15. Molekularni markery a jejich vyuziti

Pouziti molekuldrnich markeri vyznamné dopliuje rtizné klasické metody genetické analyzy.
Diive byly jako molekuldrni markery pouZivané ptedevsim bilkoviny a jejich rtizné varianty,
tzv. izoenzymy. V soucasné dob¢ se vSak vyuziva nejCastéji DNA markert, které jsou oproti
izoenzymiim vice variabilni a mohou charakterizovat cely genom.

15.1 Charakteristika DNA markerud

DNA markery jsou zaloZeny na polymorfizmu, tedy variabilité v sekvencich DNA. Jako DNA
markery mohou byt vyuZity jen ty sekvence, které maji nasledujici vlastnosti:

(1) vysoky polymorfizmus,

(2) nejlépe kodominantni charakter dédi¢nosti,
(3) casty vyskyt v genomu,

(4) nezavislost na podminkach prostiedi,

(5) snadné a rychlé testovani,

(6) vysoka reprodukovatelnost,

(7) snadnd vymeéna tidajii mezi laboratofemi.

Neni snadné najit marker, ktery by spliioval vSechna kriteria. Podle cile studia je potieba
zvolit nejvhodnéjsi typ markert. Z hlediska pouzité metody se DNA markery déli na markery
zaloZené na hybridizaci DNA a markery zaloZené na polymerazové fetézové reakci (PCR). V
prvni skupiné markerti se DNA profily vizualizuji prostfednictvim hybridizace fragmentt
DNA Sstépené restrikénim enzymem se znaCenou sondou. DNA sonda je fragment DNA
znamého ptivodu a sekvence. Ve druhé skupiné jsou markery zaloZené na in vitro amplifikaci
urcitych sekvenci DNA nebo lokusii prostfednictvim specifickych i nespecifickych primera
(nukleotidovych sekvenci) za ucCasti termostabilniho enzymu DNA polymerdzy.
Amplifikované fragmenty se separuji elektroforeticky a spektra jsou detekovdna po obarveni
(napf. ethidiumbromidem) nebo autoradiograficky.

15.2. Typy DNA markeru

15.2.1 Jednokopiové a vicekopiové sondy



RFLP

RFLP (angl. restriction fragment length polymorphism) markery jsou zaloZeny na zménach
v sekvencich DNA, ke kterym dochédzelo béhem evoluce. Tyto zmény zpusobuji bodové
mutace v mistech Stépeni restrikénimi enzymy, inzerce nebo delece, mohou byt disledkem
nerovhomérného crossing-overu v ramci urcitého chromozomu. Analyza RFLP markert
vyuziva Sté€peni restrikénimi enzymy, elektroforetické rozdéleni ziskanych fragmentt, pfenos
na membranu a vizualizaci hybridizaci se specidlni sondou. RFLP markery byly u rostlin
poprvé pouzity ke kostrukci genetickych map. Jsou to kodominantni markery, které umoznuji
urcit, zda je vazany znak pfitomen u urcitého jedince v homozygotnim nebo heterozygotnim
stavu. Nevyhodou je vysokd vychozi koncentrace DNA potiebnd pro restrik¢éni Stépeni a
vypracovéna fada neradioaktivnich metod znaceni sondy. Analyza je Casové dosti ndro¢na a
pracnd a jen n¢kolik markertt méd polymorfni charakter, coz je nevyhodné predevsim u blizce
ptibuznych druhi.

SSCpP

SSCP (angl. single strand conformation polymorphism) je vhodnd metoda pro analyzu genli
zv14ste pii detekci bodovych mutaci a zjiStovdni DNA polymorfizmu. Je mozné identifikovat
heterozygotnost fragmentii DNA o stejné molekulové hmotnosti a je mozné detekovat zmény
v n€kolika nukleotidech, protoZze mobilita jednotfetézcové DNA se méni se zménou jeho
obsahu GC bazi vlivem konformac¢nich zmén.

