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Genetické markery
= znaky, které informuji o genotypu

Musi tedy spinovat podminky:

a) nejsou ovlivhovany prostredim

b) maji jednoduchou genetickou kontrolu
(nejlépe alelami jednoho lokusu = genove markery)

c) dédi se s neuplnou dominanci nebo — co je vyhodou —
jsou kodominantni a z fenotypu lze zjistit genotyp.



Vyuziti genetickych markeru:
& studium populaci
& studium geograficke promenlivosti

& identifikace Slechtitelského materialu

& selekce na odolnost (markery rezistence)

& prokazovani identity a puvodu reprod. materialu
& studium genetického materialu

& taxonomie



1. Markery morfologické

- barevné a tvarové odchylky listu, popf. habitu
(mutanti)

strihanolisté a kaderave formy
purpurové formy (BK, JV, BR, JL..)
chlorofylovi mutanti (formy aurea, albina u SM, BO)

Mutantni jedinci Drosophilla melanogaster studovany J.
H. Morganem od r. 1905



2. Biochemické markery

2.1 Fenoly
- sekundarni metabolity

- kvalitativni slozeni stalé, kvantita ovlivhovana
prostredim a meni se v ontogenet. vyvoji

- pokud se vlivy omezi a standardizuje se vek, lze je
pouzit jako genetické markery
Vyuziti:
- identifikace klonu TP
- studium klinalnich trendt proménlivosti

- markery rezistence k chorobam a Skudcum (lze
identifikovat potencialne rezistentni genotypy)



Nevyhody:
- analyticke problémy (extrakce, rychla oxidace, problemy
se skladovanim)

- variabilita v ramci rostliny, ovlivhéni prostredim



2.2 Terpeny
- sekundarni metabolity

- soucast pryskyric a eterickych oleju

- vyskyt u jehli€énant ve vSech ontogenetickych stadiich a
vSech organech

- existence oddélenych pryskyriénych systému
(kura, xylem, semena, jehlice..)

- meéne citlivé na vlivy prostredi nez fenoly

- jenom nékteré kédovany jednim genem
(a-pinen, B-pinen, myrcen, A-3 karen, limonen,
caryophylen, B-felandren)



n-pentan
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Vyhody:
- snadna a rychla analyza (neni treba extrakce, jen u jehlic)
- stale (po extrakci se nemeéni)

- negeneticka variabilita existuje, ale da se standardizovat

Nevyhody:
- slozeni se v pocatecnich vyvojovych stadiich meni =
pouzivat material od urciteho veku

- sezénni fluktuace terpenu v jehlicich (v dobé raseni)

- variabilita uvnitr rostliny = pro odbery volit standardizovany
bod



Vyuziti:
a) studium variability populaci

19

geograficka variabilita terpenu v kufe borovice



b) identifikace puvodu (JD)
c) identifikace spontannich mezidruhovych hybridu a studium
Introgrese

(introgrese = dlouhotrvajici spontanni mezidruhova
hybridizace, ktera vede k Sifeni genu jednoho druhu
do druhého druhu)

d) identifikace klonu a kultivaru

c) markery rezistence ke Skudcum (byloZzravcum, hmyzu)
a patogenum (houbam)



2.3 lzoenzymy

- enzymy = bilkoviny s katalytickou funkci,

- enzym je primarni produkt transkripce a translace,

- soubor enzymu pfritomnych v organizmu je staly
(nesouvisi s rocni dobou nebo ontogenetickych stadiem,

- prostfredim muze v organizmu ovlivnit jenom jejich
kvantitu (,,lJatkové mnozstvi“)



