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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva optimalizaci riiznych metod izolace DNA z riiznych
typt vzorkl cibule kuchynské (Allium cepa L.) a naslednou detekci lokusu Ms
a detekcei cytoplazmatické samci sterility (CMS). Jednotlivé provedené typy extrakei
DNA a jejich vysledky byly mezi sebou porovnany a vyhodnoceny. Nejkvalitnéjsi
DNA byla izolovéna z listi pomoci metody CTAB-PVP. Tyto testovaci vzorky se také
vyuzily pro PCR pro detekci CMS a lokusu Ms za pouziti n¢kolika riznych markerd,
které se mezi sebou porovnavaly. Nejvhodnéj$i markery se nasledné vyuzily v PCR
pro hlavni vzorky. Izolace DNA metodou CTAB-PVP se vyuzila i pro dalsi izolaci
DNA z hlavnich vzorku cibule kuchynské, jimiz byly dvé sterilni linie a ¢tyfi fertilni
linie. Extrahovana DNA z téchto vzorkl se nejprve vyuzila pro detekci lokusu Ms.
Detekce se provedla pomoci markeru AcSKP1. Vzorky byly odebirany v prib¢hu
nékolika tydni. Lokus Ms byl detekovan u vSech vzorkt (C1-C6), bez ohledu na stafti
rostliny. Nicméné u vzorka z linii oznac¢enych jako C2, C4 a C5 byl detekovan lokus
Ms v riiznych podobach zygotnosti. Dale byly vzorky DNA vyuzity pro detekci CMS
v rostlinach a urcil se typ CMS. Pro tuto detekci se vyuzili markery cob a orfA501.
Pomoci téchto markert se zjistilo, ze linie, které byly deklarovany jako sterilni (linie
oznaceny C1 a C4) jsou skute¢né sterilni a maji typ sterility CMS-T. U linii C2, C3
a C6, které byly oznacovany jako fertilni se detekovaly i sterilni vzorky. To znamena,
Ze tyto linie nejsou 100% fertilni. U linie oznacené jako C5 nebyla detekovana Zadna

sterilita ani u jednoho ze vzorkd.

Kli¢ova slova: cibule, DNA, sterilita, PCR, elektroforéza, izolace



Abstract

This bachelor thesis deals with the optimization of different methods of DNA isolation
from different types of onion (Allium cepa L.) samples and the subsequent detection
of the Ms locus and the detection of cytoplasmic male sterility (CMS). The different
types of DNA extractions performed and their results were compared and evaluated.
The best quality DNA was isolated from leaves using the CTAB-PVP. These test
samples were also used for PCR for the detection of CMS and Ms locus using several
different markers, which were compared with each other. The most suitable markers
were then used in the PCR for the main samples. DNA isolation by CTAB-PVP was
also used for further DNA isolation from the main samples of onion, which were two
sterile lines and four fertile lines. The extracted DNA from these samples was first
used to detect the Ms locus. Detection was performed using the marker AcSKP1. The
samples were collected over several weeks. The Ms locus was detected in all samples
(C1-C6), regardless of the age of the plant. However, the Ms locus was detected in
various forms of zygosity in samples from lines designated C2, C4 and Cb5.
Furthermore, the DNA samples were used to detect CMS in plants and the type of
CMS was determined. The markers cob and orfA501were used for this detection.
Using these markers, it was found that the lines that were declared sterile (lines
designated C1 and C4) were indeed sterile and had the CMS-T sterility type. The lines
C2, C3 and C6 that were labelled as fertile were also detected as sterile samples. This
means that these lines are not 100% fertile. In the line designated as C5, no sterility

was detected in any of the samples.

Keywords: onion, DNA, sterility, PCR, electrophoresis, isolation
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Uvod

Cibule kuchynska (Allium cepa L.) je jedna z nejvyznamngéjsich zemédé€lskych plodin
na svété. Vzhledem k velkému obsahu vitaminti, antimikrobialnich latek a latek
podporujicich metabolismus se tato zelenina Siroce vyuziva v potravinafstvi
a Vv tradi¢nim lécitelstvi. Péstovani cibule kuchynské je podminéno mnoha faktory,
jako jsou klimatické podminky, typy péstovanych odrid, Slechténi a jiné. Vzhledem
k ménicim se klimatickym podminkdm je nutné vytvaret dostatecné odolné odridy,
které jsou schopné odolavat vysokym teplotam a suchu. Velkou obtiz mohou také
piedstavovat Sktidci a choroby.

Nové odridy vznikaji §lechténim rostlin. V pribehu ¢asu se slechtitelské metody
zdokonalovaly tak, aby byly rostliny schopné odolat nepiiznivym podminkam.
V piipad¢ cibule je vyznamnym zptisobem §lechténi hybridizace F1 hybridt. U tohoto
typu Slechténi lze vyuzivat jevu zvany cytoplazmatickd sam¢i sterilita (CMS). Tento
jev se vyskytuje u velkého mnozstvi rostlinnych druhti. Zpiisobuje sterilitu pylovych
zrn. Cytoplazmaticka samdi sterilita je geneticky podminéna. V ptipadé cibule lze
tohoto jevu vyuzit a tim vyrazné zrychlit proces ziskavani novych odrad. V tomto typu
Slechténi hraji velkou roli molekularni markery. Vyzkum molekularnich markert patti
mezi vyznamné soucasti studia molekularni biologie a vyuzivaji se v ném komplexni
analyzy. Nasledné uplatnéni téchto molekuldrnich markerd v zeméd¢lstvi velice
usnadiiuje selekci rtiznych rostlin a linii a podle toho se 1ze rozhodnou, které rostliny
se vyuziji pro hybridizaci a které nikoliv.

V této praci jsem se zabyval optimalizaci ruznych typu extrakci rostlinné DNA
a naslednou optimalizaci PCR pro detekci lokusu Ms, ktery je udrzovatelem sterility
a fertility rostlin cibule kuchyfiské a optimalizaci PCR pro detekci cytoplazmatické
sam¢i sterility (CMS) a urcenim typu CMS u rliznych linii rostlin cibule kuchyiiské.
Detekce byla provedena pomoci polymerazové fetézcové reakce (PCR) a byly vyuzity
molekularni markery ACSKP1 (Huo a kol., 2015) a AcPMS1 (Kim a kol., 2015) pro
detekci lokusu Ms a markery cob (Sato, 1998), orfA501 (Engelke a kol., 2003) a orf725
(Kim a kol., 2009) pro detekci CMS.




1 Literarni prehled

1.1 Cibule kuchyiiska (Allium cepa L.)

Cibule pati mezi nejstarsi kulturni rostliny. Pisemné zaznamy dokladaji, ze ji znali jiz
starovéci Egyptané a Rekové. Podle téchto zdznamil méla pro starovéké Egyptany
dokonce az posvatny charakter (VI¢ek a kol., 1966).

Cibule ma vysoky obsah vitaminu C, ktery miize pomoci regulovat imunitni
zdravi, produkci kolagenu a vstfebavani zeleza. Dale je to silny antioxidant, ktery
muze pomoci ochranit buiiky pted nestabilnimi a Skodlivymi molekulami nazyvanymi
volné radikaly. Cibule ma velké mnoZzstvi vitaminu B, v¢etné folatu a vitaminu Be.
Tyto latky jsou velice dilezité v metabolismu a pro funkci nervového systému.

Prispivaji také do tvorby ¢ervenych krvinek (Kubala, 2018).

1.1.1 Biologicka charakteristika

Cibule kuchynskd mize byt dvouletou nebo ttiletou rostlinou. Béhem rlstu vytvari
V prvnim nebo druhém roce cibuli riznych tvart. Tvar cibule je dédn odridou.
V nasledujicim roce, poté co projde jarovizaci, rostlina zac¢ind kvést a nakonec tvofi
semena (Vicek akol., 1966). Je to bylina s velkou kuZzelovito victenovitou
nebo sférickou mnohosupinatou cibuli. Trubkovity stonek je vysoky 30 — 100 cm.
Listy jsou jednoduché a Sedozelené. ZduZnatélé spodni casti listovych pochev
(suknice) utvareji cibuli. Kvétenstvi je kulovité. Okvéti je bélavé s Siroce kopinatymi
okvétnimi listky. Kvét obsahuje Sest tyCinek a pestiky sjednou ¢nélkou

(Kresanek, 1977; Pekarkova 2005).

1.1.2 Zpusoby rozmnoZovani
U rostlin se rozliSuji tfi zékladni zplsoby rozmnoZovani — nepohlavni (amixie),
pohlavni (amfimixie) a apomiktické (apomixie).

Nepohlavni (amiktické) rozmnozovani (téZ vegetativni rozmnozovani) je typ
rozmnozovani probihajici pomoci rozmnoZovaci buiiky a nebo ze slozit&jsi casti téla
matetské rostliny. Novi jedinci jsou klony matetské rostliny (jsou genotypove shodné).
Cibule kuchynska vytvari béhem rastu cibule, které jsou metamorfovanymi listy.
Z téchto cibuli lze vypéstovat nové jedince a proto se pouzivaji pro nepohlavni

mnozeni.




V pribéhu nepohlavniho mnozeni Casto vznikaji mutace, které mohou ménit
morfologické a fyziologické vlastnosti rostliny.

Pohlavni (amfimiktické) rozmnozovani zajistuje genetickou rozmanitost.
U cibule kuchyiiské jsou reprodukéni organy soucasti kvétu. K oplozeni dochézi
pfi pfenosu pylu na pestik a po splynuti pohlavnich bun€k a jejich jader vznika
diploidni zygota a endosperm (ze zarodecného vaku).

Apomiktické rozmnozovéani je odvozeno od pohlavniho mnozeni. Dochazi
K nepohlavnimu mnozeni semeny, aniz by splynuly sam¢i a sami¢i gamety. Vzniklé

rostliny jsou klony mateiské rostliny a jsou genetické shodné (Repkova, 2013).

1.1.3 Agrotechnika
Pro cibuli kuchyniskou jsou nejvhodnéjsi leh¢i a propustnéjsi piidy, jejichz teplota se
pohybuje do 20 °C. Vlhké pudy by mohly zptsobit bakteridlni hniloby. Orientace
péstebnich fadkd je doporucena ve sméru vychod — zapad. Je uptednostiiovano
pestovani ze semene, jelikoZ tim lze omezit rozvoj virové zluté zakrslosti a kr¢kové
hniloby cibule. Osivo musi mit dobrou semenatskou hodnotu a musi byt viruprosté
(Kocourek a kol., 2016). Semena cibule se seji do hloubky 2 — 3 cm (Vecetova, 2010).
Semena starSi 24 mésicti se nedoporucuje zasévat. Zahony nesméji byt piehustény,
jinak se mohou v porostu vyskytnou houbové choroby.

V pribéhu vegetace je vhodné pravidelné métit hodnotu pH a obsah Zivin v pude¢.
Na zaklad¢ téchto méteni je stanoven vhodny postup hnojeni (Kocourek a kol., 2016).

Podle webu AgroBio Opava, s.r.o. (online — https://agrobio.cz/poradna/clanek/69) se

jako hnojeni pouzivaji primyslova hnojiva s obsahem zakladnich prvk, jako je dusik,
fosfor a draslik. Mezi ostatni prvky vyuzivané v hnojeni se pouZzivaji vapnik, sira,
hot¢ik a stopové prvky (bor, mangan, Zelezo, zinek, méd’ a molybden).

Béhem vegetace se také doporucuje pribézné odstranovat napadené rostliny
a pomoci vhodnych postupti odstraiiovat plevele z porostu.

Cibule ma velmi omezenou konkurenéni schopnost, zejména kdyz je péstovana
ze semene. Jeji pocatecni riist a vyvoj jsou pomalé, coz zplsobuje, ze ptida zlstava
déle bez vegetace. To umoziuje plevelim rist po celou dobu vegetace
(Kocourek a kol., 2016).
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Vicek a kol. (1966) uvadi, ze nejcastéjSim ukazatelem dozravani cibuli je
zasychani naté od Spicek a postupné ohybani listi smérem k zemi. Nejcastéji Se se
sklizni vy¢kava az do doby, kdy jsou cibule fadn¢ zatazeny tj. vyzralé.

Pro skladovani cibule je nutné, aby sklady byly dostatecné¢ vydesinfikovany
a relativni vzdusna vlhkost by se méla pohybovat okolo 60 — 70 %. V ptipad¢ vyssi
vihkosti by se mohly na cibulich vyskytnou skladkové hniloby. Skladované cibule by
nemély byt poskozeny, protoze rany zplsobené napi. mechanizaci mohou byt
vstupnim mistem pro choroby. Cibule, které byly vypéstovany ze sazecky, jsou Casto
nachyln¢jsi na skladkové choroby. Teplota ve skladu by méla byt 0 — 2 °C (Kocourek
a kol., 2016).

1.2 Slechténi

Slechténi zeleniny a ovoce je obecnd ovlivnéno poptavkou velkopéstiteli
a malopéstitelll. Velkopéstitelé se vice zaméfuji na vlastnosti rostlin, které usnadiiuji
pestovani pro komercni vyuziti. Mezi tyto vlastnosti patfi napiiklad vyrovnanost
porostu, moznost mechanizované sklizn¢€, poskliziiové upravy, odolnost a jiné.
Malopéstitelé se vice zamétfuji na vlastnosti jako je casnd sklizen, probirka
nebo postupné sklizeni (Pekarkova, 2004).

V piipadé¢ cibule je pokrok ve Slechténi vice pozadu nez u jinych druhti zeleniny.
To je zptisobeno mnohymi faktory jako napiiklad dvouletym Zzivotnim cyklem,
inbreedingovou depresi, outbreedingem, vysokou trovni heterozygotnosti, kiizovym
opylovanim, velikosti genomu a fidkym vyskytem selekénich markera
(Mahajan a Gupta, 2023).

Dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje zplisoby Slechténi je zména klimatu, ktera se
projevuje mirnéjSimi zimami, ¢asn¢jSim nastupem sus$$iho jara a suchym létem. To
vede ke ztratdm vynosu (Pecinka, 2020). Velky vyznam mohou pfedstavovat krajové
odrtdy, které by mohly byt vyuzity pro Slechténi odriid odolnych vi¢i klimatickym
zménam (Mahajan a Gupta, 2023).

Konven¢ni postupy Slechténi, jako jsou ktizeni, genové zdroje divokych druhii
poskytujici rezistence riznych typt nebo tvorba rostlin regeneraci pylu, dnes
jiz nedokazi uspokojit poptavku po velkém mnozstvi kvalitnich plodin (Pecinka,

2020). Z toho duvodu je nutné vylepsit Slechtitelsky program pomoci pokrocilych
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Slechtitelskych ~ technik, = molekuldrnich  nastroji  a  genomovych  dat

(Mahajan a Gupta, 2023).

