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Zavérecna zprava — genetické analyzy
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Analyza genetické variability koniklece otevireného na vybranych lokalitach

1. Uvod

Koniklec otevieny (Pulsatilla patens (L.) Mill.) patii mezi kriticky ohrozeny druh v Ceské
republice. Postupné vymizel z vice jak 90 % lokalit. Koniklec otevieny je rozsifen v centralni
a vychodni Evropé, se zapadnim okrajem rozprostirajicim se u Svédska a Némecka. Nejen u
nas, ale téméf ve vSech evropskych zemich kromé Ukrajiny je povazovan za ohrozeny druh.
Je pod ochranou Bernské konvence vzhledem k malému mnozstvi lokalit, nizké Cetnosti a
postupné ztraté lokalit. Diivodem tohoto neutéSeného stavu je zména hospodateni v krajing,
predevSim absence pozarti, ukonceni pastvy dobytka a celkova eutrofizace. Tyto zmény
zpusobuji zartstani lokalit mechem a dominantnimi travami, které zabranuji regeneraci
koniklece (Prochazka 2001, Turonova et al. 2012).

Moznym feSenim je dlouhodoba ochrana a plany péce zacilené na zdchranu cennych
populaci tohoto druhu. Coz piedstavuje na jedné stran¢€ enviromentalni monitoring a na stran¢
druhé stanoveni genetické diverzity uvnitt a mezi populacemi. Obecné se predpoklada, ze
populace s vysokou genetickou diverzitou se 1épe adaptuji na ménici se prostiedi a maji vyssi
fitness.

Pro stanoveni genetické variability se vyuzivaji analyzy DNA, kam patfi i metoda
mikrosatelitovych lokusi (mikrosatelity jsou kratké repetitivni sekvence DNA, jsou tvofeny
1-6 pary bazi a pocet repetic jednotlivych motivli se miize pohybovat az ve stovkach) neboli
SSR markert, které se hojné vyuZzivaji pro ekologické studie.

SSR markery byly popsany u dvou druhti koniklece, a to pro P. patens (Szczecinska et al.
2013) a P. vulgaris (DilLeo et al. 2015).

Cilem projektu bylo vyhodnoceni genetické variability pomoci SSR markerdt u 4-5
vybranych populaci koniklece otevieného, celkem u 120 jedinci. Analyza genetické
variability P. patens byla realizovéana partnerem projektu (VUKOZ, v.v.i. Prithonice).

2. Material a metoda

Schéma pokusii

V ramci grantu byly realizovany tyto experimenty:
1. Vybér izolacniho kitu, testovani a vybér SSR primerli navrZenych pro P. patens
(ptedbézné pokusy) a vlastni analyza jedinci z Sesti vybranych lokalit (Experiment 1.),
2. testovani a optimalizace podminek PCR (Experiment II.),
3. testovani a vybér primeri navrZzenych pro P. vulgaris a vlastni analyza jedincu z
nékolika vybranych lokalit (Experiment III.).

Rostlinny material

Vzorky byly odebrany ze 6 lokalit (Tab. 1). Nasledné byly usuSeny a byla provedena
izolace DNA.



Nazev lokality | Uzemi Zkratka | Priblizny pocet | Pocet
rostlin/lokalité odebranych
vzorku
1.Kréasna Lipa Kru$né hory KL 80 28
2.Zvonickov Doupovské hory | ZV 150-200 30
3.Dubovy vrch | Doupovské hory | DV 1000 (4 mikrolokality), | 30
kiizenci (3xP. pratensis
+ 2xkiizenci)
4 Jindfichova Jestiebsko- JS 80 30
skala Dokesko
5.Holy vrch Ceské HV 250 31
Stredohoti
6.B¢la pod BB 10 8
Bezdézem 3 (1xP. pratensis
+ 2xKkiizenci)
Celkem 160

Tab. 1: Prehled vybranych lokalit P. patens zahrnutych pro DNA analyzy
Priprava vzorkii

