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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem molekularnich selekénich markerud
pro detekci obnoviteld fertility pro systém CMS Shaan 2A u fepky pomoci
molekularnich technik. V praci jsou popsany pouzité molekularni techniky, jako je
technika izolace DNA, polymerazova fetézova reakce a technika navrhu primert pro
detekci obnovitelt fertility. Byly navrzeny specifické primery pro PCR amplifikaci
sekvenci genu Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein a genu
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein, které byly nasledné
osekvenovany. Na zakladé zjisténych sekvencénich odlidnosti mezi rostlinami, jez
byly podle fenotypu uréeny jako obnovitelé fertility, sterilnimi matkami a udrZovateli

sterility byla navrzena metodika pro detekci obnovitelu fertility.

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the development of molecular selection
markers for the detection of fertility restorers for CMS Shaan 2A in rape by
molecular technigues. The thesis describes molecular techniques such as DNA
isolation techniques, polymerase chain reaction and primer design techniques for
the detection of fertility restorers. Specific PCR primers for the Pentatricopeptide
repeat (PPR) superfamily protein gene and the Tetratricopeptide repeat (TPR) -like
superfamily protein gene sequence amplification have been designed and aplicons
have been sequenced. On the basis of the sequence differences between plants
with with fertility restorer fenotype and CMS fenotype the technique for fertility
restorer detection was designed.
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1. MOTIVACE A CiL PRACE

Brukev fepka olejka je nejvyznamnéjSi olejninou a jednou
z nejvyznamnéjsich plodin péstovanych na UGzemi Ceské republiky. V Ceské
republice se Slechti liniové odridy fepky, nebo se vyuziva heterozni Slechténi, jehoz
vysledkem jsou bud hybridni odridy, nebo syntetické populace fepky. Primérny
podil hybridnich odrid Fepky péstovanych v CR se pro rok 2017 pohyboval kolem
87,8 %.

Pro Slechténi hybridnich odrid je nutna existence funkéni metodiky pro
detekci systému zabrany samospraseni a obnovy fertility. V Ceské Republice dosud
byly Slechtény hybridni odridy za pouziti systému Ogu-INRA. V zahranici, zejména
v Cin&, v3ak jsou b&zné vyuzivany i jiné systémy cytoplazmatické samgi sterility
(Shaan 2A, Polima). Technika molekularni detekce obnoviteld u CMS systému
Shaan 2A je Slechtiteli vyuzivana, avsak je zalozena na genovém markeru, ktery je
pravdépodobné ve vazbé s genem obnovujicim fertilitu a neni 100% spolehliva.
Cilem této prace je sekvenace dalSich gend, které by mohly byt v uzsi vazbé

s genem obnovujicim fertilitu a navrzeni spolehlivéj§iho markeru pro detekci

obnovitele.

Hypotéza

V oblasti chromozomu, kde se pravdépodobné nachazi gen obnovy fertility
v CMS systému Shaan 2A jsou dalSi geny, které jsou vhodnymi molekularnimi

markery pro detekci obnovitele fertility.

Na zakladé sekvenovani téchto genl u fenotypové identifikovanych obnovitel(
fertility a sterilnich matek lze vytipovat sekvence pouZitelné jako spolehlivy

molekularni marker pro rychlou detekci obnovitele fertility u fepky

Cile prace

1) Navrh primer( ohraniCujici maximalni moznou oblast genu vytipovanych na

pracovisti CNAP, Dept. of Biology, University of York
2) Amplifikace téchto oblasti a nasledna sekvenace sluzbou

3) Alignment ziskanych sekvenci a vytipovani oblasti, které jsou odliSné

u obnoviteld fertility a sterilnich matek

4) Navrh nového detekéniho systému pro obnovitele fertility v CMS systému

Shaan 2A a jeho optimalizace



2. UvoD

Repka je bezesporu nejvyznamnéjsi olejninou Ceské republiky. V Ceské
republice je po pSenici nejpéstovanéjsi plodinou a z olejnin dokonce hlavni
péstovanou plodinou s 95 procentnim podilem z celkové osevni plochy olejnin
(Baranyk a Fabry, 2007). Diky vysoké intenzité pé&stovani patfi Ceska republika
dokonce mezi pét nejvétSich péstitelll fepky v EU vlbec a zaujima desaté misto
svétoveho pofadi (FAO,2014). V souCasné dobé se fepka dokonce i ve svétovém
méfitku fadi vymérou ploch olejnin na druhé misto hned za s6ju (FAO, 2008). Podle
Ceského statistického Ufadu se sklizen fepky v Ceské republice za rok 2017
pohybovala kolem 1 146 224 tun (CSU, 2017).

V Ceské republice se Slechti liniové odriidy fepky, nebo se vyuziva heterozni
Slechténi, jehoz vysledkem jsou bud hybridni odridy, nebo syntetické populace
fepky. Pramérny podil hybridnich fepek v CR se pro rok 2017 pohyboval kolem
87,8 %. Mezi nové registrované odrldy fepky pro rok 2016/2017 fadime napfiklad
hybridni odriidy ACAPULCO, ALICANTE, ALLISON, ATORA, KUGA, DK EXMORE
a mezi liniové napriklad odrady VAPIANO, ZAKARI CS a OREX (Baranyk et al.,
2017). Vyhodou hybridd oproti liniovym odriidam je vyS$Si vynos semene, jenz je
dosahovan diky heteroznimu efektu, dobra zimovzdornost, nizka citlivost
k nepfiznivému pocasi, vice €asu pfi vysevu, nebot restaurované hybridni odridy
jsou v podzimnim obdobi velmi vzristné a vitalni. Nevyhodou hybridi je nutna
existence funkéniho systému zabrany samospraseni a obnovy fertility (SPZO,
2001).

Vynos fepky a mnoho kvalitativnich parametrd bylo vylepSeno, zejména
prostfednictvim mnozeni hybridu (Tian, 1997). Produkce hybridnich semen fepky je
vétSinou zaloZzena na bazi cytoplazmatické (CMS) nebo genové (GMS) samci
sterility a zfidka na vlastni autoinkompatibilité (Sl), (Ku€era et al., 2007). V souCasné
dobé se Slechtitelska Cinnost stale vice opira o nové techniky molekularni biologie,
které vyrazné urychluji Slechtitelské postupy. NejvétSi snaha se upira k identifikaci
ekonomicky vyznamnych znakl fepky a tvorbé jejich markerl. Takovéto selekéni
markery oteviraji cestu k jednoduché a levné identifikaci pozadovanych znaku
pomoci PCR (O’Neill et al., 2003; Yu et al., 2007).

Cilem této prace je proto vyvoj molekularnich selekénich markerd pro detekci
obnoviteld fertility pro systtm CMS Shaan 2A vyuzZitelnych ve S$lechténi fepky.
Detekce je provadéna pomoci molekularnich technik, pfedevSim je zalozena na

PCR detekci pfitomnosti specifickych fragmentd markerovych genu.
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3. LITERARNI PREHLED
3.1 Repka olejka (Brassica napus)
3.1.1 Biologie fepky

Brukev fepka olejka (Brassica napus subs. napus) je pomérné mlada olejnina
mirného pasma. Jedna se o jednoletou statnou bylinu dorustajici od 50 do 220 cm
vySky (Vasak et al.,, 2000). Pfima tmavé zelena az modrozelena lodyha nese
pfisedlé kopinaté listy bez trichom(. Naopak spodni listova rizice je slozena
z fapikatych listl s trichomy. Rostlina vytvafi jeden hlavni kofen, ktery je mohutny
a kuzelovity (Hejny a Slavik, 2003). Repka je pfevazné samosprasna, nicméné podil
cizospradeni byva relativné vysoky kolem 7-70% (Vasak etal., 2000). Repka je
rostlina v€elomilna, v€ely se na opylovani podili vice jak z 90 %, zbyly podil pfipada
hlavné vétru (Hejny a Slavik, 2003). Kvétenstvim je hrozen. Repka kvete vyrazné
Zlutou barvou po dobu 20 - 25 dni. V naSich podminkach se tak obvykle déje
v kvétnu. Plodem je dvoufada SeSule. Semena jsou kulatd Cervenohnéda az

modroSeda, nékteré odridy mohou byt i Zlutosemenné (Obr. 1), (Kéhler, 1897).

Brukev fepka olejka je fazena do Celedi Brassicaceae — brukvovité (Tab. 1), (Dixon,
2007). Jedna se o velkou Celed rostlin zahrnujici vice nez 4000 druhu vcetné
nékolika vyznamnych zemédélskych plodin, jako pravé Brassica napus, Brassica
oleracea a Armoracia rusticana, okrasnych rostlin, napf. Aubrieta, Iberis, Lunaria,
Arabis, Draba, dokonce i modelovych organismua v rostlinnych védach jako napf.
Arabidopsis thaliana, Arabidopsis lyrata, Capsella rubella, Arabis alpina (Paterson et
al., 2001).

Tabulka 1: Zafazeni fepky do systému

Rise Plantea

Oddéleni Magnoliophyta

Trida Rosopsida

Rad Brassicales

Celed Brassicaceae

Rod Brassica

Druh Brassica napus

Poddruh Brassica napus subsp. napus

Zdroj: Hejny a Slavik, 2003
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Obrazek 1: Brassica napus subs. napus (Kéhler, 1897)

Repka se péstuje ve dvou formach, a to ve formé ozimé (hlavné EU) a ve formé
jarmi — typ Canola (hlavné Kanada, Indie, Australie, USA), (Becka et al., 2007).
V Ceské republice, stejné tak jako v zapadni a stfedni Evropg, se péstuje téméF
vyhradné ozima forma fepky. Jarni fepka je pak vyznamnou plodinou v jihovychodni
Asii, ale také severngjsich a drsné&j$ich oblastech Kanady, Svédska, Finska, Ruska,
na Ukrajiné a také ve stfedoasijskych statech (Friedt et al., 2007). Svét produkoval k
roku 2016 celkem 69 miliond tun fepkového semene na 34 milionech ha. Hlavnim
producentem je EU — produkce 22 288 526 tun, druha je Kanada s produkci asi
18 423 000 tun, nasleduje Cina s produkci 15281 624 tun (FAO, 2017). Ceska
republika v roce 2016 zaujimala plochu 392 991 ha fepky a sklizeri pfedstavovala
1359 125 tun. Nejvétsi Cast této plochy tvofi StfedoCesky kraj — 83 837 ha,
nasleduje JihoCesky kraj s 43 267 ha (Tab. 2).

Tabulka 2: Hektarové vynosy a osevni plochy Fepky ve vybranych krajich CR
v roce 2016

CR, kraje Plochav ha Vynos v t/ha Sklizen v tunach
Ceska republika 392 991 3,46 1359 125

HI. m. Praha 2015 3,67 7401
Stredocesky 83 837 3,50 293 725
Jihocesky 43 267 3,30 142 842
Plzerisky 31281 3,36 105 035
Kralovéhradecky 23 527 3,51 82 594
Pardubicky 28 116 3,45 97 008

Vysoéina 40 863 3,29 134 327

Zdroj: CSU, 2018
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Co se tyCe produkce Fepky v Evropé vroce 2016, byla nejvétsi produkce
zaznamenana ve Francii a to kolem 4 500 000 tun, nasleduje Némecko s produkci
4 462 000 tun (Graf 1).