1.2.1 Historie Slechténi

Az do konce 19. stoleti bylo nejcastéjsim zptisobem $lechténi zemédélskych plodin
pestovani ndhodné vzniklych jedincti, ktefi méli diky zméndm v DNA odlisné
kvalitativni znaky (Pecinka, 2020). V pribéhu domestikace a adaptace ruznych druht
plodin péstitelé nevédomky vytvareli selekéni tlak z divodu poptavky. Béhem
adaptace mechanizmy pfitomné u cibule podpofily selekci, kterd méla pozitivni
vysledek na péstovani cibule v riznych prostiedich (Krishnamurthy a kol., 2011).
Podle Pecinky (2020) je zdsadni nevyhodou to, ze v ptirodnich podminkach je etnost
zmén DNA jen velmi mald a proto tyto zpusoby Slechténi piestaly postupem casu
dostacovat.

Zlomovy bod pfedstavovalo objeveni dédi¢nosti a evoluce. Zejména vyznamné
byly objevy Johanna Gregora Mendela a jeho nasledovnikil, které dokazovaly,
ze znaky, které se v potomcich prvni generace ztraceji, Se znovu objevuji v dalSich
generacich. Tyto poznatky pak zasadné ovlivnily $lechtitelské postupy ve 20. stoleti
(Pecinka, 2020).

V prvni poloving 20. stoleti se Castokrat vyuzivaly metody volného opyleni
rostlin. Prob&hly experimenty, které porovnavaly rizné metody opylovani a §lechténi
cibule kuchynské z davodu vyvinuti lep$i odolnosti proti chorobam (Jones
a Emsweller, 1933). Ve dvacatém stoleti byl také objeven novy zpusob S$lechténi
rostlin a to pomoci F1 hybridd. Uz v 60. letech 20. stoleti tvotily F1 hybridy cibule
kuchyiiské vétSinu  z distribuovanych  odrad. Tyto rostliny jsou vhodné
pro velkopéstitele, jelikoz jejich vynosy jsou nadprimérné. Zavedeni téchto hybrida
na trh bylo umoZznéno objevenim sam¢i sterility, ktera se zaklada na cytoplazmatické
neplodnosti pylu (Pekarkova, 2005).

Mezi moderni zptsoby Slechténi rostlin patii metody genového inzenyrstvi.
V genovém inzenyrstvi se vyuzivaji zmény v genetické informaci pomoci mutaci,
ale ty mohou v genomu vytvofit i nechténé zmény. Vyznamnou roli pro analyzu geni
hraje metoda sekvenovani, diky niz lze identifikovat vhodné jedince pro $lechténi.

V poslednim desetileti dochazi k rozvoji editace genomu pomoci tzv. CRISPR
metody (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Tato metoda
vyuziva systém s enzymem Cas9, ktery bakterie pouZzivaji jako obranu proti virim.
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Enzym Cas9 dokaze prestiihnout nukleovou kyselinu a fetézec spojit dohromady, ¢imz
dojde k deaktivaci genu, nebo dokaze vlozit novy fetézec a tim zplsobit modifikaci
rostlinného genomu. Tato metoda se zaCina vyuzivat i u editace genomu cibule

kuchynské, napiiklad pro editaci genu PDS (Pec¢inka, 2020; Mainkar a kol., 2023).

1.2.2 Molekularni markery ve Slechténi rostlin

Markery se v obecném zakladu rozdéluji na klasické markery a DNA/molekularni
markery. Mezi klasické markery patii morfologické, cytologické a biochemické
markery. Pfikladem molekuldrnich markert je RFLP (fragment length
polymorphism), AFLP (amplified fragment length polymorphism), SSR (simple
sequence repeats), SNP (single-nucleotide polymorphism) a DArT (diversity arrays
technology). Existuje velké mnozstvi i jinych typt molekularnich markerd (Nadeema
a kol., 2018).

Molekularni markery jsou sekvence nukleovych kyselin nebo geny, u nichz je
znama presnd pozice a umisténi na chromozomu. Jsou Uzce spjaty s cilovymi geny
(Nadeema a kol., 2018). Jsou polymorfni mezi jednotlivci nebo odridami. Lze je
vyuzit jako nastroje nejenom pro Slechténi cibule, ale i pro $lechténi jinych kulturnich
rostlin.

Vyzkum molekularnich markert zacal v 80. letech diky objevu polymerazové
tetézcove reakce (PCR). Diky tomu bylo moZzné prohloubit studium molekularnich
marker a genetickych rozdilt rostlin, tvorby genetickych map a také doslo
K uspésnému vyvoji molekularniho §lechténi rostlin (Amiteye, 2021). Selekce pomoci
Vv jednotlivych populacich. Diky selekci pomoci molekularnich markeri muzeme
spojit urcité dédi¢né vlastnosti se segmenty DNA, které zodpovidaji za kontrolu dané
vlastnosti (Datta a kol., 2011).

Vyznamné usnadnéni pfi identifikaci novych markerli predstavuji metody
genotypizace sekvenovanim a mapovani asociaci. Tyto metody se Casto vyuzivaji
pro hledani markerti pro rozsahlé a slozZité genomy rostlin.

Molekularni markery rostlinnych organismu lze uplatnit ve vyzkumu heterdzy,
ktera urcuje vykonnost potomstva (F1) dvou zkiizenych rodict. Markery SSR byly
pouzity pro zkoumdni heterdzy napi. u ryze, pSenice, kukufice a fepky. Dale lze
markery pouzit pro identifikaci dihaploidii a genotypl izogennich linii a hybridi
(markery SSR a SNP), vyhodnocovani genetické diverzity (markery DArT a SNP),
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QTL (Quantitative Trait Loci) mapovani nebo selekce pomoci markert. V ptipadé
cibule kuchyiiské a jinych kulturnich rostlin se molekularni markery hojné vyuzivaji
pro detekci cytoplazmatické samci sterility (CMS) a genii, které ji podminuji

(Nadeema a kol., 2018; Datta a kol. 2011).

1.3 Samdi sterilita
Vyhnanek (2019) uvadi, Ze sam¢i sterilita rostlin je jev, ktery zptisobuje neschopnost
rostliny vytvafet nebo uvoliiovat funkéni pylovéd zrna. Existuje nékolik typt samci
sterility u rostlin:

1. Jadernd samci sterilita

2. Cytoplazmaticko-jaderna sam¢i sterilita

3. Cytoplazmaticka samc¢i sterilita

4. Chemicky indukovana sam¢i sterilita — indukovana chemickymi latkami

5

Transgenni samci sterilita — geneticky modifikované rostliny

1.3.1 Jaderna sam¢i sterilita

Jaderna sam¢i sterilita byva zptsobena jednim recesivnim jadernym genem. Tento typ
sterility byl detekovan u mnoha druhti rostlin (jeCmen, rajce, bavlna aj.). U n¢kterych
rostlin byla detekovana jaderna samci sterilita, ktera byla zptisobena dominantnim
genem (svétlice barviiska).

Sam¢i jaderna sterilita se vyuziva pro produkci hybridd. Sterilni rostlina (recesivni
homozygot) se zkiizi s heterozygotni fertilni rostlinou. Tim se vytvofi jak sterilni, tak
i fertilni potomstvo (Vyhnanek, 2019; Agriinfo.in, 2016, online -
https://agriinfo.in/male-sterility-1752/).

1.3.2 Cytoplazmaticka/cytoplazmaticko-jaderna sam¢i sterilita (CMS)
Cytoplazmaticka sam¢i sterilita byva spojovana s cytoplazmaticko-jadernou samci
sterilitou. Vétsinou se vyuziva pojem cytoplazmaticka sam¢i sterilita (CMS) pro oba
tyto typy sterilit, protoze se samotna cytoplazmaticka sterilita bez vlivu jadernych genti
objevuje pouze vzacné (Vyhnanek, 2019).

CMS je dédicny jev, pii kterém nejsou rostliny schopny vytvaret Zivotaschopna

pylova zrna. Je to matefsky dédénd vlastnost. Tento jev byl zaznamenan u cca
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140 druht rostlin (napf. cibule, ¢iroku, zita, slunecnice, mrkve, kukufice aj.) (Kim,
2014; Kim a kol., 2015; Eckardt, 2006).

Sterilni rostliny cibule kuchynské poprvé detekovali a popsali Jones a Emsweller
vroce 1925. Konkrétné se jednalo o odrudu Italian-Red. Rostliny neprodukovaly
semena, ale vytvarely cibulky. Tyto cibulky se sklidily a pouzily pro dalsi péstovani.
Vypéstované rostliny se nasledné kiizily (Pike, 1986).

CMS je urostlin indukovana mitochondrialnimi geny (lokus Ms). Mitochondrialni
genomy rostlin jsou vyrazné rozsahlejsi oproti zivo¢iSnym (Kim a Yoon, 2010). To
znamend, ze CMS je znak, ktery je pfenaSen pouze z matei'ské rostliny na dcefiné
potomstvo (Gonzalez-Chavira a kol., 2023). Struktura mitochondrialnich geni je
sloZena z riznych subgenomi. Sekvence, jejichZ délka neptekracuje 1000 bazi, jsou
Casto zprosttedkovatelem dynamické piestavby mitochondridlniho genomu. Praveé
geny vyvolavajici CMS vznikaji dynamickou pfestavbou mitochondridlniho genomu.
Tyto geny jsou nazyvany jako chimérické, protoze jsou slozené ze zndmych sekvenci
mitochondrialnich gend a neznamych sekvenci. Nicméné mechanismus indukce CMS
nebyl dosud vytesen (Kim, 2014; Kim a kol., 2015).

CMS se objevuje u rostlin spontanné. To muze byt zpusobeno diky Sirokému
kfizeni, mutagenezi nebo mezidruhové vyméné jadernych a cytoplazmatickych
genomu (Eckardt, 2006).

V minulosti byly pokusy chemicky indukovat cytoplazmatickou samci sterilitu
Z diivodu uSetieni ¢asu pi1 hybridizaci. Chemicka indukce CMS se provadéla u baviny,
rajéat, hlediku a cibulee Pro indukci se pouzil tributyl(2,4-
dichlorobenzyl)phosphonium (Cohan a Weigle, 1966).

Sam¢i sterilita vyvolana mitochondridlnimi geny miiZze byt potlacena jadernymi
geny pro obnovu fertility (geny Rf). Tyto geny koduji mimo jiné i proteiny
s pentatrikopeptidovymi repeticemi (PPR). Pravé tyto geny by mohly vytvaret
multiproteinové komplexy, které potlacuji geny indukujici CMS (Kim, 2014; Kim
akol., 2015). Diky tomuto jevu je mozné studovat interakce mezi jadernymi

a mitochondrialnimi geny (Eckardt, 2006).

1.3.3 Typy CMS u cibule kuchyniské
V piipadé cibule kuchyniské existuji tii typy cytoplazmy (tzv. mitotypy). Cytoplazma
oznacovana pismenem “N* je fertilni cytoplazma. Cytoplazmy oznacované pismeny
“S*“ a “T*“ jsou sterilni cytoplazmy (Sharma a kol., 2023).
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Typ CMS-S byl objeven jako prvni. Podrobné byl popséan ve 40. letech 20. stoleti
v praci od Jones a Clarke. Kratce nato Jones a Davis popsali vyuziti CMS v produkci
hybridnich rostlin (Gonzalez-Chavira a kol., 2023).

Typ CMS-T byl objeven diky vyzkumu Berninger (1965) a nasledné byl popsan
v praci Schweisguth (1973) (Manjunathagowda a kol., 2021).

Ferreira a kol. (2017) a Kim a Yoon (2010) na zaklad¢ analyz mitochondrialniho
a chloroplastového genomu uvadi, ze na indukeci sterility samciho sterilniho systému
cibule se mohou podilet rizné geny. Bylo zjisténo, ze CMS-T cytoplazma neni
rozdilna od fertilni cytoplazmy, ale CMS-S cytoplazma se li$i. To by mohlo znamenat,
ze CMS-T vznika ptfimo z fertilni cytoplazmy.

Systém CMS-S je indukovan pomoci jednoho genu. Uvadélo se, ze v systému
CMS-T se pro obnovu sterility a fertility podileji tii rizné geny (Gonzalez-Chavira
a kol., 2023). Tuto myslenku formuloval ve své praci Schweisguth (1973). To pak v
roce 2014 rozporoval Kim, kdyz detekoval lokus Ms u rostlin cibule kuchynské, které
mely cytoplazmatickou saméi sterilitu typu “T*. Navrhl, Ze obnova fertility a sterility
u rostlin s CMS-T mize byt zpusobena stejnym genem, jako u systému CMS-S
nebo podobnym genem.

Pro hybridizaci se nejéastéji vyuzivaji rostliny s typem sterility CMS-S a to hlavné
diky jejich lepsi stabilité. Rostliny s typem sterility CMS-T lze pro hybridizaci vyuzit

vvvvvv

genetického dédéni obnovy fertility (Manjunathagowda a kol., 2021).

1.3.4 Molekularni markery pro CMS u cibule kuchynské
Molekularni markery se vyuZzivaji ve Slechténi cibule kuchyiiské pro zkraceni
$lechtitelského cyklu a rychlého ziskani pozadovanych genetickych vlastnosti. Casto
se vyuZivaji markery, které jsou schopny rozlisit sterilni (typ “T* a “S*) a fertilni
cytoplazmy (typ “N*). Lokus Ms v genomu cibule zptisobuje sam¢i sterilitu. Existuje
nékolik markert, které jsou Gizce spojeny s timto lokusem (Mahajan a Gupta, 2023).

Huo a kol. (2015) ve své studii vyvinuli pomoci alelové analyzy kodominantni
marker zaloZeny na multiplexni PCR. Tento marker nazvali AcSKP1. Je v uplné
vazebné nerovnovaze s lokusem Ms u cibule. V jejich praci se jim také podafilo
prokazat uzite€nost markeru pro selekci a identifikaci genotypi lokusu Ms. Stejny
marker byl vyuzit i v praci od Ferreira a kol. (2017), avSak v této praci vyuzili
pro detekci lokusu Ms i marker AcPMS1 (Kim a kol. 2015).
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Pro detekci cytoplazmatické samci sterility (CMS) lze vyuzit markery cob
a orfA501 (Sato, 1998; Engelke a kol., 2003). Marker cob byl identifikovan pomoci
specifickych oligonukleotidii ze sekvence mitochondridlniho genu cob (Gonzalez-
Chavira a kol., 2023; Sato, 1998). V cytoplazm¢ “S“ marker cob rozliSuje
polymorfismy mezi mitotypem “N*“ a “S*. Marker orfA501 je zaloZen na inzerci
sekvence mitochondrialniho genomu pazitky (Gonzalez-Chavira a kol., 2023; Engelke
a kol., 2003).