V piedbéznych pokusech byly pro analyzy pouzity rostlinky P. patens, které pochazely ze
sterilnich in vitro kultur. V dalsich experimentech (I.—I1l.) byl pouzit rostlinny material z
vybranych lokalit. Pfi odbéru vzorki z lokalit byly listy ihned ulozeny do mikrotenovych
sackil. Béhem transportu vzorki z lokalit do laboratofe byly uchovany v mobilni chladnicce.
Vzorky byly odebrany ve dvou terminech, a to v poloviné ¢ervna a srpna. Rostlinny material
byl kratkodobé uchovan v ledniéce (1-2 dny) pfi teploté +4 °C, a pak byly listy (1-2) vlozeny
do mikrozkumavek a lyofilizovany. Vlastni lyofilizace probihala tak, ze mikrozkumavky se
vzorky (s otvory) byly ponofeny do nadobky s tekutym dusikem a ihned vlozeny do
lyofilizatoru (Heto Dry Winner). Vzorky byly suSeny pét hodin ve vakuu. Poté byly
mikrozkumavky utésnény parafilmem a ulozeny do papirovych krabicek. Takto upravené
vzorky se skladovaly pii pokojové teploté. Vyhodou lyofilizace je moznost dlouhodobého
skladovani vzorkt, aniz by doslo k jejich nasledné degradaci.

Izolace DNA

Z kazdého ususeného vzorku bylo odebrano 40 mg listi. Do mikrozkumavky se ke vzorku
ptidaly tii sklenéné kulicky a vzorky se mechanicky rozdrtily v mlynku (Retsch). V
predbéznych pokusech byly testovany dva komer¢ni izolaéni kity: 1. DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) a 2. Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek). lzolace zahrnovala nékolik kroki:
mechanické rozruseni pletiva, rozklad bun¢k (lyze) ve specialnim pufru a enzymu pii 65 °C,
vycisténi lyzatu na kolonce, navazani DNA na kolonku, nékolikero promyvani DNA od
necistot pomoci specialnich pufrii. Poslednim krokem izolace bylo rozpusténi DNA z kolonky
pomoci vymyvaciho (elu¢niho) pufru. Od kazdého vzorku jsme ziskaly 100 pul DNA, ktera
byla ulozena v mikrozkumavkach pii +4 °C. Stanoveni koncentrace izolované DNA byla
provedena na spetrofotometru (NanoDrop 2000), nanesenim 2 ul vzorku na snimaci ¢idlo
pfistroje a porovnanim s kontrolou o znamé koncentraci. Koncentrace DNA byla stanovena
pfi absorbanci 260 nm, ¢istota DNA z pomé&ri absorbanci pii 260 nm a 280 nm.




Amplifikace mikrosatelitovych lokusu

Sekvence DNA v oblastech mikrosatelitu je tieba namnozit, aby bylo mozné je vzajemné
porovnat podle velikosti. K tomu slouzi polymerazova fetézova reakce (PCR). Primery pro
amplifikaci mikrosatelitovych oblasti pro P. patens byly ptevzaty z literatury, nebot” vyvoj
novych primert je ¢asove a financné velmi narocny. Pouzité SSR markery byly navrzeny pro
P. patens (Szczecinska et al. 2013). Podminky amplifikace, PCR a elektroforézy byly
provedeny podle Szczecinska et al. (2012).

Reakéni smés pro PCR (20 ul) obsahovala genomovou DNA jedince, termostabilni DNA
polymerazu, smés nukleotidi dATP, dCTP, dGTP a dTTP) a primery. V prubéhu kazdého
cyklu (celkem 35 cykli) dochazi pfi zméné teploty v termocykleru postupné k denaturaci
DNA, nasedani primerii a prodluzovani novych fetézch DNA. PCR reakce probihala v
termocykleru GeneAmp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems). PCR je metoda citliva
na kontaminaci, proto byla provedena negativni kontrola PCR, kdy do jedné ze zkumavek se
pridala misto templatu sterilni ultracistd voda. V predpokusech bylo testovano dvanact SSR
markert pro P. patens (Pul01-Pul12), v Experimentu I. bylo dale pouzito osm SSR markert
Pul01, Pul03, Pul05, Pul06, Pul07, Pul09, Pull0, Pulll). V Experimentu Ill. bylo testovano
osm SSR markeru (PV2, PV7, PV9, PV16, PV32, PV52, PV 56, PV64 a PV65) pro P.
vulgaris a dale pouzito Sest markera (PV2, PV7, PV9, PV32, PV52, PV 56, a PV65).

