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1 UVvOD

Zeli hlavkové (Brassica oleracea var. capitata L.) pattici do ¢eledi Brassicaceae
je jednou z nejvice péstovanych zelenin na svét¢ a také jednou z nejstarSich
pestovanych rostlin kultivovanych od starovéku. Uz rané civilizace pouzivaly nékolik
forem "zeli" a ty byly pravdépodobné znovu vybrany pro domestikaci v raném
sttedovéku v severozapadni Evropé. Dnes je zeli ekonomicky dilezitou plodinou

péstujici se ve vice nez 90 zemich po celém svété

Zeli hlavkové se pouzivd k pfimému konzumu, na vafeni a zpracovani, ma
vyznamné misto v kultufe a tradiéni kuchyni mnoha zemi, dale jako krmivo a je Siroce
pouzivano v tradi¢ni medicing€. Je znamo, Ze zeli je dilezitym zdrojem glukosinolat,
fenolickych slougenin, karotenoidi, a raznych vitamina (Samec et al., 2016). Vyznacuje
se vysokym obsahem minerélnich latek (Ca, Mg, P, S) a vysokym obsahem vl&kniny.
Filozof Aristoteles jedl zeli pted pitim alkoholu, aby zabrénil vinu "od omameni jeho
moudré akademické hlavy" (Samec et al., 2016). Skrz historii bylo také znamé jako "lék
pro chudé" a bylo pouzivano k celkovému zlepSeni zdravi a 1éCeni rlznych zanéti,

zazivacich potizi nebo "ocisténi krve" (Passalacqua et al., 2007).

Nekteré dtkazy naznacuji, Ze moderni odridy hlavkového zeli jsou potomky
planych divokych nehlavkovych brukvovitych rostlin, ptivodné rostoucich na pobiezi
vychodniho Stfedomoii a Baltského mote (Balkaya et al., 2005). V dne$ni dobé se
sortiment nabizenych odrid stile vice orientuje na hybridni odridy poskytujici vyssi
vyrovnanost hlavek a tim 1 jejich lepSi prodejnost, vyssi vynosy a lepsi uchovatelnost.
Slechténi se orientuje piedeviim na jednotné dozravani hlavek ke sklizni, které
vyhovuje velkoproducentlim, odolnost vii€i chorobam, vhodnost ke skladovani, ale i na

zlepSeni nutri¢ni hodnoty a chutovych vlastnosti.

Predkladana diplomova prace se zabyva testovanim genetické Cistoty hybridniho
osiva zeli hlavkového a uc¢innosti primerti v ramci hybridnich potomstev. Primery byly
vybrany dle vysledkt skrininku F1 hybrida a jejich rodi¢ovskych linii provedeného

v ramci vyzkumného projektu na pracovisti Mendeleum. Literarni ¢ast se vénuje zeli

vvvvvv



2 CIL PRACE

Cilem prace bylo testovani genetické Cistoty hybridniho osiva zeli hlavkového
pomoci molekularni metody SSR a vyhledani odpovidajicich SSR primert, které by

tuto genetickou Cistotu prokazaly.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Zeli hlavkové (Brassica oleracea var. capitata L.)

Zeli hlavkové je hlavnim ptedstavitelem skupiny kost'alovin, do které patii dnesni
kulturni formy - kapusta hlavkova, kapusta razickova, kedluben, kvétak, brokolice,
kadetavek a kapusta listova. Obecné se predpoklada, ze vSech Sest péstovanych skupin
pochazi z divoké zépadoevropské brukve zelné (Brassica oleracea L.). Proto se mohou
vzajemné kiizit a tvofit pfechodné formy. Nicméné nékolik autorti prezentovalo rtizné
teorie navrhujici Brassica montana Pourr. jako piedka pro zeli hlavkové a kapusty,
Brassica rupestris Raf. pro kedluben a Brassica cretica Lam. pro kvétak a brokolici
(Snogerup, 1980).

Kapusta Brokolice Ruzickova Zeh Kvetik
kapusta
Modifikovan$ Stonek Listy Poupataa Lateralni Terminalni Poupata
o 1 stonek listove listovy
pupeny pupen

Obr. 1 Variety kost'alové zeleniny vzniklé z Brassica oleracea L. (Brimeyer, 2016)

Vyse uvedené kulturni formy z ¢eledi Brassicaceae jsou po celém svéte Siroce
péstovany jako brukvovité zeleniny. Prevazné zeli hlavkové (Brassica oleracea var.
capitata L.) patii mezi zeleniny svétové nejvice bézné péstované (www.fao.org). Jako
péstovana plodina se zeli vyskytuje ve vSech svétadilech, patii k nejranéjSim
a nejrozsifenéjSim zeleninam. Je typickou =zeleninou mirného péasma, nejvice
péstovanou pravé v Evropé, kde je znamé ve viech zemich. V Ceské republice dosahuje
hlavkové zeli nejvyssich vynost z péstovanych zelenin a ro¢ni spotieba zeli hlavkového

(bilého a Cerveného) cinila v roce 2013 8 kg na osobu (Buchtova, 2015). I kdyz je
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v naSich podminkach stdle oblibenou zeleninou, lze pozorovat v delSim casovém
horizontu postupné snizovani jeho spotieby (ro¢ni spotfeba v roce 2004 byla 14 kg
na osobu), diky trendu mensiho z4jmu spotiebiteld o druhy zelenin ¢asové naro€nejsich

na upravu (Petiikova a Hlusek 2012).