15.2.2 Mnohokopiové sondy

SSR

Sekvence mikrosatelitii jsou obvykle polymorfni u riznych ekotypt A. thaliana, a proto jsou
vhodné jako molekularni markery (SSR - angl. simple sequence repeats, SSLP - angl. simple
sequence length polymorphisms, STR - angl. short tandem repeats). Casto se vyskytujf
opakovani (GA),, (A, (CAG),. Obvykle se tato polymorfni mista vyskytuji v nekddujicich
oblastech, protoZze by meénily Cteci rdmec odpovidajictho bilkovinného produktu. Aby byl
vytvofen PCR marker, nukleotidy z ohraniCujici oblasti jsou vytvoreny tak, aby amplifikovaly
maly usek zahrnujici polymorfni sekvenci. SSR jsou kodominantni markery, takZze umoziuji
rozliSeni homozygota (1 fragment) a heterozygotti (2 fragmenty) po elektroforéze (obr. 15.1).
Obvykla délka fragmentt je 100 az 250 bp.

Obr. 15.1: Vizualizace mikrosatelitového markeru polymerdzovou fetézovou reakci.
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VNTR

Metoda VNTR (angl. variable number tandem repeats) kombinuje sondy, které jsou
hybridizovdny s membrdanami obsahujicimi DNA, kterd byla Stépena restrikénimi enzymy.
Polymorfizmus je zptisoben rozdily v poctu opakovani.

RAPD, AP-PCR, DAF

Markery RAPD (angl. random amplified polymorphic DNA), AP-PCR (angl. arbitrairy
primed PCR) a DAF (angl. DNA amplification fingerprinting) vyuZivaji jednoho nebo vice
syntetickych oligonukleotidii rGzné délky jako hraniéni sekvence pro specifickd nebo
nespecifickd mista v genomu. VéEtSinou jde o dominantni markery, které neodlisi heterozygoty
od dominantnich homozygoti.

Metoda RAPD je zaloZena na moZnosti cyklické amplifikace DNA fragmentl. Reakce
probihd za piitomnosti jednoho kratkého oligonukleotidu (8 - 10 nukleotidii) s ndhodné
vybranou sekvenci bazi, genomové DNA, smési nukleotidi dNTP, reakéniho pufru a
termostabilni DNA polymerdzy. Reakce probihd v programovatelném termocykleru. RAPD
na rozdil od specifické PCR nevyzaduje znalost cilovych sekvenci DNA.



Informativni charakter RAPD markera Ize zvysit dalsi modifikaci, kterou umoZziuje metoda
RAMPO (angl. random amplified microsatellite polymorphism). V prvni fazi je genomova
DNA amplifikovdna pomoci jednoho ndhodného primeru nebo pomoci dvojice primert
komplementarnich k sekvenci mikrosatelitl. Po elektroforetické separaci produktu
amplifikace a jeho pieneseni na membranu se provadi hybridizace se znacCenou
mikrosatelitovou sondou.

DAF (angl. DNA amplification fingerprinting) je modifikovand RAPD. Na rozdil od RAPD je
produkt PCR separovdn v polyakrylamidovém gelu a vizualizovdn po barveni stiibrem.

Primery jsou az 5 nukleotidii dlouhé a vytvaii komplexni spektrum. Aplikace metody je
vhodnd predevsim pro ziskdni genomového otisku (tzv. fingerprint).

DGGE

DGGE (angl. denaturing gradient gel-electrophoresis) umoziuje rozliSit dva fragmenty
podobné nebo stejné délky. Rozdily i v jedné bazi maji za nasledek riiznou migraci fragmentd
a v dasledku toho se tvofi polymorfni fragmenty. Proto je tato metoda velice vhodnd pro
autogamni druhy. Tato metoda byla dspéSné pouZita napt. u pSenice a jeCmene. Jeden nebo
dva primery stacily k rozliSeni dvou linii. Metoda je také vhodna pii fylogenetické analyze a
identifikaci odrtd.

SCAR

U metody SCAR (angl. sequence characterised amplified regions) se vyuzivd polymorfniho
RAPD markeru (DNA fragment), ktery je klonovdn a sekvenovdn. 22 aZz 24 nukleotidil je
vyuzito k ur¢eni novych primerd pro amplifikaci dal$tho fragmentu. V tomto piipadé jde o
specificky marker vhodny pro amplifikaci urcitého lokusu. Tyto markery jsou 1épe
reprodukovatelné v porovnani s RAPD.