Graf 1: Produkce fepky ve vybranych zemich EU v letech 2015 a 2016

Francie

l

Polsko
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Zemé EU
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Zdroj: ADM Germany GmbH, 2016

Repku Ize Usp&$né péstovat od nizin az do nadmorskych vysek kolem 700 m.
Pro péstovani fepky jsou nejvhodnéjsi: nadmorské vysky 400-600 m, oblasti
s primeérnymi roénimi teplotami 6,5-8,5°C a s ro¢nim srazkovym Uhrnem 550-750
mm, pudy lehké az stfedni, pisCité az hlinité, oblasti, které zarucCuji dobré
prezimovani (Becka et al., 2007). Sou€asnou odrlidovou skladbu fepky ozimé tvofri
pét skupin odr(d: liniové odridy, pylové fertiini hybridy, pylové sterilni
hybridy/sdruzené odrudy, tfiliniové hybridy a topcross hybridy. Téméf vSechny

odrldy jsou ur€eny pro produkci semene (Baranyk et al., 2017).



Repka je bezpochyby nejvyznamnéjsi olejninou Ceské republiky. Z olejnin je
dokonce nejpéstovanéjsi plodinou s nejvyssim procentnim podilem z celkové osevni
plochy olejnin (Graf 2). V sou€asné dobé se dokonce i ve svétovém meéfitku fepka
fadi vymérou ploch v ramci olejnin na druhé misto hned za s6ju (Tab. 3), (Baranyk a
Fabry, 2007).

Graf 2: Zastoupeni jednotlivych druhl na celkové plo$e olejnin v roce 2015

2,8% 1,4%
3,5% 0.8%

3,6%

Zdroj: CSU, 2015

® Repka olejka ozima
m Mak sety

= Hof¥cice bila

m Slunecnice roéni

m Séja lustinata

m Repka olejka jarni

Len sety olejny

Tabulka 3: Svétova vyméra a produkce vybranych nejvice péstovanych druht
olejnin v letech 2012 - 2017

Plodina Ukazatel 2012/13 2013/14 2014/15 2015/16 2016/17
Sdja Vyméra (mil. ha) 109,78 113,09 118,13 120,04 121,83
Produkce (mil. t) 268,82 283,15 318,68 313,31 338
Repka Vyméra (mil. ha) 36,18 36,23 35,82 34,1 33,58
Produkce (mil.t) 63,62 71,96 71,9 70,24 67,76
Slunec¢nice Vymeéra (mil. ha) 23,46 24,14 23,15 23,46 24,77
Produkce (mil. t) 35,52 42,35 39,99 40,4 44,31

Zdroj: USDA, Oilseeds:World Markets and Trade, 2017
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3.1.2 Geneticky plivod fepky

Repka je pfirozeny autoallotetraploid vznikly spontanni hybridizaci dvou druh(
Brassica oleracea 2n=18 a Brassica rapa 2n=20 a polyploidizaci (Obr. 2), (Friedt et
al., 2007). Zakladni dogma vzniku fepky jako prvni popsal v roce 1935 korejsky
botanik Woo Jang-choon, ve védeckém svété znamy pod jménem U (1935). Ten ve
svych pracech navazal na hybridizaCni experimenty Morinagy (1929 a, b, c; 1933;
1934) a potvrdil hybridni pGvod fepky. Repka je autofertilni, i kdyz je odvozena z
diploidnich inkompatibilnich druh( (je znemoznéno opyleni vlastnim pylem).
PfiCinou autofertility fepky mohou byt defektni alely S — lokusu v genomu A i C
(Chloupek, 2008). Doposud u fepky nebyl nalezen plany pfedek, jde o fylogeneticky
velmi mlady druh. Allender a King (2010) a Zamani-Nour et al. (2012) uvadéji vznik
druhu pfed 500 lety, naopak Cheung et al. (2009) se odkazuji na vysledky
fylogenetickych analyz a uvadéji, ze ke zkfizeni téchto dvou druhl doslo jiz pfed
méné nez 10 000 lety. Plvodni vyskyt druhu Brassica napus Ize dohledat v jizni
Evropé a Stfedozemi, kde maji vyrazny rozsah rodi€ovské taxony (Song a Osborne,
1992).

B. juncea <4— B.nigra —» B. carinata

AB B BC
(1n=18) (1n=8) (1n=17)

\ Triangle /

of U

B. rapa B. oleracea

A C
(1n=10) (1n=9)

B. napus

AC
(1n=19)

Obrazek 2: Schéma vzniku druhu Brassica napus (U, 1935)
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3.1.3 Historie Slechténi repky

Na nasem uzemi se predpoklada zacgatek péstovani jiz v 8. - 10. stoleti n. .
V obdobi stfedovéku byla semena fepky vyuzivana pro vyrobu oleju na sviceni Ci
pro mydlafstvi. Od roku 1942 je fepka v Cechach péstovana ve velkém rozsahu
(Baranyk a Fabry, 2007).

Pocatky $lechténi této olejniny v Ceskoslovensku se datuji do obdobi prvni
republiky. Vyznam Ffepky v té dobé byl jen maly. Od roku 1960 se provadély prace
v oblasti Slechténi fepky na zlepSeni zimovzdornosti rostlin a nepukavosti Sesuli,
mozném snizeni obsahu kyseliny erukové. Na prelomu 60. a 70. let byly provadény
uvodni studie ve sméru vyuZziti heteroze u fepky. PoCinaje rokem 1985 byl zahajen

vyzkum autoinkompatibility u ozimé fepky.

3.1.4 Slechtitelské uspéchy

Rostliny fepky obsahuji v semenech pfirozené velké mnozstvi kyseliny erukové.
Tato latka je velmi hofka a muze ve vétSich davkach zpuasobit poruchy
kardiovaskularniho systému. Az v 70. letech se Slechténim dosahlo vyrazného

snizeni obsahu kyseliny erukové v fFepkovém oleji (Downey, 1990).

DalSim Slechtitelskym uUspéchem bylo vySlechténi odrdd s nizkym obsahem
glukosinolatl. Nebezpeci glukosinolatd spociva v jejich pfeméné na toxické latky

zpusobujici poSkozeni jater a ledvin pfi traveni (Friedt et al., 2007).

Po objeveni systém( Fizeného opyleni (jaderné samdi sterility GMS,
cytoplazmatické samci sterility CMS a autoinkompatibility Al) se hlavni zaméry
Slechtitell pfesunuly na vytvareni hybridnich odrid. Jejich vyhodou je predevsim
heterozni efekt, vysoky mnozitelsky koeficient a existence geneticky podminénych

autosterilnich systému (Allender a King, 2010).

V soucasné dobé se Slechtitelska Cinnost stale vice opira o nové techniky
molekularni biologie, které vyrazné urychluji Slechtitelské postupy. Nejvétsi snaha
se upira k identifikaci ekonomicky vyznamnych znaku fepky a tvorbé jejich markert.
Takovéto selekéni markery oteviraji cestu k jednoduché a levné identifikaci
pozadovanych znak( pomoci PCR (O Neill et al., 2003; Yu et al., 2007).
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3.2 Molekularni markery
3.2.1 Vyznam molekularnich markert ve Slechténi

Molekularni marker neboli signalni gen je oznaceni pro znak, ktery ma jasny
fenotypovy projev a je jednoduse dédi¢né zaloZen. Musi byt zabezpe&eno spojeni
tohoto znaku genovou vazbou s jinymi kvalitativnimi nebo kvantitativnimi znaky
(Curn a Sakova, 1996). Diky vysokému a rychlému narGstu podtu odrid Fepky,
klesla i schopnost jejich identifikace pouze na zakladé morfologickych znaki
(UPOV, 2002). K vyraznému posunu V oblasti Slechténi dodlo s nastupem pravé
molekularnich markert, detekujicich DNA polymorfismy s vysokou vypovidaci
schopnosti, které umoznily lepSi porozuméni genetické struktufe rodi¢ovskych
komponent vhodnych pro produkci F1 hybridd (O’Neill et al., 2003; Yu et al., 2007).
Ve srovnani s morfologickymi znaky maji molekularni markery celou fadu vyhod
a jsou uspésné pouzivany pfi ur€ovani pravosti odrid, kontrole odridové distoty
hybridnich odrld, ale i pfi detekci transgen(l. Jsou také vhodnym pomocnikem
k porozuméni genetického toku, i stupné prokfizeni a hodnoceni jednotlivych odrad
(Rao a Hodgkin, 2002). Markerovaci systémy se odliSuji v obsahu informaci, poctu
naslednych polymorfisma, stupni automatizace, pracnosti a vySi finan¢nich nakladu.
Nejcastéji pouzivanymi markery pro tyto ucely jsou napf. SSR, ISSR, AFLP, RFLP,
RAPD, SNP atd. Markery RFLP a RAPD jsou jiz méné vyuzivané metody (Curn
a Zaludova, 2007).

3.3 Cytoplazmaticka samci sterilita

Cytoplazmaticka sam¢i sterilita (CMS) je definovana jako vlastnost ve vysSich
rostlinach pfenaSend po matefské linii, jez vyvolava neschopnost produkovat
funkéni pyl (sam¢&i gamety) u jedincu jinych hermafroditickych druht. Samdi sterilita
vyvolana cytoplazmatickym uCinkem muaze byt potlacovana jadernymi geny, tyto

geny proto nazyvame obnoviteli fertility (Rf), (Hanson a Bentolila, 2004).

Cytoplazmaticka samdi sterilita (CMS) je béznym jevem u plané rostoucich
rostlin. Jeji pfi€inou jsou ruzné poruchy procesu mikrosporogeneze nebo
mikrogametogeneze. Takovéto rostliny nasledné nevytvafi pyl nebo tvofi pyl
nefunkéni. Fenotypové se tyto rostliny projevuji deformaci nebo Uplnou absenci
praSnik. Nékteré CMS systémy se dnes Siroce vyuzivaji u komer&nich plodin jako
obrana proti samoopyleni pfi tvorbé hybridniho osiva (Chase, 2006). Pylové sterilni
rostliny maji urcity typ cytoplazmy (plazmotyp) s faktory (S), zatimco normaini fertilni
rostliny maji plazmotyp s faktory oznagenymi (N) nebo (F), (Repkovéa a Relichova,
2001).
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Cytoplazmaticka samci sterilita je dédéna vzdy maternalné, jelikoz zavisi pouze
na faktorech v cytoplazmé. UrcCujicim faktorem jsou geny fidici samé&i plodnost
v mitochondrialni DNA. Pfi mutaci téchto genu rostliny ztraceji schopnost tvofit pyl
nebo tvofi pyl nefunkéni. Kromé samd€i sterilty mize zména téchto
mitochondrialnich gend vést i k vyznamnym fenotypovym zménam. Funkce
mutovanych mitochondrialnich gend pro samdéi fertilitu mize byt nahrazena
jadernymi geny stejného pusobeni. Takovéto geny se nazyvaji obnovitelé fertility
a jsou pritomny v jadre jako alelové pary. Alela neschopna obnovit fertilitu je obvykle
recesivniho typu a oznacuje se jako rf nebo ms. Naopak dominantni alela Rf nebo
Ms obnovuje samdi plodnost (Obr. 3), (Chase, 2006; Budar a Berthomé 2007;
Delourme a Budar, 1999; Bock a Knoop, 2012; Gupta et al., 2009).

linie A linie B linie C
udrzovatel
9 msms d Msms MsMs

1 Msms : 1 msms samospraseni
linieB linie A I
MsMs
linie C

_—

fertilni hybrid F1

Obrazek 3: Schéma ziskani hybridd s vyuzitim CMS (MZe, 2006)
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3.3.1 Shaan 2A CMS systém

CMS linie Shaan 2A byla vysSlechténa Cinskym védcem Li Dianrongem (Li et al.,
1993). Byla vySlechténa opakovanym zpétnym kFiZzenim s polosterilnimi rostlinami
jako matefskymi a s inbredni linii Shaan 2B jako opakujicimi se otcovskymi
rostlinami. Samgi sterilita Shaan 2A CMS byla udrzovana otcovskou linii Shaan 2B
(Singh, 1991).