Production quantities of Cabbages and other brassicas by country
2014

2 " 73 tonnes P
¢ ' ; oy o Xy
3 U C b Ko <=23870
-“ ™\ ; 7 R <=18691.0
a 2 - > b1 e
3 : . : B <= 64064.0
, W <=217000.0 b
5 M- 2t7000.0

NORTHAMERIGA

Dot Pl SOUTHAMERICA d SOUTH
m . ;‘ 3 5 .,,,*‘usr*m'f s g
/ £ ¢ h

OpenStreetMap © CartoDB

=]

Obr. 2 Mnozstvi produkce zeli a ostatnich ko$t'alovin v roce 2014 (FAOSTAT, 2017)

Tab. 1 Celkova sklizefi zeleniny v CR (t) - vybér zelenin s nejvyssim vynosem (Buchtova, 2015)

Zelenina/rok 2013 2014

Zeli hlavkové 46 256 60 056
Cibule 40 309 46 238
Mrkev 31151 35831
Rajcata 19 866 24 003
Okurky nakladacky | 17 615 23287

Odrady druhu Brassica oleracea L. jsou velmi dulezité zeleniny pro lidskou
a zvifeci spotfebu a predstavuji podstatnou cast fady néarodnich diet. Kromé jejich
hospodéiského vyznamu jsou zeleniny této celedi povazovany za dulezité zdroje
vitamind a vlakniny (Lorenz a Maynard, 1988; Rubatzky a Yamaguchi, 1997)

a antikarcinogennich sloucenin (Rosa et al., 1997).

3.1.1 Historie

Genetickd rozmanitost a pruznost jsou charakteristické rysy vSech €lenti celedi
Brassicaceae (dtive Cruciferae). Je mozné, Ze tyto vlastnosti podporovaly jejich
domestikaci od dob neolitického ¢lovéka. Zaznamy ukazuji, Ze starovéci Rekové,

Rimané, Indové a Cifiané je znaéné océnovali a pouzivali. Aristoteles (384-322 pi.nl),
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Theophrastus (371-286 pi.nl), Cato (234-149 pi.nl), Columella (1. stoleti nl) a Plinius
(23-79 nl), ti vSichni zminili dileZitost kostalovin. Dale na vychod, stara sanskrtska
literatura Upanishadu a Brahamanu, které pochazeji z obdobi kolem roku 1500 pied
naSim letopoCtem, zminuji kost'dloviny, a ¢insky Shih-ting, pravdépodobné upraven
Konfuciem (551-479 pi.nl), odkazuje na tufin (Keng, 1974; Prakash a Hinata, 1980).
Evropska bylinna a botanickd pojednani sttedovéku jasné ilustruji nékolik typd rodu
Brassica, a holandské malby z 16. a 17. stoleti znazornuji mnoho piiklada kostalovin
(Dixon, 2007).

Rané civilizace pouZzivaly n¢kolik forem "zeli" a ty byly pravdépodobné znovu
kultivovany pti domestikaci v raném stfedoveéku v severozapadni Evropé jako dulezita
soucast lidské stravy a lékafstvi a jako krmivo pro zvifata. Pisemné zminky o zeli se
objevuji uz ve 3. stoleti pfed nasim letopoétem. Podle mnohych, i kdyZ neucelenych
zprav, znali zeli jiz staii Rekové a Rimané. V antice se pouzivalo jako 1ék - jako rostlina
posilujici, zvySujici odolnost vici viedim a riznym epidemiim. V ruské literatuie jsou
prvni zminky jiz v 10. stoleti, v Némecku ve 12. stoleti. Od 16. stoleti dale rozsiftili
evrop$ti kolonisté zeli po celém svété. Skandinavsti a némecti migranti rozs$ifili zeli
do Severni Ameriky, zejména do stfedozapadnich stata, jako je Wisconsin (Dixon,
2007).

3.1.2 Taxonomie

Taxonomicky se zeli hlavkové tadi do fiSe rostlin (Plantae), podtise cévnatych
rostlin (Tracheobionta), oddéleni krytosemennych (Magnoliophyta), tfidy vyssich
dvoudéloznych (Rosopsida), fadu brukvotvarych (Brassicales), ¢eledi brukvovitych

(Brassicaceae), rodu brukve (Brassica) a druhu brukeve zelné (Brassica oleracea).

3.1.3 Botanicky popis

Zeli hlavkové je dvouletd rostlina, kterd se pro své vicevrstvé listové hlavky
péstuje jako jednoletd zelenina. Kliceni je epigeické a sazenice zeli maji tenkou
kofenovou soustavu a srdCité délohy (Dixon, 2007). Prvni pravé listy jsou vejcitého
tvaru s lalocnatym tfapikem. Pocatecni listy tvoti tvar riiZice, pak se vyvijeji nové zelné
listy s krat$imi fapiky zacinajici se skladat dovniti a tvofici hlavku. V prvnim roce
vytvari zkracenou zduznatélou lodyhu, tzv. kostal. Na lodyze jsou v genetické spirale
rozmistény hladké zelené (forma alba) nebo cervenofialové (forma rubra) listy.