AFLP

Metoda AFLP (angl. amplified fragment length polymorphism) kombinuje postupy jak RFLP
tak PCR. Uskuteciiuje se v nc¢kolika krocich a je zaloZena na detekci fragmenti DNA
ziskanych Sté€penim restrikénimi endonukledzami prostiednictvim PCR amplifikace (obr.
15.2). Vprvnim kroku se provede Stépeni rostlinné genomové DNA restrikénimi
endonukledzami. PouZivaji se dvé, Casto a vzdcné $tépici rostlinnou DNA, napt. EcoRI a
Msel. V dalsim kroku se provadi ligace adaptérii, coZ jsou kratké vétSinou radioaktivné
znacené oligonukleotidy, které jsou komplementirni k vytvofenym restrikénim mistim
rostlinné DNA. Ddle se provede amplifikace fragmentl s primery, které se komplementarné
vazou na sekvence adaptéri a sousedni selektivni nukleotidy. V dal$im kroku se provede
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a autoradiografie.

Spektrum fragmentli je mozné ziskat bez predchdzejici znalosti sekvence a pocet fragmentt
detekovanych v jedné reakci je ,,vyladén* sadami specifickych primerii. Metoda je vhodna

predevsim k detekci polymorfizmu u blizce piibuznych genotypti.



Obr. 15.2: Jednotlivé kroky pfi identifikaci AFLP markert.
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Obr. 15.3: Dva piiklady (A, B) identifikace polymorfnich kodominantnich CAPS markert.
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Markery CAPS (angl. cleaved amplified polymorphic sequences) jsou zaloZzeny na
polymorfizmu pro restrikéni St€peni endonukledzami. Prvnim krokem pfi identifikaci téchto
markeri je polymerdzova fetézova reakce specifickd pro urcité sekvence. AvSak produkt
amplifikace nemd riznou délku fragmentu u riznych ekotypt. Polymorfizmus se projevi az
po Stépeni restriktdzou, jestlize primery pii PCR ohranicuji polymorfni restrikéni misto (obr.
15.3 A, B). Rada CAPS markert byla doposud vytvoiena predeviim u modelového objektu A.
thaliana.

Tab. 15.1: Piehled nejcastéji vyuzivanych DNA markert a jejich charakteristika.

RFLP RAPD Mikrosatelity AFLP
Typ dédicnosti  kodominantni vetsinou kodominantni dominantni
dominantni
Polymorfizmus  stfedni vysoky vysoky velmi vysoky
Detekce alel ano ne ano ne
Pocet 1-3 1-10 1-5 20 - 100
detekovanych
lokust
ObtiZnost stredni malé mala stredni
Reprodukovatel- vysoka stiedn{ vysokd vysokd
nost
Vychozi 20-30pg 1-100 ng 50-100 ng 100 ng
koncentrace
DNA
Typ sondy genomova DNA  oligonukleotid specificka specifickd DNA
cDNA klon oktamer repetice
Casovd naro¢nost naro¢né rychlé rychlé stiedni
Spolehlivost vysoka stiedni vysokd vysokd

15.3 Vyuziti molekularnich markerd pfi studiu rostlinnych genomi a ve
slechténi

15.3.1 Tvorba genetickych map a selekce rostlin urcitych genotypt

Na obr. 15.4 je schéma restrikéntho mapovani u A. thaliana. Varianty v délce restrikcnich
fragmentli detekované sondami A a B jsou analogické alelam genli A a B. Pro zjednoduseni
jsou uvedeny pouze dva ekotypy, pouze dvé sondy a jedind restrikéni endonukledza (EcoR1).
Ve skutecnosti je nutné pouZzit vice riznych ekotypti, sond a restrik¢nich enzymt. Také v F,
je zapotiebi analyzovat dostateCny pocet potomstva. genotypy rodicii jsou polymorfni pro obé
sondy. Heterozygotni potomstvo F; d4 po autogamii v F, pfi volné kombinaci genii A a B



(leva ¢ast obrazku) Stépny pomeér 1 : 2 : 1 (homozygot P; : heterozygot : homozygot P,). Z
odchylky od tohoto Stépného poméru ve prospéch jedincii s nerekombinovanou sestavou alel
genll A a B se vypocita sila vazby, kterd je méfitkem vzddlenosti gent na genetické mapé. V
pravé Casti obrazku je potomstvo F; pii tiplné vazbé (nevyskytuji se jedinci s rekombinovanou
sestavou pruhi - alel).