V Ceské republice je jiz v hybridnim $lechténi fepky olejky pouzivano nékolik CMS
systému jako je OgulNRA, MSL a Pol a registrovany a Slechtény komeréni odridy
zaloZzené na Ogu-INRA, MSL and Safecross MS. V Ciné se vyskytuje 70% odrad
fepky, jez jsou zaloZzené na CMS, pfedevdim na Pol systému nebo Shaan 2A
systému (Zhao et al. 2010).

V Evropé dosud nebyla vyslechténa zadna hybridni odriida fepky olejky zalozena na
Shaan 2A CMS systému. Zamérem c&eskych Slechtitell je produkovat nove,
vylepSené odriidy fepky na zakladé tohoto CMS systému. Byly analyzovany sterilni
linie Shaan 2A CMS (S; rf/rf), pfisludni udrZzovatelé sterility (N; rf/rf) a obnovitelé
fertility (S; Rf/Rf) na molekularni urovni pro pfitomnost funkéni CMS cytoplazmy.
Byly ziskany dva noveé primeroveé pary pokryvajici gen spojeny s CMS (orf224-1), jez
byly pfitomné v Shaan 2A CMS linii a byla uspé3né vyhodnocena selekéni
schopnost vyvinutych primerl. Tyto primery mohou byt pouzity pro brzky vybér
rostlin s funkénim Shaan 2A CMS systémem ve Slechtitelskych programech
(Havlickova et al., 2012).
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3.3.2 Polima CMS systém

CMS linie Polima byla poprvé objevena profesorem Fu v roce 1972 (Fu et al.,
1990). Byla to prvni CMS linie fepky, ktera byla jiz rozsahle pouzivana pfi vyrobé
hybridnich semen Fepky a mnoha druhd brukvovité zeleniny, protoze jeji sterilita

byla stala a kompletni (Liu et al., 1998).

CMS systém Polima vznikl spontanné uvnitf druhu Brassica napus. Tento CMS
systém je vice teplotné stabilni. Zaroven obnovitel fertility Rfp neni tak ¢asty, proto
je moznost tento systém pouzit u mnoha odrlid fepky olejné. Hlavni vyuziti tohoto
systému je v Cing, kde je pfiblizn& 70 % odrid Fepky zaloZeno na CMS systému
Polima. Naopak v Evropé se tento systém témeér vibec nevyuziva (Zhao et al.
2010).

Néktefi védci si mysleli, ze CMS Shaan 2A je dfive znamy CMS Polima. Ke
zjisténi toho, zda jsou Polima CMS a Shaan 2A stejné linie CMS, byly porovnavany
sekvence mitochondrialniho genu spojeného s CMS. Vysledky ukazaly, ze orf224-1
v Shaan 2A CMS cytoplazmé ma sekvenci homologni s orf224 v Polima CMS
cytoplazmé. Bylo prokazano, Zze CMS linie Polima a Shaan 2A nesly odlisné CMS
geny. Tyto vysledky ukazaly, Ze Polima a Shaan 2A nebyly stejné CMS linie (Liu et
al., 1998).

3.3.3 Ogura CMS systém

DalSi vyznamna forma CMS nazyvana ogu nebo Ogura je zaloZzena na pouziti
cytoplazmy z fedkve. Ogura CMS byla tedy plvodné popsana v fedkvi (R. sativus),
je ale také Siroce pouzivana u B. oleracea, B. juncea a B. napus (Ogura 1968).
Ogura (1968) prenesl mezidruhovym kfizenim jadro B. oleracea do cytoplazmy
Raphanus sativum obsahujici faktory samci sterility. Jako obnovitel fertility byl
identifikovan gen Rfo. Studie ukazaly, Zze pUsobeni genu Rfo je na translani urovni
(Grelon et al 1994). Evropsti védci zavedli CMS Ogura do B. napus intergenerickou
hybridizaci a opakovanym zpétnym kfizenim (Bannerot et al., 1974). Vysledné

aloplazmatické linie B. napus pak vykazovaly samci sterilitu (Pelletier et al., 1983).
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3.4 Metody
3.4.1 Izolace DNA

Izolace CTAB slouzi k extrakci vétd§iho mnozstvi DNA pro uéely standardizace
metod a pro u€ely AFLP analyzy. Tato metoda je zaloZzena na schopnosti CTAB
vytvaret komplex s nukleovymi kyselinami, ktery se pfi vysoké koncentraci soli
rozpousti (0,7 M NaCl), ale pfi snizené koncentraci soli (0,45 M NaCl) vytvafi
srazeniny. CTAB soucasné puUsobi jako detergentni Cinidlo, které uvolfiuje DNA
z komplexu membran a proteint. DalSi modifikaci této izolace je pfidani CTAB-PVP.
Pfidani PVP odstranuje kontaminanty a umoziiuje tak ziskani Cisté a kvalitn&jSi DNA
(Williams et al., 1992; Borges, 2009; Murray a Thompson, 1980).

3.4.2 Polymerazova retézova reakce

Metoda PCR byla popsana v roce 1984 (Saiki et al., 1988). Zavedeni a rychly
rozvoj této techniky na pfelomu 80. a 90. let minulého stoleti vyrazné zjednodusil
fadu protokold pouzivanych v molekularni biologii. PCR umoziuje ziskat
pozadovanou a specifickou sekvenci genomové DNA v libovolném mnozZstvi in vitro,

coz je jednou z jejich vyhod (Smarda et al., 2005).

Principem této metody je amplifikace Useku jaderné DNA, pokud zname
nukleotidové sekvence lezici v blizkosti nasi cilové oblasti — tzv. primery. Primery
jsou uméle nasyntetizované oligonukleotidy (10-30 bazi dlouhé), které jsou
komplementarni k sekvencim dsDNA. Pfi PCR se cyklicky opakuje enzymova
syntéza novych fetézch usekl dsDNA ve sméru 5° — 3 prostfednictvim DNA-
polymerazy. Usek nukleotidové sekvence je vymezen pfipojenim dvou primer(,
které se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3'- konce sméfuji proti sobé.
Po pfidani DNA- polymerazy a nukleotidli pak probiha syntéza novych viaken na
obou fetézcich proti sméru. K syntéze DNA se pouziva vétSinou Taq DNA-
polymeraza, ktera byla poprvé izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Je
specificka tim, Ze odolava vysokym teplotam, pfi nichz uz DNA denaturuje. To
umoziuje, aby syntéza DNA probihala opakované formou cykl(. PCR je proces, pfi
némz se v zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné stfidaji tfi kroky, b&€hem
nichz probihaji tfi odliSné déje s odliSnymi naroky na teplotu a fragmenty DNA se

mnozi exponencialni fadou (Horacek, 2008).
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3.4.4 Sangerova metoda sekvenovani

Sangerova metoda, oznaCovana také jako enzymova sekvenace, je povazovana
za nejCastéji pouzivanou sekvenacni technologii zaloZzenou na elektroforéze. Tato
metoda je zaloZena na sekvenaci pomoci detekce ukonéeni prodluzujiciho se
vlakna DNA. K tomuto ukon&eni vlakna DNA se vyuziva dideoxynukleotid (Jarvie,
2005). Na zadatku experimentu je potfeba pfiprava tzv. DNA knihovny. Retézec
DNA je sestfizen na kratSi useky (Sanger et al., 1977). DalSim krokem experimentu
je navazani radioaktivné znaceného primeru, ktery je komplementarni k zacatku
sekvenovaného mista a je tedy vychozim bodem pro syntézu nového vladkna
(Zvarova a Mazura, 2012). Kromé toho, Ze ddNTPs obsahuji na 3‘ uhliku vodik
hydroxylové skupiny, jsou ddNTPs v podstaté stejné jako deoxynukleotidy (ANTPs).
Jsou-li tyto modifikované nukleotidy zaclenény do sekvence, znemozni vytvoreni
fosfodiesterové vazby s dal§im nukleotidem, &imz ukon&uje prodluzujici se fetézec
DNA (Franca et al., 2002). Sekvenace probiha ve &tyfech oddélenych zkumavkach,
do kterych je pfidana reakéni smés obsahujici primery, templat, DNA polymeraza,
fluorescenéné znacené dNTPs a pfidané ddNTPs. V kazdé ze Ctyf reakénich smési
je pfitomen jeden charakteristicky ddNTP — ddATP, ddCTP, ddGTP nebo ddTTP.
Aby mohla zaroven probihat i klasicka syntéza DNA, jsou ddNTPs ve smési v nizké
koncentraci (pomér ddNTP : dNTP zpravidla odpovida 1 : 100). Vysledkem reakce
jsou fragmenty DNA o rlizné délce, zakoncené fluorescenéné znacenymi ddNTPs.
Fragmenty jsou denaturovany a roztfidény podle velikosti elektroforézou na
polyakrylamidovém gelu (kazda reakéni smés ma svou drahu). Po ozareni vznika
obraz s typickymi prouzky, ze kterych lze odvodit sekvenci DNA (Snustad et al.,
2009). Modernégjsi modifikace této metody umoZziuje sekvenaci v jedné reakci a
vyuziva fluorescenéniho zna€eni na misto radioaktivniho jako v tradi¢ni metodice.
Fluorescencni znacky se pfipojuji na 3" konce dideoxynukleotidd (ddNTP). Pro
kazdy ddNTP mzeme pouzit jiny fluochrom (Obr. 4, 5), (Prober et al., 1987).
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Obrazek 4: Sangerova metoda (Estevezj, 2012)
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Obrazek 5: Sangerova metoda sekvenovani (labguide.cz)
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4. Material a metody

Pro analyzu byly pouzity soubory rostlin fepky vypéstované z osiva ziskaného
z VURV Praha - Ruzyné&. Na zakladé fenotypizace byly vybrany 4 genotypy, které
byly vytipovany jako obnovitelé fertility (Rf), 8 sterilnich matek, 3 genotypy, které
vznikly kfizenim sterilni matky a bézné liniové odridy a 4 genotypy, které byly

vytipovany jako udrzovatelé sterility v systému Shaan 2A (Tab. 4).