Vzdalenosti mezi za sebou nasledujicimi listy (internodia) se smérem k vrcholu
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zkracuji, ¢imz dochazi k prerlstani vySe postavenych listd listy nize postavenymi.
Vysledkem tohoto procesu, ktery se oznauje jako epinastie, je tvorba hlavky. Listy
v hlavce jsou k sob¢ tésné piisedlé. Tvar hlavky je velmi variabilni - kulovity, plochy,
kuzelovity s celou fadou prechodnych tvarti. Kost’al se rozliSuje na vnéjsi (od povrchu
pudy po bazi hlavky) a vnitini (Gast uvniti hlavky). HI&vky zeli jsou obvykle v rozmezi
od 0,5 do 4 kg (existuji ale i odrudy s hmotnosti hlavky 10 - 15 kg), a mohou byt zelené,
svétle zelené az bilé nebo Cervenofialové barvy. Kveteni a produkce semen se obvykle
odehravaji ve druhém roce zivotniho cyklu rostliny. U rostlin citlivych na jarovizac¢ni
teploty muze dojit k vykveteni uZz v prvnim roce. Kvétenstvi je nerozvétveny terminalni
hrozen 50 - 100 cm vysoky, se zlutymi nebo bilymi kvéty. Kazdy kvét ma ¢tyfi okvétni
platky (petaly) a sadu ¢étyf kolmo postavenych kalisnich listki (sepald), Sest ty€inek,
a dvoupouzdry semenik s jednoduchou bliznu a ¢nélku. Dvé ze Sesti ty¢inek maji kratsi
nitku. Plodem je Sesule, ktera se pii zralosti otvira a odhaluje hnéda nebo Cernd, kulata
semena. Rostliny jsou cizosprasné, hmyzosnubné. Z pohledu kvétni indukce je zeli

rostlinou dlouhodenni. Kofenovy systémem vzrostlych rostlin je vlaknity a mélky.

Obr. 3 m = zeli hldvkové, m; = brukev, f = Sesule, F = kvét, F1 = vnitfek kvétu, k = kalich, a = ty¢inky
(Polivka, 1900)

3.1.4 Genom rodu Brassica

Rostliny rodu Brassica obsahuji mnoho riznych druht a kazdy druh obsahuje
bohaté morfotypy vyznacujici se extrémnimi vlastnostmi. Ve srovnani s modelovou
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rostlinou Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. prosly navic druhy rodu Brassica triplikaci
celého genomu (WGT = whole genome triplication). Sekvenovani celého genomu druhti
Brassica rapa L., Brassica oleracea L. a dalsich, ukazalo, ze WGT hraje dileZitou roli
pii speciaci (evolu¢ni proces vzniku novych biologickych druhi) a diverzifikaci

(rozriziovani) morfotypu brukvovitych rostlin (Cheng et al., 2014).

Znacna geneticka diverzita je ptitomna u tii amfidiploidnich druhd (Song et al.,
1996). Amfidiploid je mezidruhovy hybrid s diploidni sadou chromozomt od kazdého
rodiCe. Na zaklad¢ studii genetické diverzity muze byt Brassica napus L. povazovana
za nejstarSiho amfidiploida, nésledovaného Brassica juncea (L.) Czern. a Brassica
carinata A. Braun. Za obecnou diverzitu vrdmci amfidiploidi jsou zodpovédné dva
hlavni faktory: cetnd kiizeni s rlznymi diploidnimi rodi¢i a modifikace genomu

nasledujici polyploidizaci.

Trojuhelnik "U" demonstruje vyvoj a vztahy mezi ¢leny rodu Brassica. Ukazuje,
jak se genomy tfi rodovych druhti Brassica spojily a vytvofily tfi druhy dne$nich
béznych zelenin a plodin s olejnatymi semeny. Trojuhelnik byl pojmenovéan
po Nagaharu U, korejském botanikovi, ktery publikoval teorii v roce 1935 jako soucast

jeho studii brukvovitych druht.

Brassica nigra
/4'_{)\(‘1‘"
N

Brassica garinatap/ : \4 Brassica juncea
n—|7%—-’xy\ = k‘\\n:qg
B
N7 N

/4 BBCC AABB k\

Lo A VLT
b

= > \ % ,"" =
n=9 ~— _ > / — n=10
Brassica oleracea W&*Z Brassica rapa

Brassica napus

Obr. 4 Trojdhelnik "U" (Chanin, 2013)
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Rod Brassica zahrnuje tii druhy diploidni (Brassica rapa L., n = 10, AA; Brassica
nigra (L.) W. D. J. Koch, n = 8, BB; a Brassica oleracea L., n = 9, CC), a dalsi tfi
druhy amfidiploidni, odvozené z kazdého paru tii diploidnich druha (Brassica juncea
(L.) Czern, n = 18, AABB; Brassica napus L., n = 19, AACC; Brassica carinata
A. Braun, n = 17, BBCC). Genomy rodu Brassica se znac¢i pismeny A, B, a C a jsou
odvozeny od allohexaploidniho pfedka (RObbelen, 1960). Genetické vztahy téchto
druht byly urceny a potvrzeny pomoci rozsdhlych experimentalnich kiizeni mezi
tetraploidnimi a/nebo diploidnimi rostlinami, stejné jako pomoci karyotypingu nebo

mikroskopické kontroly u téchto k¥izeni (U, 1935).