Tyto markery byly pro detekci CMS vyuzity i v praci Ferreira a kol. (2017).
Jak popisuji ve své praci Engelke a kol. (2003), tak marker orfA501 je schopen
amplifikovat fragmenty o délce 473 bp v pfipadé, Ze dand rostlina ma
cytoplazmatickou samc¢i sterilitu. V pfipadé, Ze rostlina je fertilni, tak se fragmenty
neamplifikuji. Déle je popsdno v pracich Sato (1998) a Engelke a kol. (2003),
ze marker cob je schopen v syst¢ému CMS-S amplifikovat fragmenty o délce
180 a 414 bp. Naproti tomu rostliny se systémem CMS-T amplifikuji fragmenty pouze
o délce 180 bp a fragmenty s délkou 414 bp nejsou amplifikovany. Fertilni rostliny
amplifikuji pouze fragmenty o délce 180 bp. Pomoci téchto dvou marker jsme
schopni rozlisit rostliny, které jsou sterilni a které jsou fertilni. Nasledné¢ je mozné
u sterilnich rostlin rozlisit, zda se jedna o cytoplazmatickou sam¢i sterilitu typu “S*
nebo o typ “T*.

Dal8imi molekularnimi markery, které 1ze vyuZit pro produkci F1 hybridd jsou
opt, jurnfO5, orf725 a mnoho jinych. I tyto markery maji vazbu s lokusem Ms
(Manjunathagowda a kol., 2021). Kim (2014) uvadi, ze marker jurnf05 by mohl byt
vyuzit pro detekci Rf genu, ktery je obnovitelem fertility.

1.3.5 Vyuziti CMS ve Slechténi cibule kuchyiiské

I pfesto, ze je cibule kuchynska jednou z nejvice péstovanych plodin na svété, dochazi
u jejich hlavnich péstitelti k poklesu produkce. To mize byt zplisobeno tim, Ze je stale
velka cast produkované cibule péstovana z volné€ opylovanych odriid namisto odrtid
F1 hybridnich rostlin. Hybridiza¢ni problémy zpiisobené klasickym Slechténi (napf.
dvoulety reprodukéni cyklus, inbreeding, obtize v udrzovani cistokrevnych linii
z divodu vysokého kiizeni aj.) mize vyfesit praveé pouziti systému cytoplazmatické
saméi sterility (CMS). F1 hybridni odrudy cibule maji vyhodu diky heteroze
(Manjunathagowda a kol., 2021). Heter6za (hetrozni efekt) hraje velky vyznam
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ve zvyseni vynost oproti voln¢ opylovanym odridam a také v jednotnosti znakii
vyznamnych pro zemédélskou produkei.

Diky tomuto postupu hybridizace lze piimo fidit produkci semen. Manualné
provadet kastraci (odstranovani prasnikl) neni praktické a vyhodné, jelikoz rostliny
cibule kuchynské obsahuji velké mnozstvi kvétd. Z tohoto divodu je z ekonomického
a praktického hlediska lepsi vyuzivat systétm CMS, protoze sterilni rostliny se
nemohou mezi sebou a ani samy opylovat. Diky tomu jsou produkovand semena
ziskdna pomoci kiizového opyleni a my mame kontrolu nad produkci semen
(Gonzalez-Chavira a kol., 2023).

Jako prvni navrhli vyuziti CMS v F1 hybridnim S$lechténi cibule Jones a Davis
ve 40. letech 20. stoleti. Tento typ Slechténi se vyuzivd u cibule i u jinych
zeméd¢lskych plodin (Kim, 2014; Kim a kol., 2015; Havey a Kim, 2021).

Pro vytvoteni F1 hybridi se pouzivaji tfi typy linii. Jsou to matetska linie se sam¢i
sterilitou (CMS), linie udrzujici sam¢i sterilitu a opylujici otcovské linie (Pekarkova,
2005).

Pro vytvofeni F1 hybrida se v klasickém postupu nejprve musi izolovat sterilni
rostliny cibule od fertilnich. Pylovou sterilitu lze zkontrolovat pomoci 0,5% roztoku
acetokarminu pod mikroskopem. Sterilni pylova zrna jsou oproti fertilnim bezbarva
(Sharma a kol., 2023). Pylové sterilni kiizenec se ktizi s opylujici otcovskou linii
(Pekarkova, 2005). Vznikli potomci (F1) se opét analyzuji a rozd€luji se na fertilni
a sterilni rostliny (pomoci 0,5% roztoku acetokarminu) a také na obnovitele sterility
a fertility.

Klasicky postup rozpoznani sterilnich a fertilnich rostlin 1ze usnadnit vyuZzitim
molekularnich markert, které cely postup urychluji. Vyvoj novych markerti pro CMS,
které 1ze pouzivat pfi hybridizaci rostlin cibule (rozeznani fertilnich a sterilnich rostlin
a nasledné rozeznani typt cytoplazmatické sam¢i sterility), je vyznamnou soucasti
modernich §lechtitelskych metod (Sharma a kol., 2023).

Pokud je jedinec z F1 generace sterilni, tak to znamena, Ze je udrzovatelem sam¢i
sterility. Pokud je jedinec z F1 generace fertilni, tak to naopak znamena, Ze je
udrzovatelem fertility. Vytvoreni linie s CMS trva ¢tyfi az osm let (Manjunathagowda
a kol., 2021).

F1 hybridni rostliny lze vyuzivat i jako model pro studium interakce mezi

jadernym a mitochondrialnim genomem (Kim, 2014).
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1.4 lzolace DNA
Extrakce nukleovych kyselin je jednou ze zakladnich metod molekularni biologie.
Béhem této metody dochazi k odd€leni nukleovych kyselin od ostatnich soucasti
buné¢k. Existuje mnoho postupii jak nukleové kyseliny extrahovat, nicméné¢ je dulezité
pomoci zvoleného postupu ziskat nukleovou kyselinu v co nej¢ist§im nativnim stavu
a Vv dostatecném mnozstvi. Z téchto divodii volime postup extrakce na zakladé
charakteru ndmi pouzivaného vzorku (Smarda, 2005).

Zakladni postup vsech téchto metod extrakce nukleovych kyselin zstava stejny
a spoc¢iva v naruseni bunéc¢né stény (pouze u rostlin), bunééné membrany a jaderné
membrany za ucelem uvolnéni neporusené DNA do roztoku. Pii tom jsou odstranény
kontaminujici biomolekuly, jako jsou napiiklad proteiny, polysacharidy, lipidy, fenoly
a dalsi sekundarni metabolity (Tiwari a kol., 2017). Pro rozruseni bunéénych membran
se vyuzivaji detergenty. Podle typu izolace se pouzivaji detergenty SDS (dodecylsulfat
sodny) a CTAB (cetyl trimethylamonium bromid) (Trojanek, 2013).

Mezi nejCastéji  provadéné postupy izolace DNA patii napiiklad
fenol-chloroformova izolace, izolace pomoci komerénich kitth a magneticka izolace.
Typy izolaci vybirame na zaklad¢ izolovaného materidlu a podle naslednych analyz

(Beran a kol., 2022).

1.4.1 Fenol-chloroformova izolace

Fenol-chloroformova izolace nukleovych kyselin je velmi Casta extrakéni metoda.
Béhem této extrakéni metody dochazi diky fenol-chloroformové smési k denaturaci
proteind, které se vysrazeji. Fenol-chloroformova smés se nemisi s vodou a z tohoto
divodu se srazenina proteind koncentruje do fazového rozhrani. Toho docilime
pomoci centrifugace. Po centrifugaci se t¢Z5i organicka ¢ast nachazi pod leh¢i vodnou

fazi (Smarda a kol., 2005).

1.4.2 lzolace pomoci komerc¢nich kiti

Dalsi castou metodou extrakce je vyuziti komercnich kitd. Soupravy, které jsou
specifické pro dany typ vzorku, obsahuji potiebné pufry, spotiebni plasty a protokoly,
které lze vyuzit (Beran a kol., 2022). Izolace DNA, které jsou provadény pomoci
nekomerc¢nich protokolil jsou oproti komerénim kitliim casto vice Casové nakladné

(Patzold a kol., 2020). Izolace pomoci kitil 1ze provést za mén¢ nez dveé hodiny i diky
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tomu, ze izola¢ni postupy jsou k dispozici od dodavatele (Méndez-Garcia a kol.,
2018).

Princip této izolacni metody zalind stejnym zpusobem jako jiné izolace DNA.
Nejprve se provede lyze bun¢k a ke vzorku se ptida lyza¢ni pufr. Nasledné se vzorek
pfevede do jednordzovych kolonek s kfemicitou membranou. Tyto kolonky se
centrifuguji. Na membranu se navaze DNA a zbytek smési protece skrz membranu.
Spravného promyti docilime nékolika opakovanimi promyvani zachycené DNA.
Nakonec se provadi eluce, kdy dochazi ke kone¢nému promyti membrany. Diky tomu
se cista DNA dostane z membrany do nové sterilni mikrozkumavky. Médium
vyuzivané pii této extrakci vaze DNA, avSak proteiny nikoliv. Podstatnou vyhodou
této metody je, Ze se fadi mezi jedny z nejrychlejsich izola¢nich metod, avSak zasadni
nevyhodou je pofizovaci cena komerénich kith a jejich specifi¢nost

(Beran a kol., 2022).

1.4.3 Magneticka izolace

Magneticka izolace nukleovych kyselin vyuziva pro extrakci magnetické kulicky
o0 prumé&ru okolo 500 nm. Tyto magnetické nosice jsou s imobilizovanymi afinitnimi
ligandy nebo jsou piipravené z biopolymeru, ktery ma afinitu k cilové nukleové
kyseling. Z toho divodu se na tyto magnetické kulicky navazi molekuly nukleovych
kyselin. Diky tomu lze nahromadit ¢isty vzorek DNA a zbytky necistot ze vzorku
odstranit. Tato technika se pouZzivd u automatizovanych postupi extrakce DNA

nebo také u velkoobjemové purifikace (Martinez, 2023).

1.5 Polymerazova retézcova reakce (PCR)

Polymerazova fetézcova reakce (PCR), kterou vyvinul Kary B. Mullis v 80. letech
20. stoleti, je metoda molekularni biologie, jejiz podstatnou vyhodou je ziskani
specifické sekvence genomové DNA (Smarda a kol., 2005).

Je to metoda, ktera vyuziva enzymatickou amplifikaci DNA in vitro syntézou
velkého mnoZstvi kopii uréité sekvence DNA (Priisa, 1997). Cast sekvence nukleové
kyseliny je ohrani¢ena pfipojenymi primery, které se vazou na protilehlé fetézce DNA.
a volnymi nukleotidy. Pro PCR je nutné pouzivat termostabilni polymerazy (napt. Taq

DNA-polymeraza). Tato polymeraza je schopna odolat teplotam, pti nichz molekuly
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DNA denaturuji. Diky tomu miiZze syntéza DNA probihat v cyklech (Smarda a kol.,
2005).

Mezi zakladni faze polymerazové fetézcové reakce patii: denaturace (teplota
94 — 95 °(C), annealing (teplota 50 — 60 °C) a elongace (teplota této faze se urcuje podle
pouzité DNA polymerazy; nejcastéji 72 °C). Tyto faze se n¢kolikrat opakuji (30 — 40
cykl). Po 30 cyklech jsme schopni syntetizovat az 130 milion novych vldken DNA
(Brown, 2010; Trojanek, 2013).

1.6 Elektroforéza nukleovych kyselin

Elektroforéza je separacni technika, ktera je vyuzivana k separaci nukleovych kyselin
a proteini. Nabité molekuly nukleovych kyselin maji schopnost se diky zaporné
nabitym fosfatovym skupindm pfesouvat ve stejnosmérném elektrickém poli ke kladné
nabité elektrodé¢ (anod¢€). Rychlost zdvisi na velikosti molekuly a silach, které
na molekulu piasobi. NejcastéjSimi typy elektroforézy jsou gelovéa elektroforéza,
¢ipova elektroforéza a kapilarni elektroforéza (Beran a kol., 2022).

V ptipadé gelové elektroforézy jsou nejcastéji vyuzivanym typem geld agardézové
gely (pro velké molekuly nukleovych kyselin) a akrylamidové gely (pro mensi
molekuly nukleovych kyselin). Pfed tim, néz se zacaly vyuzivat agarozové gely se
nukleové kyseliny délily pomoci centrifugace v hustotnim gradientu sacharézy

(Smarda, 2005, Lee a kol., 2012).
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2 Cile a hypotézy

Cilem prace bylo provést n¢kolik typt izolaci DNA cibule kuchyiiské z rtiznych ¢asti
rostliny a zjistit, jaky vzorek je pro jaky typ izolace nejvhodnéjsi a tim postup izolace
optimalizovat. Nasledné se nejvhodnéjsi typ izolace S nejvhodnéj$im typem vzorku
pouzil pro izolaci DNA u vzorku rostlin, pro detekci lokusu Ms a pro detekci
cytoplazmatické samci sterility (CMS).

Polymerazové fetézcové reakce (PCR) zkusebnich vzorkt se provedly s pouzitim
molekularnich markert ACSKP1 (Huo a kol., 2015) a AcPMS1 (Kim a kol., 2015)
pro detekci lokusu Ms a markery cob (Sato, 1998), orfA501 (Engelke a kol., 2003)
a orf725 (Kim a kol., 2009) pro detekci CMS.

Pomoci téchto markerd se provedla zkusebni PCR a na zdklad¢ vysledkl se
vybraly nejvhodnéjsi markery pro detekci CMS a lokusu Ms. Tyto markery se pouzily
pro PCR nasich hlavnich vzork.

Hlavni vzorky byly tvofeny 6 liniemi rostlin (C1 — C6), z nichz se v nasledujicich
16 tydnech odebiraly vzorky. Celkem bylo 96 vzorkt. Casovou fadu rtizné starych
vzorki jsme udélali z toho duvodu, aby se dokazalo, ze detekce lokusu Ms a detekce
CMS je mozna u nejstarSich vyklic¢enych rostlin, stejné jako u mladsich rostlin.

Hypotéza byla takova, ze star$i rostliny mohou obsahovat kontaminujici latky,

které mohou inhibovat PCR, coz ztizi detekci lokusu Ms a detekci CMS.
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3 Material a metody

3.1 Optimalizace metod extrakce DNA

Prvnim ukonem provedenym v ramci praktické casti této prace byla optimalizace
metod extrakce DNA. Cilem praktické ¢asti prace bylo zjistit, ktera cast z rostliny
cibule kuchynské bude nejvice vyhovujicim pro izolaci rostlinné DNA a také
jaka metoda extrakce nukleovych kyselin bude vykazovat nejlepsi vysledky. Bylo
nutné, aby izolovand DNA méla co nejvétsi Cistotu bez pfimési nezadoucich latek, aby
bylo dostatecné mnozstvi izolovaného roztoku s DNA a aby byla DNA v dostatecné

koncentraci.