Tabulka 4: Pfehled komponentu pro systém sterility Shaan 2A

Cislo vzorku Oznaceni Specifikace

1 S5 Obnovitel fertility pro Shaan 2A

2 S6 Obnovitel fertility pro Shaan 2A

3 S8 Obnovitel fertility pro Shaan 2A

4 S2 x OP-4 CMS matka Shaan 2A

5 S2 CMS matka Shaan 2A

6 S2 x OP-4 CMS matka Shaan 2A

7 S2 CMS matka Shaan 2A

8 S3x OP-1 CMS matka Shaan 2A

9 S3 CMS matka Shaan 2A

10 S3 x OP-1 CMS matka Shaan 2A

11 S3 CMS matka Shaan 2A

12 S2 x Californium F1 hybrid CMS matka x bézna linie
13 S3 x Californium F1 hybrid CMS matka x bézna linie
14 S3 x OP-5607 F1 hybrid CMS matka x bézna linie
15 OP-1 Udrzovatel sterility pro S3

16 OP-1 UdrZovatel sterility pro S3

17 OP-4 Udrzovatel sterility pro S3

18 OP-4 UdrZovatel sterility pro S3

19 S9 Obnovitel fertility pro Shaan 2A
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4.1 |zolace DNA

DNA jsem izolovala z déloznich listd fepky, které jsem ihned po odbéru zmrazila
na -20°C. Kvlastni izolaci DNA jsem pouzila pro fepku modifikovanou metodu
pomoci CTAB-PVP.

Izolace rostlinné DNA pomoci CTAB-PVP

Chemikalie pro izolaci DNA:

Tris  (hydroxymethyl) aminomethan TRIS, Chlorid sodny NaCl, Kys.
ethylendiamintetraoctova EDTA, Hexadecyltrimethylamonium bromid CTAB,

Polyvinylpyrolidon PVP, Merkaptoethanol, Chloroform, Ethanol 75 %, Isopropanol
Postup:

1) nejdfive jsem sterilni pinzetou odebrala 20-30 mg rostlinného materialu (Cerstvé

nebo zmrazené listy Fepky) a dala do mikrocentrifuga&ni zkumavky

2) zhomogenizovala jsem material pomoci tfeciho tlou¢ku

3) do 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky jsem dala 500 pl extrakéniho pufru
(495 pl 2% CTAB PVP + 5 pl B-merkaptoethanol) a pfedehfala na 65 °C

4) pfidala zhomogenizovany material

5) poté jsem nechala 5 minut inkubovat pfi 65 °C, béhem inkubace jednou lehce
promichala

6) dale jsem pfidala 500 yl smési chloroformu-IAA a 5 minut protfepavala

7) centrifugovala 5 minut na rychlost 14 000 pfi teploté 21 °C

8) poté jsem do novych mikrocentrifugacnich zkumavek prepipetovala vodni fazi

9) pfidala 2/3 objemu isopropanolu a 2-3x lehce promichala

10) dala na 24h do -20 °C

11) poté znovu centrifugovala 5 minut pfi 4 °C a rychlosti 14 000, dale odstranila
supernatant

12) pfidala 1000 ul ledového 70 % ethanolu, centrifugovala 5 minut pfi rychlosti

14 000 a teploté 4 °C, poté slila a ususila

13) dle mnozstvi peletu pfidala 20-200 pl pufru

14) uzaviené mikrocentrifugani zkumavky jsem nechala pfi 37 °C tfepat, aby doslo

k rozpusténi DNA po dobu 40 minut, DNA uchovala pfi -20 °C
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4.2 Méreni koncentrace DNA

Pro méreni koncentrace DNA v izolatu jsem pouzila pfistroj Spektrofotometr for

Life Science BioSpec — nano od firmy Shimadzu Biotech (Obr. 6).
Postup méfeni:

1) Nejprve jsem vynulovala spektrofotometr oproti slepému vzorku (,blank®), kterym

je obvykle voda (v naSem pfipadé TE pufr), ktera byla pouzita pro fedéni roztoku

2) Poté jsem napipetovala vzdy 1 pl od kazdého vzorku DNA a zméfila koncentraci

DNA, po kazdém vzorku vyuzijeme automatické otfeni

-

Obrazek 6: Spektrofotometr (Shimadzu.com, 2012)
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Obrazek 7: Méfeni koncentrace DNA (Shimadzu.com, 2012), Vpravo je graf, kdy na ose X
je vinova délka v nanometrech a na ose Y Cislo OD. Vlevo je vypsana koncentrace nukleové
kyseliny. Pod nim je Cislo OD 260/280, znacici podil absorbance pfi 260 nm a 280 nm
a hodnotici &istotu izolatu. Optimalné by se mél pohybovat okolo 2, pokud je pomér nizsi nez
1,8 miZe to znamenat pFitomnost bilkovin nebo jinych kontaminant(. Cislo OD 260/230 se
pouziva jako sekundarni mira Cistoty, méla by se pohybovat v rozmezi 2,0 — 2,2. Pokud je
vyrazné niz§i muze to predpovidat pfitomnost kontaminantu.
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4.3 Navrh primeru

Existuje fada webovych programu pro navrh specifické sekvence primert, jako
jsou napf. Primer 3 Input nebo Primer Express. Pro design primeru plati nékolik

obecnych pravidel:

=>» Délka primer( by méla byt 18-25 nukleotid(

= Obsah guaninu a cytosinu by se méla pohybovat v rozmezi 40-60 %

=> Mélo by byt zajiSténo rovhomérné rozmisténi oblasti bohatych na G/C a A/T

=>» Teplota tani by méla byt okolo 55-75 °C, Tm primer( by se nemély vyrazné liSit,

rozdil mezi Tm primer( maximalné 2 °C
Postup navrhovani:

1) Prvnim krokem pfi navrhu primeru je nalezeni sekvence daného genu. Nejdfive si
tedy na webovych strankach http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ vyhledame sekvenci

genu, jez chceme zkoumat.

2) Nasleduje prfevod sekvence do FASTA formatu, budto kliknutim na FASTA

format, jiz v GenBank, nebo zkopirovanim sekvence do poznamkoveho bloku.

3) Pro vlastni navrh primerd, zjisténi po¢atku a konce v sekvenci, teploty tani, podilu
GC parQ a informaci o tvorbé sekundarnich struktur a dimer( pouzijeme program
Primer Express nebo Primer 3 Input, ktery nalezneme na webovych strankach

http://primer3.ut.ee/

4) Dale sekvenci zkopirujeme a vilozime do nastroje Primer BLAST na webovych
strankach https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Diky tomuto programu
muzeme zjistit, do jaké miry budou primery nasedat na dal$i sekvence v databazi.
Tim muzeme posoudit specificitu primeru. Umozriuje tedy srovnani nasi sekvence
se sekvencemi v databazi azaroven rozpoznani obdobnych sekvenci nad
definovanou hranici podobnosti, nebo pouzijeme Clustal na webovych strankach

http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw

5) Vector - Timto programem ziskdame informace o tvorbé sekundarnich struktur

a dimert, Sekundarni struktury: tolerance AG -5 kcal/mol az 2 kcal/mol
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4.4 Polymerazova retézova reakce

Chemikalie pro PCR:
Termostabilni DNA polymeraza
Smés nukleotidd dNTPs

10x koncentrovany pufr

MgClI2

Primer Forward, Primer Reverse

Postup PCR reakce:

PCR reakci jsme provedla v objemu 10 pl za pouziti komeréniho mixu PPP master
mix.

Slozeni reakéni smési (pro 1 vzorek):
5 ul PPP master mix

0,5 pl DNA

0,25 pl Primer 1

0,25 pl Primer 2

4 ul H,O
Amplifikace byla provadéna v termocyklerech s nasledujicim teplotnim schématem:

Pocdatecni denaturaéni faze 94 °C 5 min

Annealing 57°C30s
Zavérelna elongace 10 min
Chlazeni 4°C
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Gradientova PCR

95 °C - 5 min

95°C-30s

52-62°C-45s

72°C—-90s
72 °C — 10 min
4°C - =

4.5 Priprava agarézového gelu

Agarozovy gel byl pfipraven dle bézné metodiky v zavislosti na délce

vizualizovanych fragmentu (Tab. 5,6).

Tabulka 5: Slozeni 1% agarézového gelu

Objem Agaréza 5x TBE Voda Ethidium bromid

50 ml 0,509 10 ml 40 ml 1,5l
100 ml 10g 20 ml 80 ml 2ul
200 ml 209 40 ml 160 ml 4 ul

Tabulka 6: Slozeni 1,5% agar6zového gelu

Objem Agaréza 5x TBE Voda Ethidium bromid

50 ml 0,759 10 ml 40 ml 1,5l
100 ml 15¢g 20 mi 80 ml 2yl
200 ml 30¢g 40 ml 160 ml 4 pl

Potreby: zdroj elektrického napéti, elektroforeticka vana, vaniCka, hfebinek,

agaroza, elektroforeticky pufr TBE, velikostni marker (tzv. ladder).

Postup:

1) Na analytickych vahach jsem odvazila pfesné mnozstvi agarézy dle pozadované

velikosti a koncentrace gelu a vsypala do Erlenmeyerovy bariky

2) Dale jsem pfidala do bariky pfesné mnozstvi 1x TBE pufru a krouZivym pohybem

obsah barky zamichala
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3) Poté jsem vlozZila bariku do mikrovinné trouby a zahfivala, dokud smés nebyla

kompletné tekuta a transparentni (bez kousku agarozy)
4) Pripravila jsem formu na gel s hiebinkem

5) Zchladila jsem opatrné Erlenmeyerovu bariku i s obsahem pod tekouci vodou,

aby se neroztavila plastova forma a nedoslo k degradaci fluorescencniho barviva

6) Pfidala jsem do bariky s agarézou poZadované mnoZstvi Ethidium bromidu

a dobfe zamichala
7) Opatrné jsem vlila obsah barnky do formy na gel s viozenym hifebinkem

8) Jakmile gel ztuhl (po 15-20 minutach), vytahla jsem opatrné hieben a gel viozila
do elektroforetické vany elektroforézy. Pfidala jsem 1x TBE pufr do elektroforézy

(gel musi byt cely ponofen).