3.1.5 Odridy

Ve Statni odridové knize je ke dni 15.6.2016 zapsano 41 odrid pro zeli hlavkové
bilé (z toho 32 odrad hybridnich) a 9 odrtd pro zeli hlavkové Cervené (z toho 4 hybridni
odrtdy) viz Tab. 2.

Tab. 2 Odridy zeli hlavkového zapsané ve Statni odriidové knize (UKZUZ, 2016)

Zeli hlavkové bilé: | 14. 'Holt' 28. 'Polar' Zeli hlavkove
1. 'Albatros F1' 15. 'Hornet F1' 29. 'Portoza F1' cervené:

2. 'Aros F1' 16. 'Inter’ 30. 'Pourovo polopozdni' | 1. 'Kalibos'

3. 'Atila F1' 17.'Juna F1' 31. 'Pourovo pozdni' 2. 'Koda'
4.'Autmn Prince F1' | 18. 'Kalibro F1' | 32. 'Pylon F1' 3. 'Kvit F1'

5. 'Avak F1' 19. 'Kiklop F1' 33. 'Ritmo F1' 4. 'Mars'

6. 'Betti F1' 20. 'Korino F1' 34. 'Slava F1' 5. 'Moderat F1'
7. 'Dawn F1' 21. 'Lark F1' 35. 'Sonja F1' 6. 'Mohykan F1'
8. 'De Bazau' 22.'Lena F1' 36. 'Status F1' 7. 'Pourovo

9. 'Diamant F1' 23. 'Libreto F1' 37. 'Target F1' cervené'

10. 'Dita’ 24.'Madison F1' | 38. 'Trvalo F1' 8. 'Red Dynasty
11. 'Dynamic F1' 25. 'Midor F1' 39. 'Unikéat F1' F1'

12. 'Galaktion F1' 26. 'Pavlo F1' 40. 'Zeus F1' 9. 'Rufus’

13. 'Hanibal F1' 27. 'Pluto’ 41. 'Zora'

Odrtdy hlavkového zeli se deli podle délky vegetace na rané, letni polorané

az polopozdni a pozdni. Déle na odridy vhodné k pfimému konzumu a kruharenskeé.
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Sortiment nabizenych odrid se stale vice orientuje na hybridni odridy poskytujici vyssi
vyrovnanost hlavek a tim 1 jejich lepsi prodejnost, vyssi vynosy a lepsi uchovatelnost.
Slechténi se orientuje piedeviim na jednotné dozravani hlavek ke sklizni, které
vyhovuje velkoproducentiim, odolnost vac¢i chorobam, vhodnost ke skladovani,

ale 1 na zlepSeni nutricni hodnoty a chutovych vlastnosti.

F1 hybridni rostliny (rostliny prvni filialni generace) vznikaji kontrolovanym
kfizenim inbrednich rodiCovskych linii. Biologickym jevem u F1 generaci je, Ze se
projevuji nadmérnou zdatnosti a vitalitou. To znamena, Ze u nich dochazi k heteroznimu
efektu, tedy vhodnou kombinaci rodiovskych rostlin dojde ke zlepSeni vlastnosti.
Vlastnosti F1 rostliny pifekonaji vlastnosti rodi¢ovskych rostlin. Nevyhodou je
skutecnost, ze vyjimecné vlastnosti F1 rostlin se s dalsi generaci (F2) opét ztraci. Jediny
zpusob mnozeni je proto pomoci rodi¢ovskych rostlin. S tim souvisi dalsi nevyhoda F1
hybridnich rostlin, kterou je nékladnost udrzovani rodi¢ovskych linii a nasledného

kiizeni.

Obr. 5 Kiizeni a vznik F1 hybridu, ztrata vyjimeénych vlastnosti v F2 generaci.

3.2 Molekularni metody
Historicky se pro genetickou charakterizaci a stanoveni vztahti mezi jedinci
v ramci druhu pouzivala kombinace morfologickych a agronomickych vlastnosti,

pozdéji také biochemické testy, jako jsou spektra zasobnich bilkovin a izozymova
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spektra. Tyto charakteristiky jsou ale ovliviiovany podminkami vnéj$iho prostiedi
a jejich vyuzitelnost tedy byla obc¢as diskutabilni. V soucasnosti se za nejspolehlivejsi
zdroj informaci pro posuzovani genetické diverzity povazuje sledovani polymorfismu
na urovni DNA (Baranek et al., 2006; Kalia et al., 2011; Garcia et al., 2004; Hoshino

etal., 1999).

3.21 PCR

Polymerazova fetézova reakce (z anglického "Polymerase Chain Reaction™) byla
objevena v roce 1984. Objevil ji americky biochemik Kary Mullis, ktery za tento pro
védu dulezity objev obdrzel v roce 1993 Nobelovu cenu. Nicméné zakladni princip
replikace Casti DNA za pouziti dvou primert byl popsan jiz Gobindem Khoranaem
v roce 1971. Je to vyznamna védecka metoda, ktera se rychle stala jednou z nejvice
pouzivanych a nepostradatelnych metod v molekularni biologii, v 1ékaiskych
a biologickych laboratofich pro celou fadu aplikaci, protoze je rychla, nendkladna
a jednoducha. PCR je metoda, kdy se amplifikuji (namnozi) specifické fragmenty DNA
z minimalniho mnozstvi zdrojového materialu DNA, a to i kdyZ ma tento zdroj DNA
relativné nizkou kvalitu. PCR muze amplifikovat pouzitelné mnozstvi DNA (viditelné

pomoci gelové elektroforézy) za ~ 2 hodiny (Joshi a Deshpande, 2011).