Obr. 15.4: Schéma restrikéniho mapovéni u Arabidopsis thaliana.
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Razné metody zaloZené na amplifikaci prostfednictvim specifickych i nespecifickych primert
se ve stdle Sir§i mife uplatiuji v aplikovaném vyzkumu v oblasti Slechténi rostlin. Dnes jiz
existuji molekuldrni genetické mapy témét u vsSech kulturnich rostlin. Jsou identifikovany
markery nékterych dileZitych znakl. U rostlin byly prvni molekuldrni genetické mapy
sestaveny u kukufice, raj¢ete, bramboru, ddle u ryze a husenicku.

Genetické mapovdani predstavuje pfifazeni molekuldrniho markeru k vazbovym skupindm.
Kazda vazbova skupina odpovidd urcitému chromozomu a lokalizace je ddna mapovou
délkou vcM (centimorgany). Pro genetické mapovani jsou pouZivany zejména sondy
jedinecné nebo sondy snizkym poctem opakovani, protoze déavaji mélo dobie
vyhodnotitelnych pruht. Zpocatku byla vétSina genetickych map zaloZena na RFLP, popf.
RAPD. V soucasné dob¢ se pii genetickém mapovani stdle Castéji uplatnuji mikrosatelitové
markery. Divodem je zejména jejich vysoky stupeil polymorfizmu, velkd variabilita ve
srovndni napt. s RFLP markery a jednoduchy skrining pomoci PCR. Navic pro analyzu sta¢i
50 az 100 ng DNA. U mikrosateliti je polymorfizmus ddn zejména rozdilem v poctu
opakovani zdkladniho motivu, ale také zménami v okoli mikrosatelitu. Mikrosatelitové lokusy
s vice nezZ 10 opakovanimi tak maji obvykle vice alel. Byl vypracovan postup, ktery umoznuje



pomérné rychlou detekci polymorfizmu. Genomovd DNA jedincii mapované populace se
amplifikuje v PCR pomoci primert, které jsou odvozeny ze sekvenci obklopujicich vybrany
mikrosatelitovy lokus. Po rozd€leni produkti amplifikace na agar6zovém nebo PAA
(polyakrylamidovém) gelu lze polymorfizmus daného mikrosatelitového lokusu vyhodnotit
beéZnymi postupy segregacni a vazbové analyzy.

Populace uré¢end pro hodnoceni je slozena z F, rostlin homozygotnich pro urcitou recesivni
mutaci. Spocitdime chromozomy, ve kterych ma SSR popt. CAPS marker alelu ekotypu A, a
pocet chromozomt, ve kterych md marker alelu ekotypu B. Rostliny, u nichZ je marker
v homozygotnim stavu pro alelu A, pocitame jako 2 A chromozomy, heterozygoty poc¢itime
jako 1 A chromozom a 1 B chromozom, homozygoty pro B pocitdme jako 2 B chromozomy.
Cetnost rekombinatli 7 mezi sledovanym genem a markerem vypoéitdme jako odhad podtu B
chromozom z celkového poctu chromozomi (%). Pfi zjistovani mapové vzdadlenosti musime
pocitat s interferenci. Odhad mapové vzdalenosti v jednotkdch centimorganech (cM) je dan
napi. Kosambiho funkci ve tvaru:

100 +2r
100 —-2r

D =25In

U né¢kolika rostlinnych genomil byly sestaveny genetické mapy zaloZené alespon z Casti na
mikrosatelitovych markerech — huseniCek rolni, s6ja lustinatd, jeCmen sety, kukufice seta,
ryze seta, lilek rajCe a citrus.

Mikrosatelitové markery maji vSak i své nevyhody. Tento marker je potfeba nejprve ziskat, a
to se neobejde bez piipravy genomové knihovny, ¢astecného sekvenovani a syntézy primerda.
Mikrosatelitovy marker se nejcastéji ziskdva prohleddvanim znamych sekvenci obsaZenych
v ruznych databdzich (napt. EMBL, GenBank — u vétSiny rostlin je zde uloZeno maélo
informaci; vyjimkou je modelovd rostlina husenic¢ek rolni, ryZe, kukufice) nebo izolaci
z riiznych typi knihoven DNA.