4.6 Elektroforéza

Elektroforetické rozdéleni DNA fragmentu bylo provadéno v elektroforetické vané
s 1x TBE pufrem (Tris, kyselina borita, 0,5 M EDTA). Vzorek po PCR amplifikaci byl
nanasen do 1% agarového gelu (100 ml TBE, 1 g agarézy a 2 pl 1 %
ethidiumbromidu) nebo 1,5 % agarového gelu s ethidiumbromidem (100 ml TBE, 1,5
g agarézy a 2 ul 1 % ethidiumbromidu). Jako marker byl pouzit 100 bp DNA ladder.
Na elektroforéze byl prvnich 10 minut nastaven proud 40 V, poté zvySen na 90 V.
Cela separace probihala obvykle kolem 90 minut. Pro vizualizaci rozdélenych DNA
fragmentl byla vyuzita vlastnost ethidium bromidu navazaného na DNA vyzafovat
fluorescenci UV svétle. Vysledny gel byl ozafen UV svétlem a vyfocen. Tyto snimky

byly poté pfeneseny do pocitate, kde byly softwarové upraveny a vyhodnoceny.
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4.7 Primery

Navrh primer( jsem provadéla pro gen AT3G22470.1 - Pentatricopeptide repeat
(PPR) superfamily protein (Obr. 8) a také pro AT1G12300.1 - Tetratricopeptide
repeat (TPR)-like superfamily protein (Obr. 9), které byly na pracovisti University of
York v laboratofi prof. I. Bancrofta vytipovany jako geny potencialné spojené

s obnovou fertility v systému Shaan 2A.

ATGTTGTGTCGGAGATTGGTACTCGAGCCTCGTATCCCTCCTCTTACAACTCATAATTTGCTCTCTTGTTTCCTTCTCTC
ATGCGAACGAGGCTTCTCTGGCGATGGGAAGATGTCTTGTTACAAAGAGAAGCTGAGGAACGGACTCATCAATATCAAGA
AAGATGAAGCTGTTGCTCTGTTTCAGTCCATGCTTCGGTCTCGTCCTCTTCCTACTCTCATAGATTTCAGTAAACTGTTT
AGTGGCATTGGCCAGAACAAAACAGTATGATCTCGTGTTATCTCTCTGCAACCAAATGGAATTGCAAGGRGATTCCACATA
ACATCTACACTCTGAGTATTGTCATCAATTGCTTCTGCAGGAGTCGTAAACTCGGTTTTGCCTTTTCAACTTTGATTAAC
GGTTTATGTCTCGTGRGTAGAGTTTCCCAAGCTGTGRAGTTAGTTGATCGTATGGTGGAAATGAAGGTTATTCCARATCT
CATCACTCTTGTCAATGRACTTTGTCTCCAAGATAGAGTGTCTGAAGCAGTGGCTTTGATAGATCGAATGGTGAAAAACG
GATGTCAACCTGACGCATTTACATATGGTCCGATTTTGAACAGAAAGCAGTGGCTTTGATAGATCGAATGGTGAAAAACG
GATGTCAACCTGACGCATTTACATATGGTCCGATTTTGAACAGAATGTGCAAGTCAGGAAGATGGAAGATAGAAAGGTCA
AGCCTCAAGTAGTCACGTACAATATCATCATTGACAGTCTTTGCAAAGACGGGAGCCTCGACGATGCACTCAGCCTTTTC
AATCAAATGGAAACCAAAGGTATCAAACCAAATGTCTTTACCTACACCTCTCTCATTGGAGGCTTTTGTAGTGCCGGTAG
ATGGGATGACGGCGCACAGTTGTTGAGGGATATGATTACAAAGGAAATCACACCGGTGTGCGTTGATTGATAGTCTTGTG
AAAGAGGGCAAGTTTTCTGAGGCTAAGGAATTGTACAATGAGATGATCACAAGAGGCATAGATCCTGACACCATTACATA
TAATTCTTTGATATATGGGTTGTGCATGRAGAACCGCTTAGATGAGGCCAACCAGATGATGAATCTGATGGTTAGCAAGG
GTTGTGATCCGAGTATCATGACTTATAATACCCTTATAAATGGATATTGTAAGGCTAAAATGGTTGATGATGCTACGAGA
CTTTTCCGCAAAATGTCTCCGAGAGGAGTGRTTGCGGATTCAGTCACTTATAACACTCTCATCCAAGGGTTTTGTCAATC
TGRGCAACTTAATGTGGCCAAGGAACTCTTCCAAGAGATGGTTTCTGAAGGTGTTCATCCTAATATTATGACTTACGGTA
TTTTGCTGGATGCGTTGTGTGACAATGGAGAACTAGAAGAGGCTTTGGGAATACTTGAAAAAATGCACAAGACTAACATG
GAACTTGACATTGGTGTCTATAATATCATCATTCACGGGATGTGCAATGCACATAAGGTCGATGATGCTTGGGATCTATT
CTGTAGCCTCTCTCTCAAAGGAGTGAAGCCTGATGTTAAGACATACACCATAATGATTGGAGGACTATGTAAGAAAGGCT
CGATGTCTGAAGCGGGRCCTATTGTTTAAGAAAATGGGAGAGGATGGGATTGCACCAGATGATTGTACGTACAACACACTA
ATCCGAGCACATCTCCGAGGTGGTGACGTAGCGACATCAGCTAAACTTATAGAAGAAATGAAGAGTTGTGGGTTCTCTTC
AGATGCTTCCACCGTAAAGATTGTTATGGATATGCTATCGGATGGTAGAATGAAGAAAAGCTTTCTGRATATGCTTTCTT
AG

Obrazek 8: Sekvence genu AT3G22470.1 - Pentatricopeptide repeat (PPR)
superfamily protein

ATGATGATACGAAGAACATGTATTCCTCTTCATCGGAAAGCTTTCGCATTGGTTCAGCCTCGTTTCTCTGGAACAGGTAC
CTCGATTGGTTCTAGCAGCGATAGAAATTTCTCTTACAAAGAGARACTGAGGAGTGGTCTCGTCGATATAAAGAAAGATG
ATGCTGTTGCTCTGTTTCAGTCCATGATTCAGTCTCGTCCTCTGCCTACCGTCGTTGATTTCAGTAGATTGTTTAGTGGC
ATTGCCAGAACAAAACAGTATGATCTCGTGTTGTCTCTCTGCAAGCAAATGGAATCGAATGGGATTGCGCATGACCTCTA
CACGCTCAGCATTGTCATCAATTGCTTCTGCCGTCGCCRGAAACTCGRTTTTGCTTTTTCTGTTTTTGGAAAGATGTTGA
AGCTTGGGTATGAGCCTACCACGGTTACATTTTCAACTTTGATCAACGGATTGTGTCTCGAGGGTCGAGTCTCTGAAGLCT
GTGGAGTTAGTTGATCGTATGGTGGAAATGAAGGTTGTTCCAAATCTCATCATACTTAACACTCTTGTCAACGGTCTTTG
TCTTCAAGATAGAGTGTCTGAAGCAGTGGCTTTGATAGATCGAATGATGTCAACCCGATCAATTTACCTATGGTCCGGTT
TTGAACAGAATGTGTAAGTCAGGTAACACTGCCTCGGCCTTTGATCTGCTCACAAAGATGGAAGATAGAAAGAT CAAGCT
TCAAGTAGTCATATATAATATGATCATTGACAGTCTTTGCAAAGATGAGAGCCTCGACGATGCACTCAGCCTTTTCAGTG
AAATGGAAACCAAAGGTATCAAACCAAATGTCTTTACCTACACCTCTCTCATAGGAGGCTTCTGTAATGCCGGGAGATGG
GATGACGGCGCACAGTTGCTGAGAGATATGATCACAAGGGACATCACCCCGGACGTCGTCACTTTCAATGCGTTGATTGA
TAGTTTTGTAARAGAGGGAAAGCTTACGGAGGCTCAAGAATTGTACAATGAGATGATCACAAGAGGCATAGATCCTAATA
CCATTACATATACTACTTTGATATATGGGTTGTGCATGGAGAACCGCTTAGATGAAGCCAACCAGATGATGRACCTGATG
GTTAGCAAGGGATGCGATCCTAATAGCGTGACTTATAGTATCCTTATAAACGGATATTGTAAAAATAAACTGGTTGATGA
AGGTATGAGACTTTTCCGCAAAATGTCTCTGAGAGGAGTGGTTGCCGATACAGTCACTTATAGCACTCTCATCCAAGGAT
TTTGTCAAACGGGAAAACCTAAGGTTGCAAAAGATCTCTTCCAAGAGATGGTTTCTATTGGTGTGCCACCGAGTGTTGTG
ACTTACGGTATTTTGCTGGATGGGTTGTGTGACAATGGAGAACTAGAAAAGGCTTTGGAAATACTTGATCAAATGCACAA
TTGTAAGATGGATCCTGGTATTTGTATATATTCTATAATCATTCACGGGATGTGCAATGCTGGTAAGGTCGATGGTGCTT
GGGATCTATTCTGTAGCTTACCTTCGAAAGGAGTGAAGCCCAATGTTAAGACATTCACCGTAATGATTTCGGGATTGTGT
AAGAAAGGGTCACTGCCTGAAGCAAACATCTTGC TAAGAAAAATGGAGGAAGATGGGATTGTGCCAAATGTTTGTACATA
CAACACACTAATCCGAGCTCATCTCAGCGGCRGTGACATAAGCAACTCAGTTGAACTCATCGAAGAAATGAAGAGGTGTG
GCTTCTCTGCAGATGCTTCCACCATAAAGATGGTGATGRATATGTTGTCGGATGGTAGATTGGACAAAAGCTTTTTGGAT
ATGCTCTCTGGTCCTTTTGGAGACAAATCATCATCATCGTTGGATTGA

Obrazek 9: Sekvence genu AT1G12300.1 - Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily
protein
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4.8 Sekvenovani

Priprava vzorku pro sekvenovani PCR amplikont

Postup:

1) Nejprve jsem prenesla 10 yl PCR produktu do popsané 1,5 ml mikrocentrifugacni
zkumavky

2) K PCR produktu jsem pfidala 2 pyl enzymu ExoSAP z mraziciho boxu
3) Poté nechala 15 minut inkubovat pfi 37 °C

4) Znovu nechala 15 minut inkubovat pfi 80 °C

5) Nakonec jsem pfidala 5 ul Forward primeru

6) Takto nachystané vzorky jsem odeslala do firmy SEQme pro sekvenacni analyzu
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5. Vysledky
5.1 I1zolace DNA z déloznich listu rostlin s uréenym fenotypem

Byla provedena izolace DNA pomoci metody CTAB-PVP. Izolace byla uspésna

u vSech vzorkl. Koncentrace DNA jsou uvedeny v tab. 7.

Tabulka 7: Koncentrace DNA ziskané pomoci metody CTAB-PVP

Oznaceni rostliny Obsah DNA [ng/pl]
Rostlina &. 1 178,54
Rostlina €. 2 84,03
Rostlina €. 3 175,94
Rostlina €. 4 108,22
Rostlina €. 5 98,81
Rostlina €. 6 172,36
Rostlina €. 7 207,43
Rostlina €. 8 249,06
Rostlina €. 9 594,44
Rostlina €. 10 304,73
Rostlina &. 11 451,94
Rostlina €. 12 598,31
Rostlina €. 13 300,88
Rostlina €. 15 112,73
Rostlina €. 16 236,65
Rostlina &. 17 302,56
Rostlina €. 18 84,26
Rostlina ¢. 19 141,86
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5.2 Primery

V tabulce (Tab. 8) je uveden soubor mnou navrzenych primeru, které byly pouzity
pro amplifikaci éasti gent PPR a TPR. Uspé&3né amplifikované Useky byly nasledné

sekvenovany.