Jak nazev napovida, je to fetézova reakce: Jedna molekula DNA se pouziva
k vyrobé dvou kopii, pak ¢tyf, osmi a tak dale. Toto kontinudlni zdvojnasobeni je
dosazeno pomoci specifickych proteinti zndmych jako polymerazy (enzymy), které jsou
schopny syntetizovat jednotlivé stavebni slozky DNA do dlouhych molekularnich
fetézcl. Ke své praci vyzaduji polymerdzy zasobu stavebnich slozek DNA,
tj. nukleotidi sestavajicich ze Ctyt bazi - adeninu (A), thyminu (T), cytosinu (C)
a guaninu (G) (Joshi a Deshpande, 2011).

Tepelné stalé vlastnosti aktivity DNA polymerazy byly izolovany z bakterii
Thermus aquaticus (Taq), které rostou v gejzirech s teplotami nad 110 °C, a vyznamnou
mérou piispély k vynosu, specifi¢nosti, automatizaci a uZziteGnosti polymerazové
fetézové reakce. Taq enzym vydrzi opakovany ohiev na 94 °C (Saiki et al., 1988).
Aby se zajistil Gspéch, je tfeba spravné piipravit reakéni smés a nastavit podminky

cykl.

Typicka PCR se provadi za pouziti dvou oligonukleotidii o znamych sekvencich,

tzv. primert (malych usekt DNA), které ohranicuji amplifikované DNA fragmenty.
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Tyto primery hybridizuji s komplementdrnimi misty obou protilehlych vléken, pfic¢emz
béhem reakce dochdzi k mnozeni pouze téch sekvenci, které lezi pravé mezi témito
dvéma komplementarnimi misty. K ristu novych fetézcii dochdzi prodluzovanim
primeru u¢inkem termostabilni DNA polymerazy. K namnozeni fragmentt o konkrétni
délce (amplifikaci) dochazi v pribéhu mnohokrat se opakujiciho cyklu, ktery obsahuje
téi kroky (Arnheim a Erlich, 1992).

V metodé PCR existuji tFi hlavni kroky:

1) Tepelnd denaturace DNA

Obvykle se pouziva teplot v rozmezi 92 - 95 °C. Pfi téchto teplotach dochazi
k denaturaci DNA spojené s rozpadem jeji dvousroubovicové struktury na dva
samostatné ftetézce. Denatura¢ni krok je velmi dilezity, nedostatecnd denaturace
zpusobuje snizovani vytézku produktl. Prili§ vysoka denaturacni teplota miize naopak
vést ke ztraté enzymatické aktivity polymeradzy (polocas enzymatické aktivity
Taq polymerazy je udavan na 2 hodiny pti 92,5 °C, 40 minut pii 95 °C a 5 minut
pii 97,5 °C) (Sambrook et al., 1989).

2) Hybridizace primera s komplementarnimi misty v ramci cilové DNA

Po denaturaci teplota klesa. K fazi hybridizace primert dochazi pfi nizsi teploté,
50 - 60 °C (u RAPD metody jsou pouzivany teploty obvykle kolem 36 °C). Obvykla
teplota hybridizace primert (18 - 30 bazi) je v rozmezi 55 - 72 °C (Sambrook et al.,
1989). To umoziuje, aby primery hybridizovaly se svymi komplementarnimi misty
v templatové DNA. Nové vytvoieny fetézec DNA primeru piipojeného k Sabloné je pak
pouzit k vytvoreni identickych kopii ptivodnich Zadoucich templatovych vlaken.
Taq polymerédza ptidava dostupné nukleotidy na konec, kde jsou napojené primery.
K prodlouzeni primerti pomoci Taq polymerazy dochdzi pti teploté piiblizn¢ 72 °C

po dobu 2 - 5 minut (Joshi a Deshpande, 2011).

Teplota a Cas pottebny pro hybridizaci zavisi na zastoupeni jednotlivych bazi
v primeru, jeho délce a koncentraci. Pro teoreticky odhad vhodné teploty se vyuziva
nékolika pravidel. Jako vhodna se napt. doporucuje teplota 5 °C pod teoretickou
hodnotou teploty tani primeru. Velmi ¢asto je ale nejvhodnéjsi teplota pro hybridizaci
primeru urCovana empiricky. Vybér optimalni teploty pro hybridizaci primeru je

kritickym faktorem pro specificitu a citlivost PCR reakce. Pokud je zvolena teplota
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pfili§ nizka, mize dojit k hybridizaci primeru s misty s netiplnou komplementaritou,
coz ma za nasledek vznik nespecifickych produktl. Naopak pfi pfili§ vysoké teploté

nedochdazi k hybridizaci primeru s templatovou DNA (Sambrook et al., 1989).