Lokalizované markery je mozné vyuzit pfi identifikaci riznych znakd, které maji vyznam ve
Slechténi — rezistence k ptivodciim rtiznych chorob (tab. 15.2), vynos, tolerance k biotickym i
abiotickym stresiim, kvalita semen apod. Byla zjisténa vazba s celou fadou gent jak s
monogenni tak polygenni dédi¢nosti. Tyto molekuldrni markery je mozné vyuZzit pii detekci
urcitych genil u novych genotypi, které byly ziskany napt. hybridizaci, transgenozi apod.

Molekuldrni markery se vyuZivaji i pfi identifikaci a mapovéni genti kédujicich kvantitativni
znaky. Polygenni typ dédicnosti ma fada zemédélsky dulezitych znakl, jako je napf.
rezistence vici chorobdm, tolerance vii¢i suchu, chladu a mrazu, vynos. Pro mapovani téchto
znakd je vychozi kifZzeni mezi dvéma inbrednimi liniemi, které se 1iSi ve sledovanych
kvantitativnich znacich. Markery se geneticky a molekuldrné analyzuji v segregujici populaci.

Molekuldrni markery mohou slouZit jako vychozi body pii izolaci gent, se kterymi jsou
v té€sné vazbé, metodou kraceni po chromozomu.

15.3.2 Otisk DNA (fingerprint), identifikace odrad

Molekularni markery se Casto vyuZivaji pfi zjiStovani genetické variability v rdmci druha
nebo 1 mezi druhy. Stdvaji se tak nastrojem pro taxonomickou klasifikaci.

Pokud je k dispozici urcity pocet vhodnych markert, je mozné rozlisit i rizné odriidy v ramci
druhu, popt. Slechtitelsky vyznamné genotypy. Sleduje se polymorfizmus (zdmény bazi,
zmény v poctu opakovani repetic) mezi testovanymi vzorky. S timto cilem se vyuzivaji rizné



typy molekuldrnich markert. Zvlasté sondy hybridizujici s repetitivni DNA mohou vytvéret
vysoce specifické otisky DNA. Tyto postupy umoziuji zjistit hybridni charakter odrid a
slouzi tak ke kontrole Cistoty osiva a k ochran¢ prav Slechtiteli (konvence UPOV).

RFLP byly prvnim typem markerd, které byly vyuzity pfi studiu genetické diverzity u rostlin.
Byly uspésné aplikovany u je¢mene, kukufice a pSenice. 214 odriid pSenice se podafilo
rozdélit do 53 skupin na zdklad€ polymorfizmu v oblasti organizatoru jadérka (NOR). Alely
Nor byly lokalizovdny na chromozomech 1B a 6B. 98 RFLP sond bylo pouzito k objasnéni
genetickych vztahit u australskych pSenic. RAPD markery vykazuji nizsi troven

polymorfizmu ve srovnani s RFLP, proto se napf. u obilovin, jenZ maji velky genom,

nevyuZzivaji. Zde jsou vhodné&jsi AFLP markery.

Tab. 15.2: Jednotlivé geny determinujici rezistenci k patogenim mapované
molekularnich markera (1 tomato yellow mosaic virus, 2 tobacco mosaic virus,

pomoci
: soybean

mosaic virus, * bean yellow mosaic virus, > beet necrotic yellov vein virus, ° potato virus X).

Druh Choroba Patogenni Gen rezistence
organizmus
Triticum aestivum prasnd snét’ pSenicnd  Ustilago tritici T10
mazlava snét’ pSe- Tilletia tritici, T. Bt-10
ni¢na laevis
rez pSeni¢na Puccinia recondita Lr9, Lr24

f.sp. tritici

padli travni Erisyphe graminis Pml, Pm2, Pm3, Pm4
f.sp. tritici
Zea mays skvrnitost Bipolaris maydis Rhmn
spala kukufice Septosphaeria turcica Htl
(anamorpha:
Helminthosporium
turcicum) rasa 1
Hordeum vulgare rez travni Puccinia graminis Rpg4
skvrnitost Rynchosporium Rh, Rh2, Rh13
secalis
padli travni Blumeria graminis ml-o, mla, Ml(La)
rez jena Puccinia hordei RphQ
virus mozaiky je¢me- ym4
ne
Avena sativa rez travni Puccinia graminis Pg3
rez korunkata Puccinia coronata Pc68
Oryza sativa bakterialni plisen Xanthomonas oryzae Xa-1, Xa-3, Xa-4
py. oryzae Pi-2(t), Pi-4(t), Pi-