DNA proteiny

gen koduje on Zy-m
, protein s
usek DNA katalytickou funkci

genova mutace

alela L lzoenzym
_ koduje .7
varianta molekularni forma
genu enzymu

Izoenzymy = enzymy se stejnou nebo podobnou funkci v
metabolismu, které se liSi v primarni strukture
(rtzné varianty téhoz enzymu)



lzoenzymy
katalyzuji stejnou reakci, lisi se v elektrickém naboji

vznikaji genovymi mutacemi (liSi se v jedné nebo vice AMK)

meéne ovlivhovany prostredim nez fenoly a terpeny

izoenzymovou analyzou zjiStujeme pritomnost izoenzymu

a prostrednictvim nich pritomnost alel, jez je koduji



Postup izoenzymové analyzy
1. 1zolace izoenzymu z pletiv

- listy, jehlice, pupeny, semena (u jehliCcnatych)
- homogenizace v pufru a nasati homogenatu do vyrezu

filtr. papiru
i



2. Elektroforeticka separace

Priprava Skrobového gelu pro izoenzymovou analyzu

a) medium pro separaci

- Skrobovy nebo
polyakrylamidovy gel
(polymerni retézcove
molekuly)

- pusobi jako molekularni
sito

Pomiucka pro
horizontalni fezani gelu
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b) elektroforeza
Princip:

- izoenzymy se lisi
nabojem (dle zastoupeni
el. nabitych AMK)

- rychlost pohybu dle
velikosti molekuly a
naboje

LA®
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3. vizualizace enzymove-specifickym barvenim

- enzymaticky katalyzovana reakce, pri niz vznikaji
barevne nerozpustne produkty
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4. hodnoceni zymogramu

- zymogram = vyfez gelu s barevnymi prouzky v ruznych
polohach

- vSechny prouzky jsou formy tehoz enzymu (izoenzymy) |
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- poCet prouzku rozdilny pro enzymy monomerni a
multimerni
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- izoenzymy jsou oznacovany zkratkou enzymu, napr.
LAP — leucinamino peptidaza
IDH — izocitrat dehydrogenaza

PEPCA- fosfoenolpyruvat karboxylaza....

a poradovym cCislem podle rychlosti pohybu v gelu
(nejrychlejsi maji nejmensi Cislo LAP1, LAP2...)



Vyhody

- jsou stejné u vSech druhu

- vyskytuji se ve vSech tkanich a

- neprojevuje se vliv prostredi

- analyza snadna, nenarocCna, rychla
- jednoduché zarizeni

- staCi male vzorky pletiv

- mozné seriove analyzy

Nevyhody

- separacni a barvici techniky jsou k dispozici pro relativhe
omezeny pocfet enzymovych systému (< 40)

- je potfeba ovérovat mendelistickou dédi¢nost

- vetsinou nezname vztah mezi izoenzymy a hospodarskymi
znaky



Vyuziti:

a) studium populacnich charakteristik

genetické inventury (struktura populace)
potvrzeni autochtonnosti (JD, SM)

tok genu, introgrese

vliv pestebnich opatreni na genetickou strukturu
dusledky selekce zpusobené imisemi...

b) studium reprodukcnich charakteristik
- systém spraseni v SS



c) identifikace rostlinneho materialu

- identifikace klonu
- rozliSeni blizce pfibuznych druht a hybridu
- potvrzeni autenticity kontrol. krizeni

d) studium dédi¢nosti a vazeb lokusli



3. Molekularni markery

3.1 DNA - markery
- analyzujeme primo geneticky material (DNA)
- Jsou stejné ve vSech vyvojovych stadiich a pletivech
- nejsou ovlivneny prostredim

- Ize studovat kteroukoliv cast genomu

- souborny pojem, zahrnujici rozdilné metody a typy
markeru



- 2 hlavni techniky

a) zjiStovani polymorfismu délky restrikénich fragmentu
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP)

b) techniky zalozené na PCR- polymerazové retézoveé reakci




a) ZjiSt'ovani polymorfismu délky restrikénich fragmentu
(metoda RFLP)

- vyuziva restrikénich endonukelaz, tzn. enzymu, které
stepi DNA v tzv. palindromovych sekvencich (mistech

se zrcadlovou symetrii)

v . \ 4
5...G AATTC...3
3....CTTAA G...5 v v
2
A
. A v

EcoRIl — endonukleaza ziskana z Escherichia coli

- pocCet a délka fragmentu zavisi od poCtu a rozdéleni
restrikCnich mist

- délka fragmentu se méfi poCtem paru bazi (bp)