3) Ruist nového ietézce ucinkem termostabilni DNA polymerazy

Poslednim krokem jednoho amplifika¢niho cyklu je rust nového fetézce, pro ktery
se obvykle voli teplota 72 °C (maximalni u&innost polymerazy). Cas prodluZovani
zavisi na délce syntetizovaného fetézce, koncentraci, povaze templatové DNA a na jiz
zminované teploté. Pro Taq polymerdazu byla urcena rychlost syntézy pii 72 °C
na 35 az 100 nukeotidi za sekundu v zavislosti na pufru, pH, koncentraci soli
a vlastnostech templatové DNA. Cas pro riist nového fetézce zadany na 1 minutu bude

tedy urcité postacovat k syntéze 2 kb dlouhych fragmentti (Sambrook et al., 1989).

Cyklovani

Po prvnim cyklu jsou produkty ve formé dvousroubovice. Kazdé takto noveé
vzniklé vldkno miZze pusobit jako samostatnd templatova DNA v cyklu pfistim. Je
kone¢né délky, protoze syntéza nového fetézce Casto pokracuje podél prvniho
templatového fetézce daleko za misto komplementarity primeru s druhym fetézcem.
S rostoucim poctem cykll ale exponencidlné roste pocet "ofezanych" PCR produktii

o konkrétni délce fetézce, a to podle vzorce:
N=n.(1+E)° n - po¢ateéni mnozstvi cilové sekvence  E - u¢innost amplifikace
N - kone¢né mnozstvi produktu C - pocet pouzitych PCR cyklu

Obvykle k detekovatelnym vytézktim postaci provést 30 az 40 cyklu (Sambrook
et al., 1989). Zvyseni poctu cykli nad ~ 35 ma jen maly pozitivni efekt, protoze vrchol
nastane, kdyz jsou slozky PCR smési vycerpany. Specificnost amplifikace zavisi
na tom, do jaké miry mohou primery rozpoznavat a vazat se na jiné nez urcené cilové
sekvence DNA (Joshi a Deshpande, 2011). Tradi¢né se PCR provadi v mikrozkumavce,
a kdyz je reakce ukoncena, jsou produkty reakce (amplifikované fragmenty DNA)

analyzovany a vizualizovany gelovou elektroforézou (Joshi a Deshpande, 2011).
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Obr. 6 Princip PCR reakce (BioNinja, 2016)

Vseobecné kroky metody PCR (Kumari a Thakur, 2014):

1. Extrakce DNA

2. Kvalitativni a kvantitativni kontrola extrahované DNA

3. Vybér primert

4. PCR amplifikace

5. Elektroforéza DNA amplifikované pomoci PCR na agarézovém gelu
6. Statistické analyzy

Pouziti PCR:

Metoda PCR pomaha pii vySetfovani a diagnostice rostouciho poétu onemocnéni.

Dlouhou dobu to byla také standardni metoda ve vSech laboratofich, které provadéji

vyzkum na nukleovych kyselinach nebo s nimi pracuji. I konkuren¢ni techniky, jako

jsou DNA cipy, ¢asto vyzaduji amplifikaci DNA pomoci PCR jako zékladni Gvodni

krok. Polymerazova tetézova reakce je pouzivana Sirokym spektrem védca ve stale

rostoucim rozsahu védeckych obort. V oboru mikrobiologie a molekularni biologie, je
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PCR napriklad pouzivana ve vyzkumnych laboratofich v postupech klonovani DNA,
Southern blottingu, sekvenovani DNA, technologie rekombinantni DNA a dalSich.
V klinickych laboratofich mikrobiologie je PCR neocenitelnd pro diagnézu
mikrobidlnich infekci a epidemiologickych studii. PCR se také pouziva ve forenznich
laboratofich a je zvlasté uziteCna, protoZe je zapotiebi jen malé mnozstvi ptivodni DNA,
napiiklad dostatecné mnozstvi DNA muze byt ziskdno z kapky krve nebo jednoho
vlasu. Kvalitativni PCR muzZe byt samoziejmé pouzita k detekci nejen lidskych genu,
ale také genti bakterii a virti. Mnoho virti obsahuje spiSe RNA nez DNA. V takovych
pripadech musi byt virovy genom pied provedenim PCR pfepsan, a proto se pouziva
RT-PCR. Metoda PCR muze detekovat DNA mikroorganismt v jakémkoliv vzorku,

at’ uz v télesnych tekutinach, potravinach nebo pitné vodé¢ (Joshi a Deshpande, 2011).

Béhem poslednich dvou desetileti se molekularni techniky staly ¢im dal vice
popularni pro analyzu taxonomickych a evolucnich vztahti. Od prvniho zvetejnéni PCR
umoznila amplifikace a sekvenovani markerovych genit (které nekontroluji
morfologicky fenotyp rostliny) analyzovat velky soubor taxonu ve srovnatelné kratké
dob¢ (Wink, 1994).

PCR metoda zplsobila prevrat genetickych a ekologickych analyz populaci
v n€kolika smérech, protoze ma dvé velké vyhody ve srovnani s markery na bazi
Southern blot. Za prvé, vyzaduje jen malé mnozstvi DNA a umoZiuje tak analyzy
ve velmi rané fazi, ¢imz se sniZi potieba rostlinnych Skolek. Za druhé, neni finan¢né
naro¢na, a je dost jednoducha, takZze mohou byt rychle provedeny pokusy ve velkém
méfitku. Z mnoha technik PCR markert, které byly vyvinuty, jsou hlavnimi systémy

RAPD, AFLP a SSR, a ostatni systémy jsou modifikace téchto tii (Park et al., 2009).

