodika pro genotypizaci genetickych zdroji maku setého
(Papaver somniferum L.) pomoci SSR a IRAP markert

Ukazka vystupu fragmentacéni analyzy zobrazené v programu
GeneMapper

Obrdzek 4 Primer psom4, velikost fragmentu 155, 167. Odrida Cerveny Sitbofice
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Obrazek 5 Primer psoml7, velikost fragmentu 104, 113, 115. Odruda Modry
Valassko
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Obrazek 6 Primer OPESTO026, velikost fragmentu 120, 124. Odruda Ametiszt
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Obrazek 7 Primer OPESTOS8 1¢, velikost fragmentu 163, 166. Odruda Ametiszt
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Obrazek 8 Primer OPEST053c, velikost fragmentu 193, 196, 209. Odruda Modry
Valassko
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Obrdzek 10 Primer OPGSSRO00I, velikost fragmentu 223, 224. Odrida Cerveny
Sitbofice
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Obrazek 11 Primer OPESTO061, velikost fragmentu 231, 237. Odriuda Modry Valassko

207 213 218 225 231 213 219 261 285

000

7500

7000

6500

6000

5500

5000

4500

4000

3500

000

2500

- A A

Obrazek 12 Primer SSR57, velikost fragmentu 202, 223. Odruda Modry ValaSsko
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Obrazek 13 Ukdzka profilt na zaklade FA pro vybrané odrudy maku
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Vystup z programu MVSP — matice podobnosti

Obrazek 14

Obrdazek 15 Vystup z programu MVSP — PCO analyza
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Obrazova pfiloha - IRAP

Obrazek 16 Ukazka otora i gelu po | rozdelenl produktu na elektroforéze
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Ukazka vysledkii statistického zpracovani IRAP markeri

Obrazek 17 Vysledek UPGMA analyzy
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Obrazek 17 Vysledek NJ analyzy
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Pouzité roztoky
roztoky pro izolaci DNA

2x CTAB-PVP
slozeni | konc. navazka poznamka
100 ml | 500 ml 1000 ml
CTAB 2% 2g 10g 20 g doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pii 65 °C
Tris 100 mM | 1,21¢g 6,05 g 12,114 g +HCI = pH 8-8,2
EDTA 20 mM 0,75 g 3,723 g 7,446 g +NaOH = pH 7,8-8
NaCl 1,4 M 82¢g 40,915 g 81,83 g
PVP 1% lg 5g 10g
dH,O doplnit do pozadovaného objemu
5% CTAB
slozeni | konc. navazka poznamka
100 ml | 500 ml 1000 ml
CTAB 5% Sg 25¢g 50g doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pfi 65 °C
NacCl 0,35 M 2,04 g 10,27 g 20,4 g
dH,O doplnit do pozadovaného objemu
1x TE pufr
slozeni | konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
Tris 10 mM 0,121 ¢g 0,605 g 1,2114 g | doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pii 65 °C
+HCI = pH 8-8,2
EDTA | 1 mM 0,03723 g | 0,1865¢g | 0,3723 g | +NaOH = pH 7,8-8
dH-.O doplnit do pozadovaného objemu

3M octan sodny

slozeni | konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
octan 3 M 40,8 g 27 g 408 g doplnit vodou na % celkového
sodny objemu a rozpustit
+ ledova kys. octova pH=5,2
dH,O doplnit do pozadovaného objemu
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pufry pro elektroforézu
5x TBE
slozeni | konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
Tris 0,445M |54¢g 27 g 54 g
kys. 0,445M |2,75¢g 13,75 27,5 g
borita
EDTA 0,5 mM 2 ml 10 ml 20 ml doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit
dH,O doplnit do pozadovaného objemu
50x TAE
slozeni | konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
Tris 2 M 242 ¢g 121 ¢g 242 g doplnit vodou do % celkového
objemu
a rozpustit
kys. 1M 5,71 ml 28,55 ml | 57,1 ml
octova
EDTA 50 mM 1,86 g 93¢g 18,6 g pH=8
dH,O doplnit do pozadovaného objemu

priprava agarézového gelu
1,5% v 1XxTAE

objem gelu mnoz. agarozy [g]|mnoz. vody mnoz. pufru TAE |[mnoz. Et. Br.
[mi] [mi] [ml] [l]

50 0,75 49 1 S

100 1,5 98 2 8

150 2,25 147 3 8-10

200 3 196 4 12-13

3% v 1xXTBE

objem gelu mnoz. agarézy [g][mnoz. vody mnoz. pufru TBE |mnoz. Et. Br.
[ml] [ml] [ml] [ul]

50 1,5 40 10 5

100 3 80 20 8

150 4,5 120 30 8-10

200 6 160 40 12-13
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