Pyricularia oryzae

5(t), Pi-7(t), Pi-10(t),
Pi(t)

Lycopersicon

verticiliové vadnut{

Verticilium dahliae

Ve




esculentum

virus Zluté mozaiky TYMV'

rajCete

olivové hnédd skvr- Fulvia fulva

nitost rajcete
listova plisen

padli rajcete

Sed4 skvrnitost listl

cystickd nematoda

fusariové vadnuti

Leveillula taurica
Oidium lycopersicon
Stemphylium sp.

Glodobera
rostochiensis

Fusarium oxysporum

Ly
PIl-1
Sm

Hero

11,12

virus mozaiky tabdku TMV? Tm-1, Tm-2, Tm-2a
had’atko Meloidogyne Mi, Mi3
incognita
Brassica napus bila hiloba Albugo candida ACAl
Arabidopsis thaliana  bakteridlni hniloba Pseudomonas RPM1
syringae  pv. macu-
licola
Glycine max virovd mozaika séje SBMV? Rsvn
kotenové a stonkové Phytophthora Rpsl, Rps2, Rps3,
hniloby megasperma Rps4, RpsS5, Rps6,
RpsT
Phaseolus vulgaris antraknéza fazolu Colletotrichum Are
lindemuthianum
7lutd mozaika fazolu BYMV* Bc-3
rez fazolu Uromyces phaseoli Up2
Lactuca sativa kotfenov4 hniloba Plasmopara plr
lactucaeradicis
plisen saldtova Bremia lactucae Dml, Dm3, DmA4,

Dm5, Dmll, Dml3,
Dm15, Dm16, Dm17,

Dm18
Saccharum rhizomanie BNYVV’ Rp1
officinarum
Solanum tuberosum  pliseii bramborova Phytophthora R1, R3
infestans
had’atko Glodobera Grol, H1
rostochiensis
virus X PVX° Rxl, Rx2
Cucumis melo fusariové vadnuti Fusarium spp. Fom?2




Arachis hypogea kotenové had’atko Meloidogyne arenaria Mae, Mag

15.3.3 Identifikace rostlinnych patogenu

Molekuldrnich sond lze vyuzit i pro identifikaci rostlinnych patogeni (bakteridlnich,
houbovych, viri a viroidll). Diagnostika raznych patogent je ve Slechténi rostlin nezbytnosti.

Kromé klasickych biologickych metod je stile aktudlnéj$i vyuziti metod molekuldrni
biologie.

Viroidy jsou nejmens$i autonomné se replikujici patogeny a jsou zndmé pouze u rostlin, u
nichz vyvolavaji zdvazna onemocnéni. Jsou to jednofetézcové kruhové molekuly RNA, které
maji délku 240 az 380 nukleotidii. Molekuldrni sondy pro jejich detekci jsou zaloZené na
kopiich cDNA, které jsou radioaktivné znaceny, a ty umozni detekci viroidi v rostlinnych
pletivech metodou DNA-RNA hybridizace, nebo RNA-RNA.

15.3.4 Stanoveni evolu¢nich a fylogenetickych vztaht (pfibuznosti genotypu)

Metody molekularni biologie umoziuji ziskat podrobné informace o genetické strukture
piirodnich populaci. RFLP i PCR markery Ize vyuzit pii rekonstrukci fylogenetickych vztaha
u riznych druht. Casto se pracuje se sondami pro repetitivni sekvence. Jejich homologni
kopie byly Casto detekovany jen u nejbliZze ptibuznych druha. Sleduji se evolu¢ni vztahy
urcitych druhi s jejich planymi piedky. Pro studium fylogenetickych vztahli na mezidruhové
urovni se Casto vyuziva chloroplastovd DNA. Dendrogramy fylogenetickych vztahti v rdmci
rodu byly zkonstruovéany napf. u r. Solanum, Glycine, Brassica.