3.2.2 Molekularni metody zaloZené na PCR

V soucasnosti existuje velké mnozstvi metod odvozenych od PCR, napf. RAPD,
SSR, AFLP a dalsi. Tyto metody se od sebe mohou lisit cilovou oblasti DNA, ktera je
amplifikovana — jestli sledujeme cely genom, oblasti mikrosatelitd nebo napi. DNA
nebo RNA patogenil, zda ziskané znaky jsou dominantni nebo kodominantni, zda je

metoda opakovatelna.
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3.2.2.1 RAPD
RAPD metoda z anglického "Random Amplified Polymorphic DNA"

polymorfismus délky ndhodné amplifikovanych fragmenti DNA, byla poprvé popsana
v roce 1990 dvéma nezavisle na sobé pracujicimi skupinami (Williams et al., 1990;
Welsh a Mcclelland, 1990) a nazyvana jako RAPD a AP-PCR (Arbitary Primed PCR).
V poslednich desetiletich je tato metoda, zalozena na polymerazové fetézové reakci
(PCR), jednou z nejcastéji pouzivanych molekularnich technik pro vyvoj DNA markert
(Kumar a Gurusubramanian, 2011). Segmenty DNA, které jsou amplifikovany, jsou
v analyze RAPD nahodné.

Oproti klasické PCR vyuziva standardni metoda RAPD (Williams et al., 1990),
kratké syntetické oligonukleotidy (10 béazi) nahodnych sekvenci jako primery
pro amplifikaci nanogramt mnozstvi celkové genomové DNA. K hybridizaci primeru
pti PCR dochazi za nizkych teplot (obvykle kolem 36 °C). Produkty amplifikace se
obvykle separuji na agar6zovém gelu a barvi se ethidiumbromidem nebo jinym

interkalacnim barvivem, napt. GelRed (Biotium).

Hlavni vyhodou je, Ze neni zapotiebi zadna znalost sekvence DNA cilového
genu (Kumar a Gurusubramanian, 2011), je vhodna pro praci na anonymnich
genomech, pouzitelna pti problémech, pokud jsou k dispozici pouze omezena mnozstvi
DNA, je rychld, jednoducha a efektivni, s nizkymi jednotkovymi naklady na test.
Dekamerni primery jsou komeréné dostupné z ruznych zdroji (napt. Operon
Technologies Inc., Alameda, California, Biosciences, Bangolare, Euofinns, GCC
Biotech, Kolkata) (Kumar a Gurusubramanian, 2011; Kumari a Thakur, 2014).

Nevyhodou je, Ze téméf vSechny RAPD markery jsou dominantni, coz znamena,
ze neni mozné rozlisit, zda je segment DNA amplifikovan z lokusu, ktery je
heterozygotni (1 pruh) nebo homozygotni (2 pruhy) (Kumar a Gurusubramanian, 2011).
Navic, nepfitomnost prouzku v dusledku nedostatku cilové sekvence nelze odlisit
od téch, které se vyskytuji diky nedostatku amplifikace z jinych divodi (napf. Spatné
kvalit¢ DNA), coz prispiva k nejednoznacnosti v interpretaci vysledki. Kodominantni
RAPD markery jsou detekovany jen ziidka. RAPD technika je vyznamné zavisla
na laboratofi a potfebuje peclivé rozpracované laboratorni protokoly, aby byla

reprodukovatelnd (Kumar a Gurusubramanian, 2011).
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RAPD markery nasly Sirokou Skéalu uplatnéni v genovém mapovani, populacni
genetice, molekularni evolu¢ni genetice, a ve Slechténi rostlin a zvitat. Napiiklad
u taxonu Brassica, Sinapis a Raphanus bylo zkoumano potencialni pouziti RAPD

markert pro taxonomické studie (Demeke et al., 1992).

RAPD metodu se nedoporucuje vyuzivat jako hlavni nastroj v experimentech
zamétenych na identifikaci fenotypu (odridy) u nezndmého vzorku. V tomto ptipad¢ je
RAPD doporu¢ovana spiSe jako dopliikova metoda k metodé SSR (Barének et al.,
2006).

3.2.2.2 AFLP

Metodu AFLP (Polymorfismus délky amplifikovanych fragmentt z anglického
"Amplified Fragment Lenght Polymorphism™) popsali v roce 1995 Vos a kolektiv (Vos
et al., 1995). AFLP technika je zalozena na selektivni PCR amplifikaci restrikénich
fragmentll z celkového vybéru genomové DNA. Tato technika zahrnuje tfi kroky:
(1) restrikci DNA a ligaci oligonukleotidovych adaptort, (ii) selektivni amplifikaci sady
restrikénich fragmentd, a (iii)) gelovou analyzu amplifikovanych fragmenti. PCR
amplifikace restrikénich fragmentli je dosaZeno pouzitim adaptoru a sekvence
restrikéniho mista jako cilovych mist pro nasednuti primera. Selektivni amplifikace je
dosazeno pouzitim primerti, které prodluzuji restrikéni fragmenty, amplifikujici pouze
ty fragmenty, ve kterych primerova prodlouzeni odpovidaji nukleotidim lemujicim
restrikéni mista. Pfi pouziti této metody mohou byt sady restrikénich fragmentt

vizualizovany pomoci PCR bez znalosti nukleotidové sekvence (Vos et al., 1995).