Pro optimalizaci PCR reakce jsme se zaméftily na teplotni a casovy profil reakce,
porovnani kvality polymerazy (PCRBIO Tag DNA Polymerase, firma PCRbiosystems a
Thermo Scientific DreamTag DNA POLYMERASE, firma Thermo Fisher Scientific) od
dvou vyrobcti a zménu koncentrace jednotlivych komponent reakéni smési (polymerazy,
nukleotidii a DNA koniklece).

Elektroforetické déleni fragmentii na gelu

Vlastni déleni fragmenti po PCR bylo provedeno na polyakrylamidovém gelu. Vzhledem
k tomu, Ze pentézofosfatova kostra vSech nukleovych kyselin nese stejné velky zaporny
naboj, migruji fragmenty v elektrickém poli vzdy k anod¢ a rychlost migrace je zavisla na
jejich velikosti. Krat$i fragmenty putuji rychleji nez fragmenty del$i. Koncentrace gelu je
navrhovéna podle velikosti délenych fragmentt.

Pro dé¢leni fragmenth PCR P. patens byl pouzit 6% polyakrylamidovy gel, barveny
stiibrem, ktery dovolil oddélit fragmenty liSici se o 2 baze. Gel byl po skonceni elektroforézy
obarven, pak pfenesen do vyvijejiciho roztoku az po objeveni prouzki a nakonec byla
provedena fixace prouzkl ve fixacnim roztoku. Gel byl vysuSen pifi pokojové teploté a
vyfocen v temné komote za pouZiti specialniho fotografického papiru (Automatic Processor
Compatible Film, Promega), vyvijeciho roztoku a ustalovace od firmy Sigma.

Hodnoceni

Velikost fragmentli se zjiStuje porovndnim s velikostnim standardem, kterym je
osekvenovany vektor o znamé sekvenci a velikosti [pGEM®-3Zf(+) control DNA
(Promega)]. Ten se nanasi pii elektroforéze na gel spolecné se vzorky. Nami uzivana metoda
dovoluje oddélit a uréit fragmenty liSici se o 2 baze, u dinukleotidovych mikrosatelitd tedy o 1
opakujici se jednotku.



3. Vysledky

V obdobi feseni projektu (5/2015-3/2016) ze strany partnera (VUKOZ, v.v.i.) byly
provedeny genetické analyzy u 160 vzorkd veetné kiizenctu Pulsatilla x hackelii (P. patens x
P. pratensis subsp. bohemica). Vzorky pochazely ze 6 lokalit (Dubovy vrch — DV, Krasna
Lipa — KL, Jindfichova skala — JS, Holy vrch — HV, B¢la pod Bezdézem — BB a Zvonickov —
ZV).

Experiment 1.

V piedpokusech byly testovany dva izola¢ni kity DNeasy Plant Mini Kit a Invisorb Spin
Plant Mini Kit. Byl vybran Invisorb Spin Plant Mini Kit od firmy Invitek, nebot’ izolace byla
snadné&jsi, levnéjsi a kvalita vyizolované DNA byla srovnatelna s Qiagenem. Bylo zjisténo, Ze
termin odbéru vzorkli mél vyznamny vliv na vytéznost DNA. Vzorky, které byly odebrany v
cervnu obsahovaly dvojnasobné mnozstvi DNA (e 333 ng/ul/vzorek) v porovnani s odbérem
v srpnu (@ 155 ng/pl/vzorek). Navic u vzorki odebranych v pozdé€jsim terminu se objevovaly
vzorky s CasteCnou nekrozou (napt. HV). Podle vysledki které jsme ziskaly je patrné, ze
fyziologicky stav ma vliv na mnozstvi vyizolované¢ DNA.

Dalsim cilem byl uzsi vybér SSR markeru (pro P. patens). Bylo testovano dvanact SSR
markerd a osm nejlepSich bylo pouzito pro dalsi pokusy. V této fazi pokust byla vyizolovana
DNA pouzita z in vitro kultur, amplifikace, PCR a elektroforéza byly provedeny ptesné podle
Szczecinska et al. (2012).