3.1.1 Rostlinny material
JakoZto material, ze kterého byla DNA izolovéana byly vybrany rizné €asti rostliny
cibule kuchyniské (viz. Tabulka 3.1 a Obrazek 3.1) z nichz nékteré byly odebrany

V ruzném ¢asovém horizontu.

Tabulka 3.1: Typy vzorki pro extrakci DNA

Typ vzorku Cislo popisku na obrazku 2.1
Koftinky 1
Sucha slupka 2
Blanka suknice cibule 3
Suknice cibule 4
Vyrasené listy
Listy v rizné fazi ristu
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Obrizek 3.1: Casti cibule vyuZité pro izolaci DNA

Vzorky, u kterych byly pro izolaci DNA vyuzity kofinky, sucha slupka, blanka suknice
cibule, suknice a vyrasené listy (tj. vzorky 1 — 8), byly odebrany jiz ze sklizenych
cibuli. Vzorky, u nichZ byly pro izolaci DNA pouzity malé rostliny a listy v rizné fazi
rastu (tj. 9 — 12), byly vypéstovany samostatné ve vysevnim substratu smichanym

s perlitem.
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Tabulka 3.2:

Piehled vzorki urcenych pro izolaci DNA

Cislo vzorku Linie Typ vzorku
1 STAI Sucha slupka
2 STAI Koftinky
3 STAI Suknice
4 STAI Blanka suknice cibule
5 A1l TKR F1 Sucha slupka
6 A1l TKR F1 Suknice
7 B Il x KAT F1 Vyrasené listy
8 B Il x KAT F1 Koftinky
9 All TKR F1 Listy (stafi 3 tydny)
10 STAI Listy (stafi 1,5 tydne)
11 All TKR F1 Listy (stafi 5 tydnt)
12 STAI Listy (stari 3,5 tydne)




Pro jednotlivé vzorky byly pouzity metody extrakce DNA pomoci komerénich Kitd
DNeasy Plant Pro a Plant Kits (Qiagen, Némecko), pomoci modifikované metody
CTAB-PVP (Doyle, 1991) a pomoci izola¢niho robota MagCore (RBC Bioscience,
Taiwan). Jednotlivé metody byly vyhodnoceny a vysledky mezi sebou porovnany
v kapitole 4 Vysledky.

3.1.2 Extrakce DNA pomoci Kkitu

Pro izolaci DNA pomoci komerénich Kiti jsme pouzili kity DNeasy Plant Pro a Plant
Kits (Qiagen, Némecko). Kity obsahuji v§echny potiebné pufry, protokoly a spotiebni
plasty. Pro izolaci se wvyuzivaji kolonky s kifemikovymi membranami,
které zachytavaji DNA. Princip této metody byl popsan v kapitole 1.4.2 Izolace

pomoci komer¢nich kiti.

3.1.3 Extrakce DNA pomoci metody CTAB-PVP

V piipad¢ izolace DNA pomoci CTAB-PVP byla vyuzita metoda extrakce
s chloroformem:1AA (24:1). Postup izolace DNA byl pievzat z publikace Doyle
(1991) a ndmi upraven pro naSe ucely. Nasledujici postup izolace je piepocitany na
jeden vzorek.

1. Nejprve se zahieje lyzacni pufr 2x PVP-CTAB na 65 °C.

2. Rostlinné pletivo, ze kterého se bude DNA extrahovat, se rozdrti v 1,5ml
sterilni mikrocentrifugacni zkumavce pomoci homogenizatoru.

3. Krozdrcenému pletivu se ptida 495 pl predehiatého 2xPVP-CTAB a 5 pl
merkaptoethanolu. Tento krok se provadi v digestofi zdavodu
nebezpecnosti pouzitych latek.

4. Necha se 45 minut inkubovat pii teploté 65 °C a prubézné se promichava.

5. Po inkubaci se pfida do vzorku 500 pl chloroformu:lAA (24:1). Tento
krok opét se provadi v digestofi.

6. Smés se promichava 10 minut a pak se centrifuguje pét minut pii 12000
otackach za minutu.

7. Ptipravi se nova 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavka. Do této zkumavky

se odpipetuje vodna faze.
8. Prida 1/5 objemu (v nasem piipadé cca 80 ul) 5% CTAB a smés se

promicha.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

Ptida 500 pl chloroformu:lAA (24:1) a 10 minut nechava promichavat.
Tento krok se také provadi v digestofi.

Po promichani se vzorek centrifuguje 5 minut pii 13000 otackéach
za minutu.

Opét se ptipravi nova 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavka a odpipetuje se

vodna faze.
Prida se 2/ 3 objemu (cca 250 pl) ledového isopropanolu a trikrat se lehce

promicha. Tento vzorek se vlozi na noc do mrazaku pfi -20 °C.

Druhy den se vzorek centrifuguje 5 minut pii 4 °C pii 13000 otackach
zaminutu. DNA se zachyti na dné¢ zkumavky. Opatrné se odlije
supernatant.

Ptida se 300 ul 1x TE pufru a inkubuje se 60 minut pii 37 °C.

Ptida se 600 ul ledového 96% ethanolu a ttikrat se lehce promicha.
Vzorek se vlozi do mrazaku pii -20 °C na cca 30 minut (maximalné na 12
hodin).

Po uplynuti doby se vynda vzorek z mrazaku a 10 minut se centrifuguje
pii 4 °C pti 13000 otackach za minutu. DNA se zachyti na dné zkumavky.
Opatrné se odlije supernatant.

Ptida se 1 ml ledového 70% ethanolu a ttikrat se lehce promicha. Pak se
centrifuguje 2 minuty pii 4 °C pii 13000 otackach za minutu. Odstrani se
supernatant.

Pro docileni maximalni Cistoty extrahované DNA se opakuje krok ¢. 18
jeste jednou.

Po promyvani se zkumavka s usazenou DNA vysusuje. Muze se pouzit
termoblok zahtéaty na 37 °C.

Po vysuseni se ptida 50 pl 1x TE pufru a DNA se 40 minut uvoliuje
pii teploté 37 °C. Izolovana DNA se smisi s TE pufrem, ktery udrzuje
stabilitu roztoku a DNA lze takto po urcitou dobu skladovat.

3.1.4 Extrakce DNA pomoci izola¢niho robota MagCore
Pro tuto extrakci DNA se vyuzil izola¢ni robot MagCore (RBC Bioscience, Taiwan).
V robotovi byly pouzity zkumavky a chemikalie obsazené v kitu Plant kit 301, ktery je

urcen pro robota MagCore. Metoda vyuzita v ptipad¢ této extrakce DNA byla izolace
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pomoci magnetickych kuli¢ek. Princip této izolace DNA byl popsan v kapitole 1.4.3

Magneticka izolace.

3.2 Optimalizace PCR zkus$ebnich vzorki
Cilem optimalizace polymerazové fetézcové reakce (PCR) bylo detekovat CMS
a lokus Ms. Nejprve se provedla zkusebni PCR za pouziti nékolika riznych markert.
Produkty téchto PCR se vyhodnotily a nasledné se rozhodlo, které markery se pouziji
pro PCR analyzu hlavnich vzorka.

Pouzitymi molekularnimi markery byly markery AcSKP1 (Huo a kol., 2015)
a AcPMS1 (Kim a kol., 2015) pro detekci lokusu Ms a markery cob (Sato, 1998),
orfA501 (Engelke a kol., 2003) a orf725 (Kim s kol., 2009) pro detekci CMS.
Rostlinny material, ktery se pouzil pro PCR zkusebnich vzorkd byly vzorky listu,
které se pouzily pro optimalizaci izolace DNA metodou CTAB-PVP v piedeslé
podkapitole (viz. Tabulka 3.2).

3.2.1 Detekce lokusu Ms u zkusebnich vzorki

U extrahované DNA ze zkuSebnich vzorki byla provedena polymerazova fetézcova
reakce (PCR). Cilem bylo optimalizovat metodu PCR, tak aby bylo mozné detekovat
lokus Ms. Pro tuto PCR analyzu byly pouzity markery AcCSKP1 (Huo a kol., 2015) a
AcPMS1 (Kim a kol., 2015).

Primery pouzité pro marker AcSKP1 byly FU 898, FD 898, SU 628 a SD 628
(Huo a kol., 2015). Primery, které se pouzily pro marker AcPMS1 byly Forward
aReverse (Kim a kol.,, 2015). Sekvence jednotlivych primerti jsou obsazeny
v Tabulce 3.4.

Reak¢ni smés pouzita v PCR analyze pro marker AcSKP1 (Huo a kol., 2015)
obsahovala nésledujici komponenty (pfepocteno na 1 vzorek):

1. 10 pl MasterMix (TopBio)
2. 0,4 pl primer FU 898
3. 0,4 pl primer FD 898
4. 0,4 pl primer SU 628
5. 0,4 pul primer SD 628
6. 7,4 ul H0
7. 1 ul DNA
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Celkové mnozstvi reakéni smési pro 1 vzorek bylo 20 pl.
Reakéni smés pouzita v PCR analyze pro marker AcPMS1 (Kim a kol., 2015)
obsahovala nésledujici komponenty (piepocteno na 1 vzorek):
1. 10 pl MasterMix (TopBio)
2. 0,4 pl primer reverse
3. 0,4 pl primer forward
4. 8,2 ulH0O
5. 1 ul DNA
Celkové mnozstvi reakéni smési pro 1 vzorek bylo 20 ul.
PCR pro marker AcSKP1 (Huo a kol., 2015) provedena v termocycleru Biometra
TProfessional Gradient (Analytik Jena, Némecko) méla nasledujici teplotni profil:
1. 94°C 4 minuty
2. 94°C  30sekund
3. 58°C  45sekund 35 cykla
4. 72°C 1 minuta
5 72°C  5minut
6. 4°C oo minut
PCR pro marker AcPMSL1 (Kimakol., 2015) provedena v termocycleru Biometra
TProfessional Gradient (Analytik Jena, Némecko) méla nasledujici teplotni profil:
1. 95°C 4 min

2. 95°C 30s

3. 65°C 30s :!>~ 10 cykla (-0,8 °C)
4. 72°C  1min

5 95°C 30s

6. 57°C 30s 35 cyklu

7. 72°C 1 min

8. 72°C 10 min

9. 4°C oo minut
Po provedeni polymerazové fetézcové reakce se provedla gelova elektroforéza pro
vizualizaci vysledkd. Jeji postup byl stejny jako v podkapitole 3.4 Gelova
elektroforéza. Pak se vyhodnotily oba markery mezi sebou. Nésledné se rozhodlo,

ktery z markerd je vhodné&jsi pro pouziti pro PCR hlavnich vzorka.
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3.2.2 Detekce CMS u zkusSebnich vzorki

Pro detekci CMS u zkusebnich vzorktu byla pouzita PCR metoda, kterd umoznila
identifikaci sterilnich a fertilnich jedincti v linii. Pro tuto identifikaci se vyuzily
markery cob (Sato, 1998), orfA501 (Engelke a kol., 2003) a orf725 (Kim a kol., 2009).
Markery cob a orfA501 se vyhodnocuji spoleéné. Marker orf725 se vyhodnocuje
samostatng.

U markeru cob byly pouzity tii primery a to cob S, cob N a cob common (Sato,
1998). U markeru orfA501 byly pouzity dva primery a to orfA501.1 a orfA501.2
(Engelke a kol., 2003). U markeru orf725 byly pouzity primery MK-F, MK-R1
a MK-R2 (Kim a kol., 2009).

Primery pro marker cob by mély amplifikovat fragmenty o délce 180 a 414 bp.
Primery pro marker orfA501 by mély amplifikovat fragmenty o délce 473 bp. Primery
pouzité pro marker orf725 by mély amplifikovat fragmenty o délce 628 bp a 833 bp.
Vsechny pouzité primery jsou obsazeny v tabulce 3.4.

Reakéni smés pouzita v PCR analyze pro marker cob obsahovala nasledujici
komponenty (pfepocteno na 1 vzorek):

1. 12,5 ul MasterMix (TopBio)
2. 0,5 pl primer cob N

3. 0,5 ul primer cob S

4. 0,5 pl primer cob common
5. 10 ul H20

6. 1ul DNA

Celkové mnozstvi reakéni smési pro 1 vzorek bylo 25 pl.

Reakéni smés pouzita v PCR analyze pro marker orfA501 obsahovala nasledujici
komponenty (pfepocteno na 1 vzorek):

1. 12,5 ul MasterMix (TopBio)
2. 0,5 ul orfA501.1
3. 0,5 ul orfA501.2
4. 10,5 ul H20
5. 1 ul DNA
Celkové mnozstvi reakéni smési pro 1 vzorek bylo 25 pl.
Reakéni smés pouzita v PCR analyze pro marker orf725 obsahovala nasledujici

komponenty (pfepocteno na 1 vzorek):
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12,5 ul MasterMix (TopBio)
0,5 ul primer MK-F

0,5 ul primer MK-R1

0,5 ul primer MK-R2

10 pl H20

6. 1ul DNA

o > 0 DD oE

Celkové mnozstvi reakéni smési pro 1 vzorek bylo 25 pl.
PCR analyza pro marker cob provedena v termocycleru Biometra TProfessional
Gradient (Analytik Jena, Némecko) méla nasledujici teplotni profil:
1. 94°C 2 minuty
2. 94°C 30 sekund
3. 52°C 1 minuta 36 cykla
4. 72°C 2 minuty
5. 72°C 5 minut
6. 4°C oo minut
PCR analyza pro marker orfA501 provedena v termocycleru Biometra
TProfessional Gradient (Analytik Jena, Némecko) méla nasledujici teplotni profil:
1. 94°C 2 minuty
2. 94°C  30sekund
3. 54°C  1minuta 35 cykla
4. 72°C 2 minuty
5. 72°C 5 minut
6. 4°C oo minut
PCR analyza pro marker orf725 provedena v termocycleru Biometra
TProfessional Gradient (Analytik Jena, Némecko) méla nasledujici teplotni profil:
1. 94°C  5min

2. 94°C  30s

3. 60°C 1 min 40 cykla
4. 72°C 1,5 min

5. 72°C 5 min

6. 4°C oo minut
Po provedeni polymerazové fetézcové reakce se provedla gelova elektroforéza pro

vizualizaci vysledkt. Jeji postup byl stejny jako v podkapitole 3.4 Gelova
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elektroforéza. Pak se vyhodnotily vSechny markery mezi sebou. Nasledné se rozhodlo,

které markery jsou vhodnéjsi pro naSe pouziti pro hlavni vzorky.
3.3 PCR hlavnich vzorki