Tabulka 8: Seznam testovanych primer

Nazev Sekvence 5'- 3¢ Pozice Tm Obsah Pocet
primert (°C) GC (%) bazi
PPR1F AGC CTC GTATCCCTCCTCTT 1. pol. genu 59,4 55 20
PPR1R AAT GGT GTC AGG ATC TAT GCC 1. pol. genu 57,5 47,6 21
PPR 2 F GAG CCT CGT ATC CCT CCT 1. pol. genu 57,07 61,1 18
PPR 2R AGG ATC TAT GCC TCT TGT GA 1. pol. genu 55,32 45 20
PPR 3 F AAG CGG GCC TGT TGT TTA AG 2.pol.genu 56 50 20
PPR 3R ACG GTG GAA GCA TCT GAA GA 2.pol.genu 56,2 50 20
PPR 4 F TTG TAG TGC CGG TAG ATG GG 2. pol. genu 59,17 55 20
PPR 4R ACG GTG GAA GCA TCT GAA GA 2.pol.genu 59,02 50 20
PPR5F CGG TCT CGT CCT CTT CCT AC 1. pol.genu 58,98 60 20
PPR 5R CTA AGC GGT TCT CCA TGC AC 1. pol. genu 58,99 55 20
PPR 6 F GAG AAG CTG AGG AAC GGA CT 1. pol. genu 59,11 55 20
PPR 6 R GCC TCA GAA AACTTG CCC TC 1. pol. genu 59,12 55 20
PPR 7 F TCT CTG GCG ATG GGA AGA TG 1. pol. genu 59,24 55 20

1

1

1

1

1

2

2

2

2

1

1

2

2

PPR 7R GTT CTC CAT GCA CAA CCC AT . pol. genu 58,45 50 20
TPR1F TCT GCC TACCGT CGT TGATT . pol. genu 59,11 50 20
TPR1R TGA CTG TAT CGG CAACCACT . pol. genu 59,03 50 20
TPR2F TTC AGC CTC GTT TCT CTG GA . pol. genu 58,66 50 20
TPR2R GTT CTC CAT GCA CAA CCC AT . pol. genu 58,45 50 20
TPR3F TCT GTA ATG CCG GGA GAT GG . pol. genu 59,24 55 20
TPR3R TCC AAA AGG ACC AGA GAG CA . pol. genu 58,57 50 20
TPR4F GAT GGT TTC TAT TGG TGT GCC . pol. genu 57,22 47,62 21
TPR4R TGT CCA ATC TAC CAT CCG ACA . pol. genu 58,54 47,62 21
TPRSF AGC CTC GTT TCT CTG GAA CA . pol. genu 58,95 50 20
TPR5R CTAAGCGGTTCTCCATGCAC . pol. genu 58,99 55 20
TPRG6 F TCT GTA ATG CCG GGA GAT GG . pol. genu 59,24 55 20
TPRG6R TCC AAA AGG ACC AGA GAG CA . pol. genu 58,57 50 20

) Primery spravné nasedajici na DNA => dochazi ke specifické amplifikaci

[ Primery nespravné nasedajici na DNA => nedochazi ke specifické amplifikaci
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Na obrazcich 10 a 11 je znazornéna pozice primerl navrzenych a vybranych pro

analyzy pfitomnosti PPR a TPR gend.

ATGTTGTGTCGGAGATTGGTACTCGAGCCTCGTATCCCTCCTCTTACAACTCATAATTTGCTCTCTTGTTTCCTTCTCTCATGCGAACG
AGGCTTCTCTGGCGATGGGAAGATGTCTTGTTACAAAGAGAAGCTGAGGAACGGACTCATCAATATCAAGAAAGATGAAGCTGTT
GCTCTGTTTCAGTCCATGCTTEGGTCTCBTCETETTCETAGTCTCATAGAT TTCAGTAAACTGT TTAGTGGCATTGGCCAGAACAAAA
CAGTATGATCTCGTGTTATCTCTCTGCAACCAAATGGAATIGCAAGGGATTCCACATAACATCTACACTCTGAGTATIGTCA TCAATT
GCTTCTGCAGGAGTCGTAAACTCGGTTTTGCCTTTTCAACTTTGATTAACGGTTTATGTCTCG TGGE TAGAGTTTCCCAAGCTGTGG
AGTTAGTIGATCGTATGGTGGAAATGAAGGTTATICCAAATCTCATCACTCTTG TCAATGGACTTTG TCTCCAAGATAGAGTGTCTG
AAGCAGTGGCTTTGATAGATCGAATGGTGAAAAACGGATGTCAACCTGACGCATTTACATATGGTCCGATTTTGAACAGAAAGCA
GTGGCTTTGATAGATCGAATGGTGAAAAACGGATGTCAACCTGACGCATTTACATATGGTCCGATTTTGAACAGAATGTGCAAGTC
AGGAAGATGGAAGATAGAAAGGTCAAGCCTCAAGTAGTCACGTACAATATCATCATIGACAGTCTTTGCAAAGACGGGAGCCTCE
ACGATGCACTCAGCCTTTTCAATCAAATGGAAACCAAAGGTATCAAACCAAATGTCTTTACCTACACCTCTCTCATTGGAGGCTTINE

TGACGGCGCACAGTTGTTGAGGGATATGATTACAAAGGAAATCACACCGGTGTGCGTTGATIGATAG
TCTTGTGAAAGAGGGCAAGTTTTCTGAGGCTAAGGAATTGTACAATGAGATGATCACAAGAGGCATAGATCCTGACACCATTACAT
ATAATICTTTGATATATGGGTTEIGEATCEAGARCEEEITAGA TGAGGCCAACCAGATGATGAATCTGATGG TTAGCAAGGGTTGT
GATCCGAGTATCGTGACTTATAATACCCTTATAAATGGATATTGTAAGGCTAAAATGGTTGATGATGCTACGAGACTTTTCCGCAAA
ATGTCTCCGAGAGGAGTGGTTGCGGATTCAGTCACTTATAACACTCTCATCCAAGGG TTTTG TCAATCTGGGCAACTTAATGTGGLE
AAGGAACTCTICCAAGAGATGGTTTCTGAAGGTGTTCATCCTAATATTATGACTTACGGTATTTTGCTGGATGCGTTGTG TGACAAT
GGAGAACTAGAAGAGGCTTTGGGAATACTIGAAAAAATGCACAAGACTAACATGGAACTTGACATIGGTGTCTATAATATCATCAT
TCACGGGATGTGCAATGCACATAAGGTCGATGATGCTTGGGATCTATICTGTAGCCTCTCTCTCAAAGGAGTGAAGCCTGATGTTA
AGACATACACCATAATGATTGGAGGACTATGTAAGAAAGGCTCGATGTCTGAAGCGGGCCTGTTGTTTAAGAAAATGGGAGAGEA
TGGGATTGCACCAGATGATIGTACGTACAACACACTAATCCGAGCACATCTCCGAGGTGGTGACGTAGCGACATCAGCTAAACTTA
TAGAAGAAATGAAGAGTTGTGGGTTC R EIBRREEE - - A G A TTGTTATGGATATGC TATCGGATGGTAGAATGAAG
AAAAGCTTTCTGGATATGCTTTCTTAG

Obrazek 10: Sekvence genu PPR s vyzna¢enymi pozicemi primerd pouzitych pro amplifikaci
Casti sekvence genu pro osekvenovani

B Primery PPR4F + R

Primery PPR5 F + R

ATGATGATACGAAGAACATGTATTCCTCTTCATCGGAAAGCTTTCGCATTGGTTCAGCCTCGTTTICTCTGGAACAGGTACCTCG
ATTGGTTCTAGCAGCGATAGAAATITCTCTTACAAAGAGAAACTGAGGAGTGGTCTCGTCGATATAAAGAAAGATGATGCTG
TTGCTCTGTITCAGTCCATGATTCAGTCTCGTCCTCTGCCTACCGTCGTIGAT TTCAGTAGATTGTTTAGTGGCATTGCCAGAAC
AAAACAGTATGATCTCGTGTTGTCTCTCTGCAAGCAAATGGAATCGAATGGGATTGCGCATGACCTCTACACGCTCAGCATTG
TCATCAATTGCTTCTGCCGTCGCCGGAAACTCGGTTTTGCTTTTTCTGTT TTTGGAAAGATGTT GAAGCTTG GEGTATGAGCCTA
CCACGGTTACATTTTCAACTTTGATCAACGGATTGTGTCTCGAGG GTCGAGTCTCTGAAGCTGTGGAGTTAGTTGATCGTATG
GTGGAAATGAAGGTTGTTCCAAATCTCATCATACTTAACACTCTTGTCAACGGTCTITGTCTTCAAGATAGAGTGTCTGAAGCA
GTGGCTTTGATAGATCGAATGATGTCAACCCGATCAATTTACCTATGGTCCGGTT TTGAACAGAATGTGTAAGTCAGGTAACA
CTGCCTCGGLCTTTGATCTGCTCACAAAGATGGAAGATAGAAAGATCAAGCCTCAAGTAGTCATATATAATATGATCATTIGAC
AGTCTTTGCAAAGATGAGAGCCTCGACGATGCACTCAGCCTTTTCAGTGAAATGGAAACCAAAGGTATCAAACCAAATGTCTT
TACCTACACCTCTCTCATAGGAGGCTTICTGTAATGCCGGGAGATEGGGATGACGGCGCACAGTTGCTGAGAGATATGATCACA
AGGGACATCACCCCGGACGTCGTCACTTTCAATGCGTTGATTGATAGTITTGTAAAAGAGGGAAAGCTTACGGAGGCTCAAG
AATTGTACAATGAGATGATCACAAGAGGCATAGATCCTAATACCATTACATATACTACTTITGATATATGGGTIGIGCATGGAG
AACCGCTTAGATGAAGCCAACCAGATGATGGACCTGATGETTAGCAAGGGATGCGATCCTAATAGCGTGACTTATAGTATCC
TTATAAACGGATATTGTAAAAATAAACTGGTTGATGAAGGTATGAGACTTTTCCGCAAAATGTCTCTGAGAGGAGTGGTTGCC
GATACAGTCACTTATAGCACTCTCATCCAAGGATTTTGTCAAACGGGAAAACCTAAGGTTGCAAAAGATCTCTTCCAAGAGAT
GGETTTCTATTGGTGTGCCACCGAGTGTIGTGACTTACGGTATTITIGCTGGATGGGTTGTG TGACAATGGAGAACTAGAAAAG
GCTTTGGAAATACTTGATCAAATGCACAATTGTAAGATGGATCCTGGTATTTGTATATATTCTATAATCATICACGGGATGTGC
AATGCTGETAAGGTCGATGGTGCTTIGGGATCTATTCTG TAGCTTACCTTCGAAAGGAGTGAAGCCCAATGTTAAGACATTICALC
CGTAATGATTTCGGGATTIGTGTAAGAAAGGGTCACTGCCTGAAGCAAACATCTTGCTAAGAAAAATGGAGGAAGATGGGAT
TETGCCAAATGTTTGTACATACAACACACTAATCCGAGCTCATCTCAGCGGCGGTGACATAAGCAACTCAGTTGAACTCATCG
AAGAAATGAAGAGGTGTGGCTTCTCTGCAGATGCTTCCACCATAAAGATGGTGATGGATATGTTGTCGGATGGTAGATTGGA
CAAAAGCTTTTTGGATATGCTCTCTGETCCTTT TGGAGACAAATCATCATCATCGTTGGATTGA