Po uz§im vybéru SSR markerti byly analyzovany jedinci ze 6 lokalit. I kdyz bylo
postupovano podle vyse uvedenych metodik, nebyla zaznamendna Zzadna variabilita mezi
vzorky ani v ramci populaci ani mezi populacemi (Obr. 1).
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Obr. 1: Vysledky elektroforetického déleni produktti PCR na polyakrylovém gelu u vzorkd z
lokality HV, DV, KL a ZV s pouzitim SSR markeru Pul06, viz modré Sipky monomorfni
vzorky (shodné alely u vSech vzorka).

Podle vysledkt, které byly dosazeny lze konstatovat, Ze pouzitou metodiku nelze pouzit ve
stavajici form¢ pro ndmi zvolené cile. Vzhledem k nefunkcnosti této metodiky jsme hledaly
alternativni feSeni, kontaktovaly jsme autory metodiky (Szczecinska 2013) a dle jejich
doporuceni upravily podminky PCR a rovnéz se zaméfily na testovani dal§ich primert.

Experiment 11.

V druhé sad€ experimentl byly analyzy zaméteny na zménu podminek PCR viz Materidl a
metoda. Experimenty byly provedeny se ¢tyfmi vzorky (po jednom vzorku z lokalit DV, KL,
HV a ZV) pro vsech dvanact marker popsanych v ¢lanku (Szczecinska et al. 2013). I kdyz
jsme se zaméfily na nékolik aspektii PCR reakce a otestovaly jsme rizné PCR reakce, lepSich
vysledki jsme nedosahly.



Experiment I11.

Dil¢iho uspéchu bylo zaznamenano az s pouzitim novych markerli navrzenych pro P.
vulgaris (Dileo et al. 2015). Otestovano bylo osm markerd, z toho bylo vhodnych Sest
markert. Kazdy marker byl zkouSen na tfech vzorcich (2 x DV, 1 x KL). Byla prok4zana
heterozygotnost jednotlivych markerti, pocet alel se pohyboval od 1-5. Mezi nejlepsi pattily
markery PV32 — 4 alely, PV52 — 5 alel, PV 65 — 4 alely (Obr. 2).

Obr. 2: Vysledky testovani mikrosatelitovych markert pro P. vulgaris u 3 vzorku P. patens,
vzorky jsou polymorfni (odli$né alely u jednotlivych vzorku).

Dva markery (PV09 a PV65) byly aplikovany na 90 vzorka ze ¢tyt lokalit (HV, DV, KL a
ZV). U PVO09 se amplifikovalo 27 vzorkti u PV65 34 vzorku (Obr. 3, 4).
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Obr. 3: Vysledky elektroforetického déleni produktii PCR na polyakrylovém gelu u vzorki z

lokalit HV, DV, KL a ZV s pouzitim SSR markeru PV9, vzorky jsou polymorfni (odlisné
alely u jednotlivych vzork).

Obr. 4: Vysledky elektroforetického déleni produktti PCR na polyakrylovém gelu u vzorku z
lokalit HV, DV, KL a ZV s pouzitim SSR markeru PV65, vzorky jsou polymorfni (odlisné
alely u jednotlivych vzork).

Vhodnost vybranych markerii se prokazala u ptedbézné anylyzy populace Zvonic¢kov, kdy
byly testovany dva markery: PV9, kde byly zaznamenany 3 alely a PV52, kde bylo
zaznamenano devét alel (Obr. 5).
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Obr. 5: Vysledky elektroforetického déleni produkti PCR na polyakrylovém gelu u vzorki z
lokality ZV s pouzitim SSR markeru PV9 a PV52 (vysoce polymorfni), vzorky jsou
polymorfni (odlisné alely u jednotlivych vzork).

4. Diskuze a zavér

Objem naplanovanych analyz DNA pomoci SSR markerii byl v ramci projektu splnén,
avSak SSR analyza nezjistila variabilitu ani mezi vzorky v ramci jednotlivych populaci ani

wrwe

a) nizkou genetickou variabilitou ¢eskych populaci koniklece otevieného
b) nevhodnosti polskych primerd pro ¢eskou populaci koniklece
€) malym mnoZstvim analyzované DNA

Pro zjisténi pficiny byly upraveny podminky PCR reakce, aby bylo ziskdno vétsi mnozstvi
DNA. Spojily jsme se s autory metodiky z Polska (Szczecinska 2013) a diskutovaly jsme s
nimi nase vysledky a metodické postupy. Po upraveni podminek PCR vSak nebyla opét
nalezena variabilita mezi hodnocenymi vzorky.