3.3.1 Rostlinny material hlavnich vzorki
V polymerazové fetézcové reakci pro detekei cytoplazmatické samci sterility (CMS)
a lokusu Ms se pouzily nové vypéstované rostliny ze Sesti linii cibule kuchyniské.
Z kazdé ze Sesti linii se vyselo pét semen do substratu s perlitem. Tato semena
pochazeji od firmy MORAVOSEED CZ a.s.. Linie semen, které se pouzily pro
optimalizaci PCR byly nasledujici:

1. Linie A I sterilni (oznaceni C1)

2. Line B II fertilni (oznaceni C2)

3. Linie A II fertilni (oznaceni C3)

4. Linie B I sterilni (oznaceni C4)

5. Linie B II fertilni (oznaceni C5)

6. Linie A II fertilni (oznaceni C6)

Linie oznacend C5 byla stejna jako linie oznaena C2, pouze s tim rozdilem,
ze semena linie C5 byla sklizena v roce 2020 a semena linie C2 byla sklizena v roce
2021. Linie oznacena C6 byla stejna jako linie oznacena C3, ale opét s rozdilem roku
sbéru semen. Semena linie C6 byla sklizena v roce 2019 a semena linie C3 byla
sklizena v roce 2021. Rostliny vSech téchto linii byly péstovany ve smési substratu
a perlitu (viz. Obrazek 3.2).
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Obrazek 3.2: Péstovani rostlin cibule kuchyrniské

Po dobu 16 tydnd od vytvofeni listd byly z nahodnych rostlin kazdé linie odebirany
do mikrozkumavek cca 1cm ¢asti lista (tj. 16 vzorkd ke kazdé z linii C1 az C6, tedy
celkem 96 vzorkt). Listy jako vzorky byly vybrany z diivodu snadného a postupného
odbéru a také z divodu snazs$i homogenizace béhem extrakce DNA. Kazdy jednotlivy
tyden byl oznacen pismenem podle abecedy (viz. Tabulka 3.3). Tyto vzorky byly
uchovavany v mrazaku pii teploté -20 °C. Nasledné byla u téchto vzorkd provedena
izolace DNA pomoci metody CTAB-PVP, z diivodu nejlepsich vysledki této metody.
Postup extrakce byl stejny jako u piedeslé izolace pomoci detergentu CTAB-PVP.

Tabulka 3.3: Seznam vzorkii pro optimalizaci PCR

Tyden Vzorek
1. ClA C2A C3A C4A C5A C6A
2. CiB C2B C3B C4B C5B CéB
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3. C1C caC C3C C4AC Cs5C CeC
4. CiD C2D C3D C4D CsD CeD
5. ClE C2E C3E CAE CSE C6E
6. ClF C2F C3F C4F C5F CoF
7. Ci1G C2G C3G C4G C5G C6G
8. ClH C2H C3H C4H C5H C6H
9. C1l C21 C3l C4l Csl Col
10. C1] C2] C3J C4J CsJ C6J
11. CiK C2K C3K C4K Cs5K CoK
12. CiL C2L C3L CAL CsL C6L
13. CiM C2M C3M C4AM C5M C6M
14. CIN C2N C3N C4AN C5N C6N
15. C10 C20 C30 C40 C50 C60
16. C1P C2P C3P C4pP C5P C6P

3.3.2 Detekce lokusu Ms u hlavnich vzorki
U extrahovanych vzorkd DNA byla provedena polymerazova fetézcova reakce (PCR).
Cilem bylo optimalizovat metodu PCR, tak aby bylo mozné detekovat lokus Ms.
K tomu byl vyuzit kodominantni marker ACSKP1 (Huo a kol., 2015). Pro tento marker
byly pouzity primery FU 898, FD 898, SU 628 a SD 628 (Huo a kol., 2015). Sekvence
jednotlivych primert jsou obsazeny v tabulce 3.4.

Reakéni smés pouzita v PCR pro marker ACSKP1 byla stejna jako u zkusebnich
vzorki v ptedeslé podkapitole.

Celkové mnozstvi reak¢ni smési pro jeden vzorek bylo 20 pl. Vzorkt bylo celkove
96, ovsem PCR se provadéla postupné se 16 vzorky a s jednou negativni kontrolou
bez obsahu DNA.
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Teplotni profil PCR pro marker AcSKP1 provedeny v termocycleru Biometra
TProfessional Gradient (Analytik Jena, Némecko) byl stejny jako v piedchozi
podkapitole.

Po provedeni polymerazové fetézcové reakce se provedla gelova elektroforéza

pro vizualizaci vysledkda.

3.3.3 Detekce CMS u hlavnich vzorki

Pro detekci CMS byla pouzita PCR metoda, kterd umoznila identifikaci sterilnich
a fertilnich jedinct v linii. Pro tuto identifikaci se vyuzily markery cob a orfA501
(Sato, 1998; Engelke a kol., 2003). U markeru cob byly pouzity tii primery a to cob S,
cob N a cob common (Sato, 1998). U markeru orfA501 byly pouzity dva primery a to
orfA501.1 a orfA501.2 (Engelke a kol., 2003). Primery pro marker cob amplifikuji
fragmenty o délce 180 a 414 bp. Primery pro marker orfAS01 amplifikuji fragmenty
0 délce 473 bp. Pouzité primery jsou obsazeny v tabulce 3.4.

Diky témto primeriim lze identifikovat 1 typ cytoplazmatické samci sterility
(CMS-S a CMS-T).

Reakéni smés pouzita v PCR analyze pro marker cob byla stejna jako v ptedchozi
podkapitole se zkusebnimi vzorky.

Reakéni smés pouzita v PCR analyze pro marker orfA501 byla také stejna jako
v predchozi podkapitole se zkusebnimi vzorky.

Celkové mnozstvi reakéni smési pro jeden vzorek bylo 25 pl. Obé PCR analyzy
byly provedeny u vSech vzorka podle jednotlivych tydnt (A az P). Celkové byla
provedena PCR u 96 vzorkt pro marker cob a u 96 vzorkt pro marker orfA501, ovsem
PCR se také provadéla postupné se 16 vzorky a s jednou negativni kontrolou bez
obsahu DNA.

Teplotni profil PCR pro marker cob provedeny v termocycleru Biometra
TProfessional Gradient (Analytik Jena, Némecko) mél stejny postup jako v piedchozi
podkapitole se zkusebnimi vzorky.

Teplotni profil PCR pro marker orfA501 provedeny v termocycleru Biometra
TProfessional Gradient (Analytik Jena, Némecko) mél také stejny postup
jako v ptedchozi podkapitole se zkuSebnimi vzorky.

Po provedeni polymerazové fetézcové reakce se provedla gelova elektroforéza

pro vizualizaci vysledkd.
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Tabulka 3.4: Pouzité primery pro PCR

Primery pro detekci lokusu Ms — markery AcSKP1 (Huo a kol., 2015) a
AcPMS1 (Kim a kol., 2015)

Oznaceni primeru Sekvence
FU 898 5-GCAATACACAGCTTCTAGCTGAATT-3'
FD 898 5-AACACACACACAGAGTGAGAAATTTTATAT-3
SU 628 5-TCTGTGTGTGTGTGTAATTTCTCTG-3'
SD 628 5'-CGGAAGATTAATATTTTGCGTATACAT-3'
Forward 5-GGTCACCAGGTGGAGAGAGAA-3'
Reverse 5-TCATTGAGCTGCATCCAAAA-3'

Primery pro detekci CMS — markery cob (Sato, 1998), orfA501 (Engelke a
kol., 2003) a orf725 (Kim a kol., 2009)

Oznaceni primeru Sekvence
cob S 5-GTCCAGTTCCTATAGAACCTATCACT-3'
cob N 5-TCTAGATGTCGCATCAGTGGAATCC-3'
cob common S-CTTTTCTATGGTGACAACTCCTCTT-3'
orfA501.1 5-ATGGCTCGCCTTGAAAGAGAGC-3'
orfA501.2 5'-CCAAGCATTTGGCGCTGAC-3'
MK-F 5-CATAGGCGGGCTCACAGGAATA-3'
MK-R1 5-AATCCTAGTGTCCGGGGTTTCT-3'
MK-R2 5'-CAGCGAACTTTCATTCTTTCGC-3'

3.4 Gelova elektroforéza
Cilem gelové elektroforézy byla vizualizace vysledkii amplifikace produkth
provedené polymerazové fetézcové reakce pomoci UV zafeni na agarézovém gelu.
Princip elektroforézy byl vysvétlen v kapitole 1.6 Elektroforéza nukleovych kyselin.
Nejprve byla pfipravena nalévaci vana s hiebinky spravné velikosti, tak aby se
v gelu vytvoftil dostate¢ny pocet jamek. Nasledné se piipravil 1,5% gel (1,5 g agarozy
do 100 ml pufru) pro elektroforézu pro detekci lokusu Ms. Pro elektroforézu
pro detekci CMS byl ptipraven 2% gel (4 g agardzy do 200 ml pufru). Gel se pfipravil
pomoci praskové agardzy a TBE pufru (Tris-boratovy pufr). Agardza se presypala
z vazenky do Erlenmayerovy bariky. Do banky se pak pfilil TBE pufru. Smés se
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zamichala, dala se do mikrovinné trouby a zahtivala dokud se agar6za v pufru
nerozpustila.

Po rozpusténi agardzy se tekuty gel zchladil pod tekouci vodou na cca 60 °C
a nasledn¢ se do gelu piidalo 5 ul ethidium bromid pro detekci lokusu Ms a 10 pul
do gelu pro detekci CMS. Smés se fadné€ zamichala a nalila se do pfipravené nalévaci
vany s hiebinky, které v gelu vytvorily malé jamky. Odstranily se viditelné bubliny
a gel se nechal ztuhnout.

Po ztuhnuti gelu se opatrné vytahly hiebinky, tak aby se gel neposkodil. Nalévaci
vana s gelem se ponoftila do elektroforetické vany, ve které byl TBE pufr. Gel musi
byt uplné ponoien.

Poté se do jamek gelu napipetovalo 16 produkti PCR jedné linie, negativni
kontrola a dva velikostni markery (100 bp) na jeden fadek (na konec a na zaCatek
fadku). Mnozstvi tekutiny napipetované do jedné jamky bylo 10 pl.

Po napipetovani se elektroforetickd vana uzavtela a kabely se ptipojily ke zdroji
elektrického napéti. Napéti na zdroji se nastavilo na 100 V v ptipadé elektroforézy
pro detekci lokusu Ms a 110 Vv piipadé elektroforézy pro detekci CMS.
Elektroforéza se spustila na dobu 45 minut.

Po uplynuti 45 minut se elektroforéza zastavila, gel se vyjmul z elektroforetické
vany a pomoci UV zéfeni se zobrazily vysledky.

Tento postup se opakoval u vSech produktti PCR podle jednotlivych linii.
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4 Vysledky

4.1 Vysledky optimalizace metod extrakce DNA

Z vysledkt izolace DNA je patrné, ze nejlepSich vysledki dosdhla izolace DNA
pomoci CTAB-PVP. Cistota je podle méfeni na spektrofotometru pro nano objemy
vyrazn¢ lepsi nez u ostatnich metod extrakce DNA. Hodnoty koncentrace DNA jsou
ve vzorcich izolovanych pomoci CTAB-PVP taktéz lepSi nez u ostatnich metod
extrakce (viz. tabulky 4.1 a 4.2).

Nukleové kyseliny maji absorban¢ni maximum 260 nm. Pomér 260 nm a 280 nm
nam urcuje miru Cistoty extrahované DNA. Tato hodnota by se méla pohybovat okolo
hodnoty 1,8 — 2,2. Absorbance 230 nm je absorbance jiné kontaminace (napft. lipidy,
proteiny, sacharidy...). Pomér 260 nm a 230 nm by se mél pohybovat okolo hodnoty
2,0 — 2,2 (Datta a kol., 2011).

DalSim dilezitym vysledkem je, Ze kvalita extrahované DNA pomoci CTAB-PVP
U postupné odebiranych vzorkl listi rostlin, se mezi sebou nelisi. Nejmladsi listy
(1,5 tydne) maji podobné vysledky, jako listy nejstarsi (5 tydnt). U vzorkd, které se
izolovaly pro provedeni PCR byla vyextrahovana DNA stejné kvalitni. I nejstarsi
vzorky (16 tydnll) poskytly dostate¢né kvalitni DNA. To znamen4, Ze stafi odebran¢ho
listu nehraje roli v kvalité izolatu DNA.

Izolace DNA pomoci komer¢nich kiti byla z hlediska pracnosti jednoznacné
snazsi neZ izolace DNA pomoci CTAB-PVP. Na druhou stranu je dilezité zminit,
Ze izolacni kity jsou vyrazné drazsi, coz zvySuje néklady na izolaci. Naproti tomu
izolace pomoci CTAB-PVP je levnéjsi a tudiZ cena na jeden vzorek je niZsi.

Vyhodou izola¢nich kitl je to, Ze existuje velké mnozstvi typu kitd, které si lze
vybrat pro dany typ a charakter vzorku, u kterého i1zolujeme DNA. Soucasti kitu byl
I protokol, ktery obsahoval ptesny postup izolace.

U izolace CTAB-PVP je nutné si pfipravit vlastni protokol a postup izolace a
podle potieby ho i upravovat. V nasem piipad€ jsme uz napoprvé ziskali kvalitni
vysledky a nebylo nutné nas postup dale menit a upravovat.