Restriktaza Stépené misto

Alul 5 --AG|CT--3

3" --TC| GA-- 5’
Ihal 5--G CG|C--3

3"--C|GC G--5
Haelll 5 --GG|CC--73°

3" --CC |GG --5
EcoRI 5" --G|AATT C--3°

3" --C TTAA|G--5
BamH]I 5"--G | GATC C--3

3"--C CTAG|G--5
Xhol 3 =~ C|TCGA G-—-3

3

536 AGCT [0/ 5

Tab. 3.4: Restrikéni enzymy §tépi molekuly DNA na uréitych specifickych misteck
kratkych nukleotidovych sekvenci (jsou uvedeny ¢tyf- a Sestinukleotidoveé sekvence




Postup: L .

- 1zolace DNA

Restriction enzyme
digestion of
genomic DNA

- stepeni restrikCni endonukleazou
-vznik fragmentu DNA oot

- elektroforéza

STEP 4
Southern blotting

- prenos na nylonovou membranu

- podélné rozstepeni DNA

STEP &
Probing of

- hybridizace se znacenou sondou =

- vizualizace radiografii

STEP 6
Audioradiography
Molecular Weight
High
STEP 7
Autoradiogram
with RFLPs

Low



Schéma metody RFLP

i Prenos na membranu.

e vrstva filtraéniho papiru
e membrana
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gely po elektroforéze s pruhy DNA po restrik¢nim Stépeni



Vyhody

- lze pouzit u materialu v kazdem stari (pokud Ize
ziskat vhodné mnozstvi DNA)

- neprojevuje se vliv vyvoje
- neomezeny pocet kombinaci endonukleaz a vzorku

- |ze vzorkovat cely genom



Nevyhody

- technicka slozitost
- Vysoke porizovaci naklady na vybaveni laboratore

- casoveé naroky

- pouziti radioaktivnich vzorku - bezpecénost,
kvalifikovany personal

- vyzaduje znacne mnozstvi Ciste DNA



b) Techniky zalozené na PCR
(PCR = polymerazova retézova reakce)

1zolace DNA

amplifikace (zmnozeni) DNA v cykler
(nutno dodat primer
deoxynukleotidfosfaty (ANTP)

DNA-polymerazu)




3 kroky cyklu
a) denaturace DNA (92-96 °C)

1. cyklus

b) hybridizace primeru (45 — 65 °C)

c) elongace nukleotidovych retézct (72°C)

2. cyklus




20 — 40 cyklu
- elektroforéza segmentu
- zviditelnéni etidium bromidem



DNA markery vyuzivajici PCR

RAPD- Random Amplified Polymorphic DNA
= nahodné amplifikovana polymorfni DNA

AFLP — Amplified Fragment Lenght Polymorfism
= polymorfismus délky amplifikovanych fragmentti DNA

VNTR — Variable Number of Tandem Repeats
= minisatelity DNA

SSR - Simple Sequence Repeats (opakovani sekvenci DNA)
= mikrosatelity DNA



Vyvuziti genetickych markeru

1. taxonomie
2. studium geografické promeénlivosti
vsechny typy genetickych markeru

3. studium genetické struktury prirozenych a slechtitelskych
populaci a procesu na populaéni Grovni
1zoenzymy, DNA - markery

4. identifikace a verifikace Slechtitelského materialu (klonu a
jejich smési, hybridu)
1zoenzymy, DNA - markery
5. selekce - na odolnost (markery rezistence)
fenoly, terpeny, DNA markery genu se vztahem k odolnosti
- na rust (produkci)
DNA markery QTL — lokusu kvantitativnich znaku

7. studium genomu, lokalizace a funkce genu = genomika
DNA — markery

8. prokazovani identity a puvodu reprodukéniho materialu
1zoenzymy, DNA - markery