Obrazek 11: Sekvence genu TPR s vyznacenymi pozicemi primerd pouzitych pro amplifikaci
Casti sekvence genu pro osekvenovani

mm Primery TPR5 F + R

Primery TPR6 F + R

34



5.3 Sekvenace genu Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein
Optimalizace nasedaci teploty primerti PPR4 F + R

Na obr. 12 jsou vysledky po gradientové PCR, kde se testovala nejvhodné;si
nasedaci teplota nové navrzenych primerl. Na zakladé vyhodnoceni vysledku
gradientové PCR byla jako nejvhodnéjsi teplota vybrana teplota 60,1 °C. Dalsi
analyzy byly provadény s touto teplotou annealingu.
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Obrazek 12 Elektroforeogram — Gradientova PCR s primery PPR 4 F + R vzorku DNA
rostliny €. 9, Na gel byly naneseny PCR produkty z PCR reakce s nasedacimi teplotami
54,2; 56; 58,6 a 60,1 °C, po obou stranach je velikostni marker.
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Amplifikace fragmentt DNA a jejich nasledné sekvenovani

Na obr. 13 jsou vysledky po PCR s pouZitymi primery PPR4 F + R pro vzorky
DNA rostlin €. 1, 2, 7, 9, 19 a na obr. 14 vysledky po PCR s primery PPR4 F + R pro
vzorky DNA rostlin pfedku fepky.
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Obrazek 13: Elektroforeogram — PCR s primery PPR4 F + R pro vzorky DNA rostlin €. 1, 2,
7,9, 19

Obrazek 14: Elektroforéza — PCR s primery PPR4 F + R pro vzorky DNA rostlin predki
fepky

36



Sekvenovani

Na obr. 15 jsou vysledky po sekvenovani, jehoz prostfednictvim bylo zjisténo
pofadi bazi obnovitel fertility a sterilnich matek a na obr. 16 bylo zjiSténo poradi
bazi predkl Brassica rapa, Brassica oleracea a Raphanus amplifikovanych pomoci
primerového paru PPR4 F + R. Nasledné byly sekvence porovnany v programu

Geneious.

'JO 'O 'E() _'O 'EO !LOO !HO
Consensus  TGA- TG - EOTCAAGEAGA - TATCIITTGETTTANAA - ARATGGAAGGAA - - GATGGGA  TTCEGEEARATGATT GTATATAT
Identity | 4 B = =® - - §- - & § - = |

- Ao SN

D& 1.P41abl TCA CTG CCTGAAGCHEA [MATG-TTGCTTTASAA AAATGGAAGEA- GATGGGA TT-.‘I -_‘ICLAAETGATTGTALATAL

Ce 2.P428b1 TCA CTG
q

BN M A

RN TG AAG CIAGH

NN
b+ 3.P4 7.ab1 TCEHECTG

SR Vol = ia L XS /BN TR SN e > ZDAN \SONLAL
Ce 4,P4 9.8b1 TCA CTGTGAAGCATATG.TTGCTTTASAAE’AEATGGAA.GAAE‘EATGGGAMTTGC.CCAAATGATTGTACATAC

Obrazek 15: Porovnani sekvenci obnoviteld fertility (1,2) a steriinich matek (7,9)

amplifikovanych pomoci primerového paru PPR4 F + R

'OO "1 '30 'JO
Comsersus TN GG GEETRABIHIT G ATRGA G ATIG G G TG AA GEBTRGAG R ATIATIS G FETARH IV G A G GATIH - B G Gy
Identity -L._.-_l_-_l.-._l_-_.-.l_..l..l____.l_.-_.l.l_l_l.l.-_l_-__l_l

NS l_-—qti’
TGGT - - TRCKING AR T T CACEATIA:

L+ 3, RAPHAN... [TC

Obrazek 16: Porovnani sekvenci Brassica rapa, Brassica oleracea a Raphanus

Z diivodu prekryvajicich se bazi nebylo mozné zjistit, které baze se maji na pozicich spravné
nachazet. Proto bylo provedeno sekvenovani druhl Brassica rapa, Brassica oleracea
a Raphanus pro ZzjiSténi rozdild mezi predky Brassica napus a pro ziskani vysvétleni
prekryvajicich se bazi v pfedchozim pripadé. Vysledek sekvenovani byl obdobny jako

u Brassica napus.
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Optimalizace nasedaci teploty primerti PPR5 F + R

Na obr. 17 jsou vysledky po gradientové PCR, kde se testovala nejvhodné;si
nasedaci teplota nové navrZzenych primerl. Na zakladé vyhodnoceni vysledku
gradientové PCR byla jako nejvhodnéjsi teplota vybrana teplota 61 °C. Dalsi

analyzy byly provadény s touto teplotou annealingu.

ladder
2.52.2°C
4.53.7°C
6. 56,1 °C
8.58,7 °C
9.59,9 °C
11.61,5°C
ladder

Obrazek 17: Elektroforéza - Gradientova PCR s primery PPR 5 F + R pro vzorek DNA &. 9.
Na gel byly naneseny PCR produkty z PCR reakce s nasedacimi teplotami 52,2; 53,7; 56,1;
58,7; 59,9 a 61,5 °C, po obou stranach je velikostni marker.
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Amplifikace fragmentt DNA a jejich nasledné sekvenovani

Na obr. 18 jsou vysledky po PCR s pouZitymi primery PPR5 F + R pro vzorky
DNArostlin €. 1, 2, 7, 9, 19.

Obrazek 18: Elektroforeogram — PCR s primery PPR5 F + R pro vzorky DNA rostlin
¢ 1,2,7,9,19

Sekvenovani

Na obr. 19 jsou vysledky po sekvenovani, jehoz prostfednictvim bylo zjisténo
pofadi bazi obnoviteld fertility a sterilnich matek amplifikovanych pomoci
primerového paru PPR5 F + R. Nasledné byly porovnany v programu Geneious.

m 70 720 730 70 750 760
Consensus
Identity

AT
T 1. VZORT.ab1

Pl
TGTGGATAT

O+ 2.VZOR9.ab1

b+ 3. VZOR19.a...

Obrazek 19: Porovnani sekvenci obnovitell fertility (19) a sterilnich matek (7,9)
amplifikovanych pomoci primerového paru PPR5 F + R

Z dlvodu prekryvajicich se bazi nebylo mozné zjistit, které baze se maji na pozicich spravné
nachazet.
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5.4 Sekvenace genu Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily
protein

Optimalizace nasedaci teploty primerd TPR5 F + Ra TPR6 F + R

Pomoci gradientové PCR byla jako nejvhodnéjSi nasedaci teplota pro primerové
pary TPR5 F + R a TPR6 F + R stanovena teplota 60 °C.

Amplifikace fragmentii DNA a jejich nasledné sekvenovani

Na obr. 20 jsou vysledky po PCR s pouzitymi primery TPR5 F + R a TPR6 F + R pro

obnovitele fertility (1) a sterilni matku (5).

Obrazek 20: Elektroforeogram — PCR — Amplifikace fragmentl genu TPR vzorku ¢. 1
(obnovitel fertility) a vzorku €. 5 (sterilni matka) s primery TPR5 F + R a s primery TPR6
F+R
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Sekvenovani

4 0 40 a0 0 0 50 10 2 e o e 5
Consensus TACT TAMCACTC TTGTEAMCG GTETTTGTET TEAAGATAGAGT GTETGAAGCAGTGGETTT GATAGATCC MMIIEIIERITGAT GTEAACCE GATEAATTTACETAT GGTEE GG TTTTGAACAC
identy — =

O+ 1. T1rf2.abl

O+ 2. T1rf3.ab1

\
O+ 3. Tlemsd.a.. ©

Ce 4, TlcmsDa.,  ©

/Y (LYY "
B¢ 5. TImMcms... TACTTAACACTCTTGTCAACGGTCTTTGTCT TCAAGATAGAGT GTCTGAAGCAGTGGETTTGATAGATCGAAT -~ == ===~ == GATGTCAACCCGATCAATTTACCTATGGETCCGGTTT TGAACAC

Obrazek 21: Porovnani sekvenci obnovitell fertility (rf) a sterilnich matek (cms) s udrzovateli

sterility (msms) amplifikovanych pomoci primerového paru TPR5 F + R

110 11 130 150 160 170 190 200 210

Consensus -C-G--CIC.G_CIGG-C_Em_GGG-CIC-GGIG-C-C.G-C—
identiy I

C# 1. T2rf2.ab1

L+ 2, T2rf3.ab1

O+ 3, T2cms4.abl

b+ 4, T2ecms5.abl

/\ W) A WV WY A [\ A
[+ 5. T2mcms15.ab1 AAGAA‘I‘FGTAC TGAGATGATCACAAGAGGCATAGATCCTAATACIATFACATATAITAC GATATATGGG‘!‘FGTGCATGGAGAACCGCTFAGATGAAGCCAACCA

Obrazek 22: Porovnani sekvenci obnovitell fertility (rf) a sterilnich matek (cms) s udrzovateli

sterility (msms) amplifikovanych pomoci primerového paru TPR6 F + R

Z vysledného porovnani sekvenci (Obr. 21; 22) vyplyva, Ze v prvni ¢asti genu, jez
jsem amplifikovala primery TPR5 F + R, se nachazi 11 bp dlouha delece u sterilnich
matek a v druhé &asti genu amplifikované primery TPR6 F + R se nachazi nékolik

jednonukleotidovych polymorfismU specifickych pro matky ¢i pro obnovitele.
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5.5 Navrh primert — markert pro detekci obnovitele fertility v systému
CMS - Shaan 2A

Po porovnani ziskanych sekvenci jsem zjistila, Ze obnovitelé fertility a matky maji
nékolik odliSnosti. NejvyraznéjSi odliSnosti je 11 bp dlouha delece u sterilnich
matek. U obnovitelu fertility téchto 11 bazi bylo pfitomno. Tuto odliSnost jsem
pouzila knavrhu nového selekéniho markeru. Seznam mnou navrZenych

specifickych primer( pro detekci obnovitele fertility je uveden v tab. 9.