Izolace DNA pomoci izolacniho robota byl nejsnazsi zpiisob extrakce DNA,
ale pofizovaci cena robota je vyrazné vyssi nez pomtcky pro izolaci pomoci
CTAB-PVP nebo komer¢nich kitli. Navic je potfeba vlastnit i kity, které robot pouzije

pro vlastni izolaci, coZ jesté vice zvySuje naklady.
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Tabulka 4.1: Vysledky izolace DNA pomoci MagCore a CTAB-PVP

MagCore CTAB-PVP
Vzorek | ¢ (ng/ul) b b c (ng/ul) P ob
260/280 | 260/230 260/280 | 260/230
1 - 7,37 0,93 1,11 8,91 2,59 -4,42
2 -5,35 0,73 1,12 38,90 2,17 2,61
3 -3,52 0,54 0,68 127,13 2,17 1,94
4 -5,84 0,86 0,86 28,14 2,64 1,47
5 -5,51 0,83 0,80 19,44 2,39 1,96
6 1,65 -0,53 -0,56 114,33 2,11 2,25
7 16,15 3,54 4,96 252,14 2,16 2,29
8 21,77 2,52 11,71
9 8,37 -25,74 15,30 393,41 2,17 2,42
10 149,09 2,18 2,38
11 32,15 2,42 3,30 767,79 2,17 2,39
12 3,21 -0,84 -2,50 369,66 2,13 2,37
Tabulka 4.2: Vysledky izolace DNA pomoci Kiti
DNeasy Plant Pro DNeasy Plant Kit
Vzorek | ¢ (ng/ul) b oD c (ng/ul) P P
260/280 | 260/230 260/280 | 260/230

1 2,39 2,00 0,42 4,41 1,50 0,70
2 14,96 1,77 1,09
3 18,06 1,82 1,44 14,35 1,72 0,97

39




4 16,73 2,19 1,13 3,96 1,88 0,22
5 18,32 2,56 0,93 5,41 1,77 0,54
6 29,40 2,02 1,17 4,83 1,80 0,70
7 72,19 1,87 1,99 26,87 1,76 1,07
8 52,77 1,86 1,48

9 6,37 0,77 -0,5 69,44 1,87 2,06
10 25,70 1,97 1,23 35,35 1,98 1,33
11 36,83 2,93 0,81 85,16 1,91 1,90
12 9,11 1,86 1,14 41,84 1,85 1,64

4.2 Vysledky optimalizace PCR u zkuSebnich vzorki

4.2.1 Vysledky detekce lokusu Ms u zkuSebnich vzorki

Po provedené elektroforéze se agardzové gely podsvitily UV svétlem. Nésledné byly
vyfotografovany a vyhodnoceny. Pro detekci lokusu Ms byly vyuzity markery
AcSKP1 (Huo a kol., 2015) a AcPMS1 (Kim a kol., 2015). Velikostni markery
(100 bp) jsou na gelech oznac¢eny pismenem L.

Na obrazku 4.1 muzeme vidét produkty PCR pro detekci lokusu Ms. Jsou to
fragmenty, které byly amplifikovany pomoci markeru AcPMS1 (Kim a kol., 2015).
Pouzité zkuSebni vzorky pochézeji z listl rostlin, které byly vyuzity pro optimalizaci
izolace DNA pomoci metody CTAB-PVP.

Amplifikované fragmenty jsou o délce 242 bp v piipadé vyskytu dominantniho
homozygota (MsMs) (vzorky 5 a 7), 276 bp v piipadé recesivniho homozygota (msms)
(vzorky 1, 3, 6 a 8) a 242 a 276 bp v pripadé heterozygota (Msms) (vzorky 2 a 4).
U vsech téchto vzorki se podatilo detekovat lokus Ms. Cisla vzorki nejsou stejna jako

v Tabulce 3.2.
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Obrazek 4.1: Detekce lokusu Ms markerem AcPMS1

Na obrazku 4.2 mtizeme vidét produkty PCR pro detekci lokusu Ms. Jsou to fragmenty,
které byly amplifikovany pomoci markeru AcSKP1 (Huo a kol., 2015). Pouzité
zkuSebni vzorky pochézeji z listi rostlin, které byly vyuZity pro optimalizaci izolace
DNA metodou CTAB-PVP.

Amplifikované fragmenty jsou o délce 898 bp v ptipadé vyskytu dominantniho
homozygota (MsMs) (vzorky 5 a 7), 628 bp v ptipadé recesivniho homozygota (msms)
(vzorky 1, 3, 6 a 8) a 898 a 628 bp v pripadé heterozygota (Msms) (vzorky 2 a 4).
U viech téchto vzorki se podatilo detekovat lokus Ms. Cisla vzorki nejsou stejna jako
v Tabulce 3.2.
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Obrazek 4.2: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1

Na zakladé tohoto testovani jsme se rozhodli, Ze pro detekci lokusu Ms v PCR analyze
nasich hlavnich vzorkll pouzijeme marker AcSKP1, jelikoz vysledky elektroforézy
jsou diky tomuto markeru ptehlednéjsi a snaze se vyhodnocuji. U markeru AcPMS1
jsou fragmenty velice podobné velikosti a na zobrazenych gelech splyvaji. To ztézuje

jejich vyhodnocovéani.

4.2.2 Vysledky detekce CMS u zkuSebnich vzorki

Po provedeni PCR a elektroforézy byly agarézové gely podsviceny UV svétlem
a vyfotografovany a vyhodnoceny. Velikostni markery (100 bp) jsou oznaceny
pismenem L.

Vzorky na zobrazenych gelech byly amplifikovany pomoci markert cob, orfA501
aorf725. Marker orfA501 (Engelke a kol., 2003) amplifikuje fragmenty o délce 473 bp
v piipad€, Zze dand rostlina ma CMS. Pokud je rostlina fertilni, tak se fragmenty
neamplifikuji.

Marker cob (Sato, 1998) amplifikuje v systému CMS-S fragmenty o délce
180 a 414 bp. Naproti tomu rostliny se syst¢émem CMS-T amplifikuji fragmenty pouze
0 délce 180 bp a fragmenty s délkou 414 bp nejsou amplifikovany. Fertilni rostliny
také amplifikuji pouze fragmenty o délce 180 bp.

Pomoci téchto dvou markerti jsme schopni rozlisit rostliny, které jsou sterilni
a které jsou fertilni. Nasledné je mozné u sterilnich rostlin rozlisit, zda se jedna

0 cytoplazmatickou samci sterilitu typu “S“ nebo o typ “T*.
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Marker orf725 (Kim a kol., 2009) amplifikuje fragmenty o délce 833 bp v piipadé,
ze rostlina je fertilni, 628 bp v pfipadé, Ze rostlina mé samci sterilitu typu “S*
a 628 a 833 bp v ptipad¢, ze rostlina ma cytoplazmatickou sam¢i sterilitu typu “T.

Pouzité zkuSebni vzorky pochéazeji z listi rostlin, které byly vyuzity
pro optimalizaci izolace DNA metodou CTAB-PVP. Cisla vzorkil nejsou stejna
jako v Tabulce 3.2.

Na obrazku 4.3 muzeme vidét fragmenty DNA, které byly amplifikovany
markerem cob. Vzorky 1, 2, 3 a 4 amplifikovaly pouze fragmenty o velikosti 180 bp.
Vzorky 5, 6, 7 a 8 amplifikovaly fragmenty o délce 180 bp i fragmenty o délce 414 bp.

—

1 2 3 4 5 6 7 8

o

Obrazek 4.3: Detekce CMS — marker cob

Na obrazku 4.4 mizeme vidét fragmenty DNA, které byly amplifikovany markerem
orfA501. Vzorky 1, 4, 6, 7 a 8 amplifikovaly fragmenty o délce 473 bp. Vzorky 3 a 5
neamplifikovaly zadné fragmenty. Vzorek 2 byl pravdépodobné béhem pipetovani

pfi piipravé elektroforézy zanesen velikostnim markerem.
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Obrazek 4.4: Detekce CMS — marker orfA501

Na obrazku 4.5 miZzeme vidét fragmenty DNA, které byly amplifikovany pomoci
markeru orf725. Tento marker lze pouzivat a vyhodnocovat samostatné (markery cob
a orfA501 spolecné). U nasich vzorkt byly amplifikovany fragmenty, které Ize jen
tézko vyhodnotit. Jejich velikost se pohybuje okolo 700 bp. Jelikoz nelze vyhodnotit
vysledky PCR, kterd byla provedena pomoci markeru orf725, tak tento marker

nevyhovuje nasim ucelim.

Loty 2 3 4 5 6 &8

s
s

e ——

_ e e W

Obrazek 4.5: Detekce CMS — marker orf725

Porovnanim vysledkil jsem se snazili rozhodnout, které markery jsou pro naSe ucely
detekce CMS vhodnéjsi. Rozhodli jsme se pro detekci CMS u hlavnich vzorki pouZit

marker cob a orfA501 namisto markeru orf725. Marker orf725 jsme nepouzili, jelikoz
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amplifikované fragmenty nemély potfebnou délku a také se mezi jednotlivymi
fragmenty vzorkl nenachazely rozdily (bez homozogott recesivnich a dominantnich

a heterozygotu).

4.3 Vysledky PCR hlavnich vzorki

4.3.1 Vysledky detekce lokusu Ms u hlavnich vzorki
Po provedeni PCR a elektroforézy byly agar6zové gely podsviceny UV svétlem
a vyfotografovany a vyhodnoceny. Negativni kontroly u vSech vyfotografovanych
gelld nejsou vidét, Cili jsou opravdu negativni. Velikostni markery jsou oznaceny
pismenem L. VSechny vzorky na zobrazenych gelech byly amplifikovany markerem
AcSKP1. Amplifikované vzorky rozdélujeme podle zygotnosti na:

1. dominantni homozygot MsMs 898 bp

2. recesivni homozygot msms 628 bp

3. heterozygot Msms 898 bp + 628 bp

Na obrézcich 4.6 a 4.7, které obsahuji snimky gelu ¢. 1 mizeme vidét jednotlivé
fragmenty DNA vzorki linie C1 podle jednotlivych tydnt (A az P). Je patrné,
ze rostliny linie C1 jsou recesivni homozygoti, kteti jsou pfislusniky jedné linie.
Velikost zaznamenanych fragmenti je 628 bp. Fragmenty byly zaznamenany
I U vzorkd nejstarsich lista, ili lokus Ms byl Gspésné detekovan u vSech vzorki a to

i jak u mladych rostlin, tak i u nejstarsich. Diky tomu nebylo nutné meénit teplotni profil

PCR oproti publikacim.

T

Ccic Cib CIEE. CIESS C1G * C1H.  NK L

Obrazek 4.6: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 —vzorky C1A - C1H
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Obrazek 4.7: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 —vzorky C11 - C1P

Na obrazcich 4.8 a 4.9, které obsahuji snimky gelu ¢. 2 mizeme vidét jednotlivé
fragmenty DNA vzorki linie C2 podle jednotlivych tydnii (A az P). Na gelu je patrné,
ze ruzné vzorky jsou heterozygoti nebo homozygoti recesivni nebo homozygoti
dominantni. To mize byt zpisobeno nahodnym sbérem vzorkd, kdy byly odebirany
listy cibule nahodné zriznych péti vypéstovanych rostlin stejné linie. Rozdily
V zygotnosti by naznacovaly, Ze linie C2 ma rtiznou genetickou vybavu, tudiZ neni
linii.

Lokus Ms byl detekovan u vSech vzorkt. Fragmenty byly zaznamenany i u vzorkt
nejstarsich listd, Cili 1ze detekovat lokus Ms jak u mladych rostlin, tak i u nejstarsich.
Velikost zaznamenanych fragmentd je 628 bp u recesivnich homozygott, 898 bp

u dominantnich homozygotti a 628 a 898 bp u heterozygott. Teplotni profil ani pribéh

PCR nebylo nutné ménit oproti publikacim.

Obrazek 4.8: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 —vzorky C2A — C2H
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L. "2 C2 CHG'CL G2 COIN €20 C2P - L

Obriazek 4.9: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 —vzorky C21 — C2P

Na obrazcich 4.10 a 4.11, které obsahuji snimky gelu ¢. 3 mizeme vidét jednotlivé
fragmenty DNA vzorku linie C3 podle jednotlivych tydnd (A az P). | u linie C3 byl
detekovan lokus Ms u v§ech vzorku a byl zachycen i u nejstarSich rostlin. Na gelu jsou
fragmenty DNA o velikosti 628 bp. Tato velikost je u vSech fragmenti stejna a tudiz
se jedna o linii recesivnich homozygott. VSechny vzorky jsou pfislusniky jedné linie.

Teplotni gradient ani prib&h PCR nebylo nutné ménit oproti publikacim.

L GCGA CGB CC GD CE GCF C3G CH NK L

e ) Q) W —  — —

Obrazek 4.10: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 —vzorky C3A — C3H
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L CI C C3K C3L. CGGM CN CO C3P. L

————

—
— — — G G G e G

Obrazek 4.11: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 —vzorky C31 — C3P

Na obrazcich 4.12 a 4.13, které obsahuji snimky gelu ¢. 4 miZeme vidét jednotlivé
fragmenty DNA vzorkt linie C4 podle jednotlivych tydnii (A az P). I zde se podafilo
detekovat lokus Ms u v$ech zkoumanych vzorkd a to i u nejstarsich rostlin.

Na snimcich jsou vidét rizné fragmenty riiznych velikosti (jak heterozygoti
tak i homozygoti recesivni a dominantni). Tyto fragmenty naznacuji rtiznorodost
genové vybavy jednotlivych rostlin v linii, coz opét dokazuje, ze se nejedna o linii.

Teplotni profil ani prubéh PCR nebylo nutné ménit oproti publikacim.

L C4A C4B C4C C4AD C4E CAF C4G C4H NK L

Obrazek 4.12: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 —vzorky C4A — C4H
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L C4l C4) C4K C4L CAM C4N C40 cCcar L
—— ot Ral Eo —— i
e e— G SS— — —— —

Obrazek 4.13: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 —vzorky C4l — C4P

Na obrazcich 4.14 a 4.15, které obsahuji snimky gelu ¢. 5 miZzeme vidét jednotlivé
fragmenty DNA vzorku linie C5 podle jednotlivych tydnt (A az P). Detekce lokusu
Ms byla i zde uspésna. Gen se podafilo detekovat u vSech vzorkt a to i u nejstarSich
rostlin.

Jelikoz jsou rostliny linie C5 stejnou linii jako rostliny linie C2, tak 1 zde jsou
nasnimcich vidét rizné fragmenty riznych velikosti (jak heterozygoti
tak i homozygoti recesivni a dominantni). Teplotni profil ani prabéh PCR nebylo

nutné ménit oproti publikacim.

L COACHB . COC CHDCOE COF €56 /CSH NK-~ °L

Obrazek 4.14: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 - vzorky C5A — C5H
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L. G5l C5) C5K G50 M CSN C50 G5P L

it

—— G -I
—

-

-—— G G Se—

[F

Obriazek 4.15: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 —vzorky C51 — C5P

Na obrazcich 4.16 a 4.17, které obsahuji snimky gelu ¢. 6 mizeme vidét jednotlivé
fragmenty DNA vzorku linie C6 podle jednotlivych tydnid (A az P). | u linie C6 byl
detekovan lokus Ms a to i u nejstarsich rostlin.

Jelikoz jsou rostliny linie C6 stejnou linii jako rostliny linie C3, tak i zde jsou
na snimcich jsou vidét fragmenty stejné velikosti. Jedna se o fragmenty o velikosti
628 bp. To znamena, Ze tato linie je skute¢né linii. Teplotni profil ani prabéh PCR

nebylo nutné ménit oproti publikacim.

B

L C6A CeB {CGC CéD C6E C6F C6G C6H NK L

-

-

Obrazek 4.16: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 —vzorky C6A — C6H
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L Cel CeJ CeK CeL Cem CéN C60 CeP L

[/ 1

. S e e e b e e e

Obriazek 4.17: Detekce lokusu Ms markerem AcSKP1 — vzorky C61 — C6P

Ve vSech provedenych elektroforézach se podatilo detekovat lokus Ms u vSech rostlin

(i u nejstarsich). Z toho diivodu nebylo nutné dale optimalizovat postup provedené
PCR.