Jednim z divodi muze byt genetickd odlisnost lokalit v Polsku. Szczecinska (e-mailova
komunikace) poukazuje na nizkou genetickou diverzitu mnoha polskych lokalit P. patens,
pocet alel se pohyboval pouze kolem dvou az tiech.

Pro hodnoceni genetické diverzity P. patens v ramci a mezi populacemi je stéZejni stupen
amplifikace (existence namnozené¢ho produktu pomoci PCR). Pii naSich experimentech jsme
zjistily, ze vytéznost DNA byla dvakrat nizsi pii pozdné€j$im odbéru v srpnu v porovnani s
c¢ervnem. Domnivame se, Ze pozdnéjsi odbér vzorkti mél také negativni vliv na kvalitu DNA.
Bylo zjisténo, Ze u vzorkd, které byly odebrany v ¢ervnu dosahovala amplifikace produktl po
PCR na gelu kolem 50 %, zatimco u vzorkt pfi odbéru v srpnu byla amplifikace pouze 15 %.
Naplanovany odbér vzorku byl v projektu od dubna do ¢ervence, vzhledem k posunu zacatku
projektu se odbéry v jarnich mésich nemohly uskutecnit. U nekterych vzorkt amplifikace
neprob&hla ani po opakované izolaci DNA. ProtoZe podil takovych vzorkl byl vyssi u
populaci, kde byl rostlinny material odebiran v pozdé&jSim terminu, domnivame se, Ze kvalita
izolované DNA u koniklece vyznamné zavisi na stii listu. Listy je tedy tfeba odebirat co
nejdiive.

Szczecifiska poukazovala také na dileZitost optimalizovat podminky PCR. I kdyZ bylo
zménéno nékolik faktort (napt . teplota a koncentrace komponent), amplifikace se nezlepsila.

Vzhledem k nevhodnosti SSR markeri pro P. patens byly otestovany SSR markery pro P.
vulgaris podle Dileo et al. (2015), které ukazuji slibné vysledky. V ptedbéznych pokusech
bylo otestovano 8 primert, z toho bylo 6 vhodnych pro studovany druh. Kazdy primer byl
uspesné zkousen na 3 vzorcich a byla prokdzana heterozygotnost jednotlivych markerd, pocet



alel se pohyboval od 1-5. V ptipadé, kdy se analyzovalo vice vzorki z lokality Zvonickov,
byl pocet alel vyssi, dosahoval az 9 alel u markeru PV52, kde se objevily odlisné alely u
jednotlivych vzorkt. Tento marker vzhledem k vy$$imu poctu alel miize odhalit odliSnosti jak
v ramci populace, tak mezi jednotlivymi populacemi. Cim vice alel, tim je vyssi
pravdépodobnost odhaleni genetické variability u jednotlivych vzorkd.

Provedena analyza nepfinesla informace o genetické variabilité predmétného druhu. Pti¢inou
toho byly komplikace metodického razu, které vsak byly obtizn¢ piedvidatelné, nebot”:

a) byl pouzit metodicky postup pouzivany na vSech védeckych pracovistich

b) pro analyzu byly vyuzity jediné publikované informace o primerech pro tento druh

c) primery byly testovany na vzorcich z in vitro kultur (vzhledem k ohroZenosti
studovaného druhu nebylo mozné provést testovani na vzorcich z pfirozenych
populaci)

Pti hledani jiného metodického postupu k ziskani pozadovanych vysledki byly testovany
primery publikované pro jiny druh koniklece. Z vysledk testovani je mozné predpokladat, ze
amplifikace DNA pomoci testovanych primerii a naslednd analyza SSR by jiz pfinesla
informace o genetické variabilité koniklece otevieného v CR. Tato analyza bude zafazena
jako jedno z opatfeni do pfipravovaného Zachranného programu pro koniklec otevieny. Pro
pokracovani DNA analyz bude nezbytny odbér vzorkli v jarnich mésicich, aby nedoslo k
degradaci DNA v listech.
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