Nazev Ocekavana o et
. X Sekvence 5‘- 3 'I;m GC délka o
primert (°C) (%) bazi
fragmentu
S2AcmsF CCT CTA CAC GCT CAG CAT 64,0 54,55 300 bp 22
TGTC
GGT AAATTG ATC GGG TTG
S2AcmsR ACA TCA TTC 65,3 40,74 300 bp 27
GCT TGG GTA TGA GCC TAC
S2ArfF CAC G 65,9 59,09 200 bp 22
S2ArfR GGT TGA CAT CCG TTT TCC 61,8 41,67 200 bp 24
ATC ATT

Tabulka 9: Seznam navrzenych specifickych primerQ pro detekci obnovitele fertility
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Optimalizace nasedaci teploty primeri S2Acms F + R a S2Arf F + R

Na obr. 23 jsou vysledky po gradientové PCR, kde se testovala nejvhodnéjsi
nasedaci teplota nové navrzenych primertl S2Acms F + R. Na zakladé vyhodnoceni
vysledkd gradientové PCR byla jako nejvhodnéjsi teplota vybrana teplota 57 °C.

Dal$i analyzy byly provadény s touto teplotou annealingu.

ladder
2.52,2°C
4.53,7°C
7.57,4°C
9.59,9 °C
11.61,5°C
ladder

Obrazek 23: Elektroforeogram — Gradientova PCR s primery S2Acms F + R pro vzorek DNA
rostliny €. 5. Na gel byly naneseny PCR produkty z PCR reakce s nasedacimi teplotami 52,2;
53,7; 57,4; 59,9 a 61,5 °C, po obou stranach je velikostni marker.
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Na obr. 24 jsou vysledky po gradientové PCR, kde se testovala nejvhodnéjsi
nasedaci teplota nové navrzenych primerd S2Arf F + R. Na zakladé vyhodnoceni
vysledkd gradientové PCR byla jako nejvhodnéjsi teplota vybrana teplota 57 °C.

Dal$i analyzy byly provadény s touto teplotou annealingu
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Obrazek 24: Elektroforeogram — Gradientova PCR s primery S2Arf F + R pro vzorek DNA
rosliny €. 1

Primerovy par S2Acms F + R specificky amplifikoval fragment DNA, pro ktery byl
navrzen. Velikost fragmentl odpovidala predpokladu, nebyly amplifikovany zadné
nespecifické fragmenty. Primerovy par S2Arf F + R nespecificky amplifikoval

fragment DNA.
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Amplifikace fragmenti DNA

Byla provedena PCR pro zjisténi schopnosti primerového paru S2Acms F + R
detekovat CMS rostliny a paru S2Arf F + R detekovat obnovitele fertility
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Obrazek 25: Elektroforeogram - PCR s primery S2Acms F + R pro vzorky DNA rostlin €. 1,2
(rf) a 4,5 (cms)”
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Negativni kontrola
ladder

Rf
Rf
CMs
CMS

Obrazek 26: Elektroforeogram - PCR s primery S2Arf F+ R pro vzorky DNA rostlin €. 1,2 (rf)
a 4,5 (cms)

Rf — obnovitel fertility

CMS — CMS linie Shaan 2A

Primerovy par S2Acms F + R detekoval CMS rostliny (Obr. 25). Primerovy par S2Arf F + R
se musi dale optimalizovat. Bude zapotiebi najit specifi¢téj$i primer pro obnovitele fertility

(Obr. 26).

45



6. DISKUZE

V Ceské republice je v hybridnim $lechténi fepky olejky pouzivano nékolik CMS
systéma jako je OgulNRA, MSL a Polima. V Ciné se vyskytuje 70% odrid fepky, jeZ
jsou zaloZené na CMS, pfedevSim na systému Polima nebo Shaan 2A (Zhao et al.
2010). V Evropé vSak dosud nebyla hybridni odrida fepky olejky zaloZzena na
Shaan 2A CMS systému vySlechténa zadna. Proto je jednim ze zamérl Ceskych
Slechtitell produkovat nové, vylepSené odridy fepky na zakladé tohoto CMS

systému.

V minulosti byly analyzovany sterilni linie Shaan 2A CMS (S; rf/rf), pfislusni
udrzovatelé sterility (N; rf/rf) a obnovitelé fertility (S; Rf/Rf) na molekularni urovni pro
pfitomnost funkéni CMS cytoplazmy. Byly ziskany dva primerové pary pokryvajici
Cast sekvence mitochondrialnihno genu spojeného s CMS (orf224-1), jez byla
pfitomna v Shaan 2A CMS linii a byla uspé&sSné vyhodnocena selekéni schopnost
vyvinutych primera (HavliCkova et al., 2012). Tyto primery jsou pouzivany pro ¢asny
vybér rostlin s funkénim Shaan 2A CMS systémem ve Slechtitelskych programech.
Pro uspésny vybér rostlin vhodnych pro kfiZzeni je dale potfeba rozlisit rostliny, které
jsou obnoviteli fertility. Problémem zuUstava fakt, Ze jaderny gen odpovédny za
obnowvu fertility vtomto CMS systému nebyl doposud identifikovan. Presto ale byla
optimalizovana metodika detekce obnoviteld pomoci molekularniho markeru
amplifikujiciho oblast DNA, ktera je s genem pro obnovu fertility ve vazbé
(Formanova, 2010). Tato metodika se vSak po letech vyuzivani zda byt
nespolehliva, nebot’ dochazi k chybam pfi ur€ovani genotypu, které jsou odhaleny
po projeveni fenotypu. Hlavnim cilem této prace tedy bylo najit spolehlivéjsi

molekularni marker pro odhaleni obnoviteld.

V ramci vzajemné spoluprace se skupinou prof. lana Bancrofta z University of York
byly vytipovany geny, které by mohly byt potencialné zapojené v obnové fertility.
Dva ztéchto genu jsem se pokusila sekvenovat a nasledné porovnat jejich
sekvence u obnoviteld fertility a u sterilnich matek. Navrhla jsem primery
ohraniCujici co nejvétsi ¢ast sekvence téchto genli a amplifikované fragmenty jsem
nechala sluzbou osekvenovat. O¢ekavala jsem, Ze u nékterého z téchto dvou genu
by mohla byt sekvencni odliSnost mezi obnoviteli a matkami, ktera by se dala vyuzit

pro navrh nového selekéniho markeru.

Gen pro Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein se nedafilo spravné
osekvenovat ani pfi opakovanych pokusech a pouziti riznych kombinaci primer

pro amplifikaci fragmentl. Z divodu prekryvajicich se bazi nebylo mozné prokazat
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rozdily mezi rostlinami vytipovanymi jako obnovitelé fertility a rostlinami
vytipovanymi jako sterilni matky a udrzovatelé sterility. Zajimavym zjisténim byl
vyskyt stejnych nebo podobnych usekd v sekvencich v jednotlivych vzorcich. Pro
zjisténi duvodd vyskytu nespecifickych &teni jsem provedla sekvenovani téchto
fragmentl i u pfedku fepky (Brassica rapa, Brassica oleracea) a u dihaploidnich linii.
| u vzorki DNA téchto rostlin vS8ak dochazelo k nespecifickym ¢tenim. Podle
Barkana a Smalla (2014) se jedna o genovou rodinu zahrnujicich vice jak 400 ¢len(.
Tyto geny si mohou byt (a pravdépodobné jsou) sekvenéné velmi podobné, coz

muze byt divodem mych problému s nespecifitou navrhovanych primera.

Sekvenci genu pro Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein se mi
podafilo uspésné sekvenovat a po porovnani ziskanych sekvenci jsem zjistila, Ze
obnovitelé fertility a matky maji nékolik odliSnosti. Nejvyraznéjsi odliSnosti je 11 bp
dlouha delece u sterilnich matek. U obnovitell fertility t&échto 11 bazi bylo pfitomno.
Tuto odliSnost jsem pouZila k navrhu nového selekéniho markeru. Na navrzené
primerové pary jsem pouzila gradientovou PCR. Po jejim provedeni jsem zjistila, ze
oba navrzené primerové pary pro detekci obnovitele fertility v systému CMS —
Shaan 2A specificky amplifikovaly fragment DNA, pro ktery byly navrzeny a také, ze
vySla u obou shodna teplota annealingu. Poté byla provedena PCR pro zjisténi
schopnosti primerového paru S2Acms F + R detekovat CMS rostliny a paru S2Arf F
+ R detekovat obnovitele fertility. Primerovy par S2Acms F + R Uspésné detekoval
CMS rostliny. Primerovy par S2Arf F + R se musi dale optimalizovat. Bude
zapotiebi najit specifi¢téjsi primer pro obnovitele fertility. Divodem neuspéchu je
pravdépodobné velice komplikované misto pro nasedani primeru. Bylo tudiz obtizné
optimalizovat primerovy par spravné. A v neposledni fadé by k optimalizaci bylo

potfeba vice €asu, cozZ by bylo nad ramec mé diplomové prace.

PPR a TPR proteiny jsou RNA-vazebné proteiny, které ovliviuji expresi genl
v organelach, tedy i v mitochondriich, jak uvadi ve své praci napf. Manna (2015).
Geny ztéchto genovych rodin byly dokonce u nékterych rostlinnych druh
identifikovany jako geny pro obnovu fertility (napf. u Ciroku, jak uvadi Klein et al.,
2005). Je tedy urcitd nadéje, ze mnou odhalena 11bp dlouha delece v genu TPR
u sterilnich matek maze zplisobovat posunuti ¢teciho ramce a vyfadit tak tento gen
z funkce. V dusledku toho by nebyla spravné modulovana exprese nékterého
Z mitochondrialnich genu, coz muze mit za nasledek naruseni tvorby pylu. Proto si
myslim, Zze by méla tomuto genu byt i nadale vénovana pozornost a méla by byt
dale testovana moznost, Ze pravé tento gen stoji za obnovou fertility
v CMS systému Shaan 2A.
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7.ZAVER

Podle hypotézy na jejimz zakladé vznikla ma diplomova prace, by mély byt
v oblasti chromozomu, kde se pravdépodobné nachazi gen obnovy fertility v CMS
systému Shaan 2A i dalSi geny, které jsou vhodnymi molekularnimi markery pro
detekci obnovitele fertility. Na zakladé sekvenovani téchto genu u fenotypové
identifikovanych obnovitell fertility a sterilnich matek lze vytipovat sekvence
pouzitelné jako spolehlivy molekularni marker pro rychlou detekci obnovitele fertility
u fepky. Cilem prace bylo tuto hypotézu ovéfit. Vysledky mnou provedenych pokus
potvrzuji, Zze v oblasti, kde se pravdépodobné nachazi gen obnovy fertility v CMS
systému Shaan 2A jsou i geny vhodné jako molekularni markery pro detekci

obnovitele fertility, ale je potfeba dalsi jejich optimalizace.

Byl splnén zamér navrhu primerl ohrani¢ujici maximalni moznou oblast genu
vytipovanych na pracovisti University of York. Dale byla spinéna amplifikace téchto
oblasti a nasledna sekvenace sluzbou na komerénim pracovisti, poté alignment
ziskanych sekvenci a vytipovani oblasti, které jsou odliSné u obnovitell fertility
a sterilnich matek. Nakonec byl proveden navrh nového detekéniho systému pro
obnovitele fertility v CMS systému Shaan 2A. Uspé&sna optimalizace se podafila
u primerového paru S2Acms F + R, jez spravné detekoval CMS rostliny.
U primerového paru S2Arf F + R je potifeba dalSi optimalizace, jez spada nad ramec

mé diplomové prace.
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