4.3.2 Vysledky detekce CMS u hlavnich vzorku
Po provedeni PCR a elektroforézy byly agarézové gely podsviceny UV svétlem
a vyfotografovany a vyhodnoceny. Negativni kontroly u vSech vyfotografovanych
geld nejsou vidét, Cili jsou opravdu negativni. Velikostni markery jsou oznaceny
pismenem L.

Hlavni vzorky na zobrazenych gelech byly amplifikovany pomoci marker cob
a orfA501, které jsou na jednotlivych obrazcich rozdéleny a popsany. Marker orfA501
amplifikuje fragmenty o délce 473 bp v pfipadé, ze dana rostlina ma cytoplazmatickou
samc¢i sterilitu. Pokud je rostlina fertilni, tak se fragmenty neamplifikuji. Marker cob
amplifikuje v systému CMS-S fragmenty o délce 180 a 414 bp. Naproti tomu rostliny
se systémem CMS-T amplifikuji fragmenty pouze o délce 180 bp a fragmenty s délkou
414 bp nejsou amplifikovany. Fertilni rostliny také amplifikuji pouze fragmenty
0 délce 180 bp. Pomoci téchto dvou markert jsme schopni rozlisit rostliny, které jsou
sterilni a které jsou fertilni. Nasledné¢ je moZné u sterilnich rostlin rozlisit, zda se jedna
o cytoplazmatickou samci sterilitu typu “S“ nebo o typ “T*.

Na obrazcich 4.18 a 4.19, které obsahuji snimky gelu ¢. 1 mtizeme vidét jednotlivé

fragmenty DNA vzorkd linie C1 podle jednotlivych tydnii (A az P).
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Na obrazku 4.18 jsou vidét fragmenty o délce 180 bp. Tyto fragmenty byly
amplifikovany pomoci markeru cob. Na gelu se nenachazi fragmenty o délce 414 bp
a tudiz nebyly amplifikovany.

Na obrazku 4.19 jsou vidét fragmenty o délce 473 bp, které byly amplifikovany
u vSech vzorkti pomoci markeru orfA501.

Diky tomu jsme zjistili, Ze rostliny linie C1 jsou sterilni a maji CMS typu “T*.

L ClA CiB Ci1C CiD C1E CiF CiG CiH Ci1l C1) CiK CiL CiM CIN C10 CiP NK L

LR W O N S S S S g g S—

Obrazek 4.18: Detekce CMS — linie C1 marker cob

L ClA CiB CiC CiD ClE CiF Ci1G CiH Ci1l C1J CiK CiL CiM C1IN C10 Ci1P NK
—

ot e et () bt b Gt Gt Gt O Gt St ) St G

L
—
—

Obrazek 4.19: Detekce CMS — linie C1 marker orfA501

Na obrazcich 4.20 a 4.21, které obsahuji snimky gelu ¢. 2 miZzeme vidét jednotlivé
fragmenty DNA vzorki linie C2 podle jednotlivych tydnli (A az P).

Na obrazku 4.20 jsou vidét fragmenty o délce 180 bp. Tyto fragmenty byly
amplifikovany pomoci markeru cob. Na gelu se nenachazi fragmenty o délce 414 bp
a tudiz nebyly amplifikovany.

Na obrazku 4.21 je vidét pouze jeden fragment o délce 473 bp, ktery byl
amplifikovany pomoci markeru orfA501. Tento fragment se nachazi u vzorku C2D.
U ostatnich vzorki nebyly amplifikovany zadné fragmenty.

To znamena, Ze vétSina vzorkl z line C2 je fertilnich, ale pouze vzorek C2D je
sterilni (jako u jediného byl amplifikovan fragment o délce 473 bp). Vzorek C2D ma
CMS typu “T*.
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Obrazek 4.20: Detekce CMS — linie C2 marker cob

L C2A (C2B C2C C2D C2E C2F C2G C2H C2I C2J C2K C2L C2M C2N C20 C2P NK L

Obrazek 4.21: Detekce CMS — linie C2 marker orfA501

Na obrazcich 4.22 a 4.23, které obsahuji snimky gelu ¢. 3 mizeme vidét jednotlivé
fragmenty DNA vzorki linie C3 podle jednotlivych tydnt (A az P).

Na obrazku 4.22 jsou vidét fragmenty o délce 180 bp. Tyto fragmenty byly
amplifikovany pomoci markeru cob. Na gelu se nenachazi fragmenty o délce 414 bp
a tudiZ nebyly amplifikovany.

Na obrazku 4.23 je vyrazné vidét pouze jeden fragment u vzorku C3H a dalsi tii
fragmenty u vzorkt C3A, C3C a C3D pouze slabé. Tyto fragmenty jsou délce 473 bp,
které¢ byly amplifikovany pomoci markeru orfA501. U ostatnich vzorkd nebyly
amplifikovany zadné fragmenty.

To znamena, ze vzorky C3A, C3C, C3D a C3H jsou sterilni a maji CMS typu “T*.

Ostatni vzorky jsou fertilni.

L C3A C3B C3C C3D C3E C3F C3G C3H C31 (C3) C3K C3LC3M C3N C30 C3P NK L

.

- B B B B B B — — — — ——

Obrazek 4.22: Detekce CMS — linie C3 marker cob
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Obrazek 4.23: Detekce CMS — linie C3 marker orfA501

Na obrazcich 4.24 a 4.25, které obsahuji snimky gelu €. 4 miizeme vidét jednotlivé
fragmenty DNA vzorki linie C4 podle jednotlivych tydni (A az P).

Na obrazku 4.24 jsou vidét fragmenty o délce 180 bp. Tyto fragmenty byly
amplifikovany pomoci markeru cob. Na gelu se nenachazi fragmenty o délce 414 bp
a tudiz nebyly amplifikovény.

Na obrazku 4.25 jsou vidét fragmenty o délce 473 bp, které byly amplifikovany
u vSech vzorkti pomoci markeru orfA501. To znamena4, ze vSechny vzorky z linie C4

jsou sterilni a maji CMS typu “T*.

L C4A C4B CAC C4D C4E CAF CAG C4H C4l C4) C4K C4AL C4M C4N C40 CaP NK L

-4 —_—
—_—
i LS S
Obrazek 4.24: Detekce CMS — linie C4 marker cob
L C4A C4B CAC CAD CAE CAF CAG C4H C4l C4) C4K CAL C4AM C4N C40 C4P NK L
e a
—

Obrazek 4.25: Detekce CMS — linie C4 marker orfA501

Na obrazcich 4.26 a 4.27, které obsahuji snimky gelu ¢. 5 mizeme vidét jednotlivé

fragmenty DNA vzork linie C5 podle jednotlivych tydnti (A az P).
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Na obrazku 4.26 jsou vidét fragmenty o délce 180 bp. Tyto fragmenty byly
amplifikovany pomoci markeru cob. Na gelu se nenachazi fragmenty o délce 414 bp
a tudiz nebyly amplifikovany.

Na obrazku 4.27 jsou produkty PCR pro marker orfA501. Na gelu nejsou vidét
zadné fragmenty, Cili zadny vzorek nebyl amplifikovan pomoci markeru orfA501. To

znamena, ze veskeré vzorky z linie C5 jsou fertilni.

L C5A C5B C5C C5D CS5E C5F C5G C5H C51 C5) C5K CS5L C5M C5N C50 C5P NK L

— e
C—
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Obrazek 4.26: Detekce CMS — linie C5 marker cob

L C5A C5B C5C C5D C5E C5F C5G C5H C51 C5) C5K C5L C5M CS5N C50 C5P NK L

- —

Obrazek 4.27: Detekce CMS — linie C5 marker orfA501

Na obrézcich 4.28 a 4.29, které obsahuji snimky gelu ¢. 6 mizeme vidét jednotlivé
fragmenty DNA vzork linie C6 podle jednotlivych tydnti (A az P).

Na obrazku 4.28 jsou vidét fragmenty o délce 180 bp. Tyto fragmenty byly
amplifikovany pomoci markeru cob. Na gelu se nenachazi fragmenty o délce 414 bp
a tudiZ nebyly amplifikovany.

Na obrazku 4.29 jsou vidét nékteré fragmenty pouze slab€. Konkrétné se jedna
0 fragmenty u vzorkli C6A, C6D, C6G, C6l a C6L. Tyto fragmenty maji délku 473 bp
a byly amplifikovany pomoci markeru orfA501. Téchto pét vzorka z linie C6 je

sterilnich a maji CMS typu “T*. Ostatni vzorky jsou fertilni.
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Obrazek 4.28: Detekce CMS — linie C6 marker cob

Obrazek 4.29: Detekce CMS — linie C6 marker orfA501

4.4  Shrnuti vysledku

Z vysledki riznych typl izolaci DNA je patrné, ze nejlepsich vysledkd bylo dosazeno
izolaci DNA pomoci metody CTAB-PVP. Cistota je podle méfeni na spektrofotometru
pro nano objemy vyrazn¢ lepsi nez u ostatnich metod extrakce DNA. Kvalita
extrahované DNA nebyla poznamendna stafim rostliny, ze které byl vzorek odebiran.
| z nejmladsich rostlin se podafilo extrahovat dostateéné mnozstvi DNA s dobrou
kvalitou. U starSich listd obsahové latky neovlivnily kvalitu a koncentraci vysledné
DNA.

Detekce lokusu Ms u zkusebnich vzorkl byla uspé$na. Po vyhodnoceni produktt
PCR u naSich zkuSebnich vzorkil jsme se rozhodli, Ze nejvhodnéjsim markerem
pro detekci lokusu Ms v nasich hlavnich vzorcich je marker AcSKP1. Produkty PCR
ziskané pomoci markeru AcPMS1 nedosahovaly potiebnych kvalit, jelikoz
amplifikované fragmenty byly podobné velikosti a hiife by se vysledky elektroforézy
vyhodnocovaly. Ztohoto divodu jsme se rad&ji ptiklonili k markeru AcSKP1,
jehoz produkty PCR jsou citelng&jsi.

Detekce CMS u zkusebnich vzorkt byla tspé$na s markery cob a orfA501.
Produkty PCR, které byly amplifikovany pomoci markeru orf725 nebylo mozné
vyhodnotit, jelikoZ fragmenty byly pfili§ blizko u sebe, neodpovidaly deklarované

délce a mezi jednotlivymi vzorky se nenachazely rozdily. Z tohoto divodu jsme se
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rozhodli, Ze pro detekci CMS u naSich hlavnich vzorkd vyuZzijeme markery cob a
orfA501. Vysledky PCR téchto marker bylo mozné vyhodnotit a zjistit zda je rostlina
sterilni a o jaky typ sterility se jedna.

U nasich hlavnich vzorku bylo diky provedené PCR metod¢, ktera méla za cil
detekovat lokus Ms, dosazeno pozadovanych vysledkd a teplotni profil odpovidal
ptrevzatym publikacim. Detekce lokusu Ms byla Gspésna u vsech vzorki, bez ohledu
na vek rostliny. Detekce se podaftila i u nejstarsich rostlin, coz znamena, Ze star¢ a plné
vzrostlé rostliny neobsahuji inhibicni latky, které by detekci ztézovaly.

Jelikoz bylo zkazdé linie vypéstovano pét rostlin, ze kterych se ndahodnym
zpusobem odebiraly vzorky, tak by vzorky z kazdé linie mély mit stejnou genetickou
vybavu a to bez ohledu na to, o kterou rostlinu se jedni. AvSak u nékterych linii,
u nichz se detekoval lokus Ms, ma gen ovliviwjici sterilitu riznou podobu (MsMs,
Msms, msms) To znamena, Ze ne vSechny zkoumané linie jsou skute¢né liniemi.

U linii s oznacenim C2, C4 a C5 (rostliny linie s oznacenim C5 jsou ze starSich
semen z roku 2020 a jsou stejné jako linie C2), byla prokézana piitomnost lokusu Ms,
ale v podobé¢ riznych zygotnosti genu (MsMs, Msms, msms). To znamena, ze linie C2
a C5 (B II fertilni) a C4 (B I sterilni) nejsou liniemi.

Naproti tomu linie s oznacenim C1, C3 a C6 (rostliny linie s ozna¢enim C6 jsou
ze star§ich semen z roku 2019 a jsou stejné jako linie C3) maji stejnou genetickou
vybavu.

Vsechny vzorky rostlin z linie C1 (A I sterilni) maji fragmenty o délce 628 bp a to
znamena, ze jsou recesivni homozygoti (msms). Vzorky u rostlin z linii C3 a C6 (A 11
fertilni) maji také fragmenty o délce 628 bp a to znamend, Ze jsou recesivni
homozygoti (msms).

Polymerazova fetézcova reakce pro detekci CMS ukézala, Ze u vSech vzorkl
vsech linii se podatilo amplifikovat fragmenty o velikosti 180 bp pomoci markeru cob.
Naproti tomu se u zadného vzorku nepodafilo pomoci markeru cob amplifikovat
fragmenty o velikosti 414 bp.

U vSech vzorkt z linii C1 (A I sterilni) a C4 (B I sterilni) se pomoci markeru
orfA501 podatilo amplifikovat fragmenty DNA o velikost 473 bp. To znamena,
ze vSechny rostliny téchto dvou linii jsou sterilni. Jelikoz nebyly u Zadného vzorku
amplifikovany fragmenty o délce 414 bp, tak to znamena, Ze dané rostliny maji CMS

typu “T“.
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Vzhledem k tomu, Ze u rostlin linie C1 byl detekovan lokus Ms a bylo prokézano,
ze vSechny rostliny jsou recesivnimi homozygoty, je linie C1 nejlepsi pro nasledujici
Slechténi.

U linie C4 byl prokazan lokus Ms v riznych podobach zygotnosti, coZ znamena,
ze neni linii, nicméné byla také u vSech vzorkd detekovana CMS. To znamena,
ze rostliny lze vyuzit pro hybridizaci.

U vzorkil s oznacenim C2 a C5 (linie B II fertilni) bylo zjisténo, ze rostliny této
linie maji riznou podobu zygotnosti lokusu Ms a pouze jeden vzorek (C2D)
amplifikoval fragment DNA o velikosti 473 bp pomoci markeru 0orfA501. To
znamena, ze pouze tato jedna rostlina je sterilni (CMS-T). U ostatnich vzorkl se
fragmenty pomoci markeru orfA501 neamplifikovaly a proto jsou tyto rostliny fertilni.
Tyto vysledky ukazuji, ze linie B II fertilni neni vhodna pro hybridizaci.

U vsech vzorkt s oznac¢enim C3 a C6 (linie A II fertilni) byl detekovan lokus Ms
v jedné podob¢ a to jako recesivni homozygot (msms). Avsak béhem detekce CMS
bylo zjisténo, Ze rostliny vzorkti C3A, C3C, C3D, C3H, C6A, C6D, C6G, C6l a C6L
amplifikovaly pomoci markeru orfA501 fragmenty DNA o velikosti 473 bp. To
znamena, ze rostliny z téchto vzorkd jsou sterilni (CMS-T) i pfesto, ze rostliny linie
ATl fertilni by mély byt vSechny fertilni. Ostatni vzorky neamplifikovaly zadné
fragmenty pomoci markeru orfA501 a proto jsou fertilni. Na zaklad¢ téchto zjisténi
neni vhodné pouZit linii A II fertilni pro hybridizaci.

U vSech linii, které byly deklarovany jako sterilni byla skute¢né cytoplazmaticka
samci sterilita prokazana. Naproti tomu u linii, které byly oznaceny jako fertilni byly
nalezeny rostliny, které se prokazaly jako sterilni.

Jelikoz se u zadného sterilniho vzorku neamplifikovaly fragmenty o velikosti

414 bp, tak to znamen4, Ze tyto rostliny maji CMS typu “T*.

Tabulka 4.3: Shrnuti vysledka hlavnich vzorki

Vzorek sterilni/fertilni zygotnost (Ms) typ sterility
Cl1A sterilni msms CMS-T
CiB sterilni msms CMS-T
CciC sterilni msms CMS-T
CiD sterilni msms CMS-T
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C1lE

C1F

Ci1G

ClH

C1l

C1

C1K

CilL

C1iM

CIN

C10

C1P

C2A

C2B

ca2C

C2D

C2E

C2F

C2G

C2H

C2l1

Cc2J

C2K

C2L

C2M

C2N

Cc20

C2pP

C3A

C3B

C3C

msms CMS-T
msms CMS-T
msms CMS-T
msms CMS-T
msms CMS-T
msms CMS-T
msms CMS-T
msms CMS-T
msms CMS-T
msms CMS-T
msms CMS-T
msms CMS-T
MsMs
Msms
Msms
Msms CMS-T
msms
Msms
Msms
msms
Msms
MsMs
MsMs
MsMs
Msms
MsMs
MsMs
MsMs
msms CMS-T
msms
msms CMS-T
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C3D

C3E

C3F

C3G

C3H

C3l

C3J

C3K

C3L

C3M

C3N

C30

C3P

C4A

C4B

C4C

C4D

C4E

C4F

C4G

C4H

C4l

C4J

C4K

C4L

C4M

C4N

C40

Cap

C5A

C5B

msms CMS-T
msms
msms
msms
msms CMS-T
msms
msms
msms
msms
msms
msms
msms
msms
MsMs CMS-T
MsMs CMS-T
Msms CMS-T
msms CMS-T
MsMs CMS-T
MsMs CMS-T
Msms CMS-T
MsMs CMS-T
Msms CMS-T
Msms CMS-T
Msms CMS-T
Msms CMS-T
Msms CMS-T
MsMs CMS-T
Msms CMS-T
Msms CMS-T
msms
Msms
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C5C

msms

C5D

C5E

C5F

C5G

C5H

C5l

C5J

C5K

CS5L

C5M

C5N

C50

C5P

C6A

C6B

Cce6C

C6D

C6E

C6F

C6G

C6H

Col

C6J

CeK

Co6L

MsMs
MsMs
msms
Msms
msms
MsMs
Msms
MsMs
Msms
msms
msms
Msms
MsMs
msms CMS-T
msms
msms
msms CMS-T
msms
msms
msms CMS-T
msms
msms CMS-T
msms
msms
msms CMS-T

C6M

C6N

msms

msms

C60

msms

C6P

msms
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5 Diskuse

Béhem optimalizace izolace DNA jsme pouzili celkem Ctyfi typy izolaci. Konkrétné
se jednd o izolaci DNA pomoci CTAB-PVP, izolaci pomoci izola¢niho robota a izolaci
pomoci Kiti DNeasy Plant Pro a Plant Kits (Qiagen, Némecko).

Nejlepsi vysledky izolace DNA ndm piinesla metoda izolace pomoci CTAB-PVP.
Postup izola¢ni metody jsme prevzali z publikace od Doyle J. (1991), ktery jsme
na zacatku upravili pro nase potieby. Tento postup se vyuziva pro izolaci genomové
DNA u rostlin. Diky tomuto postupu izolace jsme byli schopni extrahovat dostatecné
mnozstvi DNA, aniz by byl vzorek kontaminovan velkym mnoZstvim nezadoucich
necistot. Diky tomuto postupu jsme ziskali kvalitni extrahovanou DNA a nebylo nutné
nas postup dale ménit.

Scobeyeva a kol. (2018) ve své praci porovnavali rizné metody izolace DNA
z rostlinnych pletiv. Vyuzité metody byly extrakce pomoci CTAB-PVP a extrakce
pomoci komerénich kit MagnoPrime Uni a MagnoPrime Fast (NextBio, Rusko).

Podle jejich vysledki 1ze pomoci metody CTAB-PVP vyextrahovat kvalitni DNA
bez nezadoucich latek a to bez ohledu na mnozstvi pouzitého rostlinného pletiva.
Naproti tomu se v piipadé izolace pomoci komer¢nich kith muselo snizit mnozstvi
izolovaného pletiva. Az poté byla izolace DNA 1uspé$nd, ale vysledna kvalita
nedosahovala takovych hodnot jako vyizolovana DNA pomoci metody CTAB-PVP.
Nasledna provedena PCR byla uspé$nad a mezi produkty z rliznych metod extrakce
DNA nebyly vyznamné rozdily. Diky tomu Scobeyeva a kol. (2018) uvadéji, ze
vSechny pouzit¢ metody jsou vhodné pro extrakce DNA, ale metody pomoci
komer¢nich kit maji vyhodu v ¢asové uspornosti.

Metody extrakce DNA porovnavali i Jabeen a kol. (2022). Ve své praci
porovnavali extrakci DNA pomoci CTAB-PVP a pomoci komer¢nich kit GeneJET
Plant Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific, USA). DNA ziskana
z metody CTAB-PVP méla dostate¢nou koncentraci i Cistotu. DNA, kterou ziskali
pomoci komerénich kiti dosahovala lepSich vysledki nez metoda CTAB-PVP.
Z tohoto divodu Jabeen a kol. (2022) doporucuji pouzivat metodu extrakce pomoci
kit pro vzorky u nichz je potieba ziskat vysoce kvalitni DNA a metodu CTAB-PVP
v piipad¢ velkého mnoZstvi vzorki u nichZ rozhoduje celkova cena izolace.

V nasem ptipadé jsme pro PCR pouzili vzorky izolované pomoci CTAB-PVP

metody, protoze vysledky izolace DNA pomoci kitli nemély dostatecnou kvalitu a
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nebyly pro PCR vhodné. Kvalita a Cistota extrahované DNA nebyla zdaleka na takové
urovni jako u izolace pomoci CTAB-PVP. To muze byt zplisobeno tim, ze nami
pouzité kity nejsou vyhovujici pro nami izolované vzorky i pies to, ze jsou piimo
uréeny pro izolaci rostlinné DNA. Také mohlo dojit k nedostate¢né lyzi bunék ¢i ke
Spatnému promyti DNA skrze kfemikovou membranu. V ptipadé vyuziti jinych typt
kit by se kvalita extrahované DNA mohla zlepsit.

Metoda CTAB-PVP piinasi nejkvalitnéjsi vysledky pro extrakci DNA
z rostlinnych pletiv. Tato metoda je stale hojné vyuzivana i pies to, ze patii mezi

Izolace DNA pomoci izola¢niho robota MagCore je oproti izolaci pomoci
CTAB-PVP vyrazné¢ snazsi, jelikoz izolaci provadi sam robot podle nastaveni. Z této
izolace jsme vSak ziskali malé nebo zadné mnozstvi DNA s velkym mnoZstvim
nezadoucich latek i ptes to, ze byl pouzit kit pfimo pro rostlinny material. To mohlo
byt zplsobeno nevyhovujicim postupem izolace, kterd byla provedena podle
nastaveni, kdy mohlo dojit ke Spatnému promyti vzorki a tim padem ke snizeni kvality
extrahovanych vzorki.

Pro detekci lokusu Ms jsme u naSich zkuSebnich vzorkl vyzkouSeli marker
AcSKP1 (Huo a kol., 2015) a marker AcPMSL1 (Kim a kol., 2015). Tyto markery se
po provedené PCR a elektroforéze mezi sebou porovnavaly. Podle vysledkii byl
vhodnéj§im markerem AcSKP1 a to z toho diivodu, Ze amplifikované fragmenty byly
dostatecné daleko od sebe a bylo mozné je snadno rozeznat a vyhodnotit zygotnost
daného vzorku. Naproti tomu marker AcPMS1 amplifikoval fragmenty, jejichz délka
se marker AcSKP1 pouZil pro detekci lokusu Ms v nasich hlavnich vzorcich.

Pro detekci CMS u zku$ebnich vzorkd byly vyuzity markery cob (Sato, 1998),
orfA501 (Engelke a kol. 2003) a orf725 (Kim a kol., 2009). Markery cob a orfA501
se musi pouzivat a vyhodnocovat spolecné. Marker orf725 se pouziva a vyhodnocuje
samostatné. Po vyhodnoceni vysledki PCR se ukazalo, ze markery cob a orfA501 jsou
vhodné pro detekci CMS a i pro nasledné ur€eni typu sterility. Naproti tomu marker
orf725 nedosahl pozadovanych vysledkd. Amplifikované fragmenty nebylo mozné
rozeznat a nedosahovaly pozadované délky. To mtlize byt zplisobeno tim, ze marker
orf725 byl vyvinut na zaklad¢ asijskych odrud cibule. Z toho diivodu nemusi byt tento

marker vhodny pro evropské odridy, které jsme pro detekci CMS vyuzili my. Proto
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jsme se rozhodli pro detekci CMS u nasich hlavnich vzorkti pouzit markery cob
a orfA501.

Pro detekci lokusu Ms u hlavnich vzorka se vyuzil marker AcSKP1 (Huo a kol.,
2015). Detekce byla diky tomuto markeru uspé$na. Ferreira a kol. (2017) ve své praci
také vyuzili tento marker a ziskali také pozitivni vysledky. NaSe hypotéza, ze starsi
rostliny by mohly obsahovat inhibujici latky, které by pfipadné komplikovaly detekci
lokusu se nenaplnila. Lokus byl detekovan u vSech vzorkl bez ohledu na staii rostliny.

Pokud porovname nase vysledky detekce lokusu Ms s vysledky z prace Ferreira
akol. (2017), tak zjistime, Ze nékteré nase vzorky se li§i v genetické vybaveé.
U nekterych naSich vzorkl se vyskytly podoby hledaného genu v riznych formach
(MsMs, Msms, msms). To znamena, ze nékteré z linii, které byly testovany nejsou
ve skutecnosti liniemi, coZ by mohlo ztéZovat ptipadnou hybridizaci danych rostlin.

Béhem detekce riznych typtt CMS u hlavnich vzorkd jsme vyuzili markery cob
(Sato, 1998) a orfA501 (Engelke a kol., 2003). Diky témto markerti jsme byli schopni
urcit typ CMS, ktery se nachéazel v naSich vzorcich rostlin. Odhalili jsme, Ze vSechny
vzorky rostlin, které byly sterilni, tak maji typ sterility CMS-T. Ukazalo se, ze tento
typ sterility je také zavisly na lokusu Ms, coz podporuje hypotézu, kterou ve své praci
uvedl Kim (2014). Dale se nam podafilo zjistit, ze ne vSechny linie, které byly
deklarovany jako fertilni jsou skutecné fertilnimi. Mezi fertilnimi vzorky jsme
detekovali i nékolik sterilnich vzorkti s CMS-T. To miize byt zplisobeno nespravnou
hybridizaci. Markery cob a orfA501 byly vyuzity i v praci od Ferreira a kol. (2017).
V jejich praci se také podatilo detekovat typy CMS v jejich vzorcich, ale na rozdil

od nasich vzorkd obsahovaly jejich vzorky i rostliny s CMS-S.
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Zavér

Tato prace si kladla za cil optimalizovat jednotlivé postupy extrakce DNA z rostlin
cibule kuchyiiské a ndsledné pouzit DNA pro optimalizaci detekce lokusu Ms
a cytoplazmatické sam¢i sterility (CMS).

Jako nejvhodnéjsi typ izolace DNA vysla metoda pomoci CTAB-PVP, ktera
poskytla nejlepsi vysledky extrahované DNA. Diky kvalit¢ izolované DNA nebylo
nutné dale metodu izolace upravovat a nami zvoleny postup dostacoval.

Béhem optimalizace detekce lokusu Ms se podafilo detekovat lokus Ms u vSech
hlavnich vzorkt. Lokus Ms byl detekovan 1 u nejstarSich rostlin, coz ukazuje ze starsi
rostliny neobsahuji inhibicni latky, které by detekci znesnadiovaly.

Ovsem bylo také zjisténo, ze ne vSechny zkoumané linie jsou liniemi,
protoze nékteré vzorky mély rozdilnou genetickou vybavu (zygotnost). To mlze byt
zpusobeno chybou béhem §lechténi zkoumanych rostlin.

Detekce cytoplazmatické samci sterility (CMS) byla u nékterych linii hlavnich
vzorki uspésna. Linie, které byly deklarované jako sterilni byly skute¢né sterilnimi.
Linie oznafované jako fertilni obsahovaly né&kolik vzorku, které se ukazaly
jako sterilni. To mize byt zpiisobeno chybnym §lechténim.

Rostliny, které byly identifikovany jako sterilni, tak obsahuji cytoplazmatickou
samci sterilitu typu “T*.

Tyto vysledky ukazuji, Ze vyuZivani molekularnich markeri ve Slechténi cibule
kuchyiiské mlze vyznamnym zplsobem piispét ke zjednoduseni celého postupu
Slechténi. Markery, které se vyuzivaji pro detekci sterility a naslednym urcéenim typu
CMS, jsou vyznamnym nastrojem v rostlinné produkci a jejich vyzkum by mél patfit

mezi priority moderniho zemédélstvi.
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Seznam pouzitych zkratek

AFLP amplified fragment length polymorphism (polymorfismus délky
amplifikovanych fragmentu)

bp bazové pary

CMS cytoplasmatic male sterility (cytoplazmaticka samci sterilita)

CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats

CTAB cetyl trimethylamonium bromid

DAIT diversity arrays technology (technologie diverznich poli)

DNA deoxyribonukleova kyselina
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