I kdyz je tato metoda drahd, ukazala se jako velmi G¢innd a vykonna ve srovnani
s jinymi molekularnimi technikami, jako jsou RFLP a RAPD, diky své schopnosti
detekovat rtizné polymorfismy v riznych oblastech genomu, které umoznuji rozliseni
blizce piibuznych druht. Také diky vysoce reprodukovatelnym datim a vétSimu poctu
amplifikovanych produkti vytvofenych v jedné reakci (Villalobos-Barrantes et al.,
2015).

Tato metoda byla Gspésné pouzita pro studium fylogeneze a genetické diverzity
u rodu Brassica (Faltusova et al., 2011; van Hintum et al., 2007; Genet et al., 2005)
a mnoha dalSich druhti rostlin, naptiklad u sezamu (Laurentin a Karlovsky, 2006) a
brambor (Wang et al., 2011).
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3.2.2.3 SSR (Simple sequence repeat - opakujici se jednoduché sekvence

— mikrosatelity)

Mikrosatelity jsou razn¢ dlouhé tandemové opakované motivy (repetice
nukleotidi), Které jsou distribuovany v celém eukaryotickém jaderném genomu,
v kodujicich i nekodujicich oblastech (Jarne a Lagoda, 1996). Studie v letech 1983
(Delseny, et al. 1983) a 1984 (Tautz a Renz, 1984) potvrdily hojnost mikrosateliti
v rostlinach a v mnoha dalSich eukaryotickych organismech. Jsou to oblasti v DNA
slozené z mnohokrat se opakujicich jednoduchych motivii o délce 1 - 6 nukleotida jako
jsou napt. (A/T),, (AG/CT),, (GATA/TATC),, které nazyvadme jednotky repetice
(Rosypal et al., 2001). Jejich celkova délka obvykle neptesahuje 100 pb. Rostliny jsou
bohaté na jednotky repetice AT, zatimco u zvitat je nejbéznéjsi repetice AC (Park et al.,
2009). Vzhledem ke své struktufe a tandemovému uspofadani byvaji mikrosatelity
nékdy oznafovany jako kratké tandemové repetice, STR (short tandem repeats), nebo
repetice jednoduchych sekvenci, SSR (simple sequence repeat) (Park et al., 2009).
Odhaduje se, Ze 14 % z genu eukaryotickych druhti obsahuje opakujici se sekvence,
coz je priblizné tfikrat vice nez u prokaryot (Marcotte et al., 1999). Odhaduje se také,
ze pocet mikrosatelith u genoml rostlin je naptiklad ptiblizné pétkrat nizsi

nez v lidském genomu (Beckmann a Weber, 1992).

Podle sloZeni lze mikrosatelity rozdélit na dokonalé, nedokonalé a sloZené.
Dokonaly satelit je tvoien souvislou jednotkou repetice, napf. (AG)24, U nedokonalého
mikrosatelitu je jednotka repetice pierusena sledem nahodnych bazi. Sozeny
mikrosatelit je tvofen nékolika riznymi jednotkami repetice, napt. (AG)14(AT)ss. Déle
bylo pozorovano, ze nejhojnéjsi jsou dinukleotidové mikrosatelity, z nich pak jednotka
repetice (AT)n. Nejméné Cetné jsou mono- a tetranukleotidové mikrosatelity. V piipadé
trinukleotidovych repetici jsou pak nejcetnéjsi (AAG/CTT), a (AAT/AAT), (Beckmann
a Weber, 1992).

Analyzy distribuce mikrosateliti v genomech mnoha druhd zjistily,
ze ve srovnani s Drosophila, Arabidopsis, Caenorhabditis elegans a kvasinek, jsou
lidske chromozomy 21 a 22 bohaté na mono- a tetranukleotidova opakovani.
Chromozomy u Drosophila maji vyssi frekvence di- a trinukleotidovych opakovani
a prekvapivé genom Caenorhabditis elegans obsahuje méné¢ SSR na milion part bazi

sekvence nez kvasinkovy genom (Katti et al., 2001).
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Metoda SSR

Mikrosatelity jsou obvykle rovnomérné rozmistény napii¢ genomem a vykazuji
relativné vysokou miru polymorfismu mezi jednotlivymi genotypy, kterd je obvykle
zpusobovana rozdilnym poc¢tem opakujicich se jednotek repetice. Této skutecnosti se
snazi vyuzit molekuldrné-geneticka metoda SSR. Ta je zalozena na tom, Ze jsou
navrzeny primery z relativné Kkonzervativnich sekvenci v tésné blizkosti
s mikrosatelitnim lokusem. Sekvence PCR primerii sousedicich s tandemovymi
repeticemi mikrosateliti jsou obvykle navrhovany tak, aby jejich délka dosahovala
17 - 22 pb, aby se obsah G a C pohyboval alespon okolo 50 % a aby se vypocitana
hodnota Tm (teplota tani primert, tzv. melting temperature) pohybovala kolem 60 °C.
Dalsi samoziejmou podminkou je to, aby oba navrzené primery nevykazovaly vnitini
a vzajemnou komplementaritu, v opaéném piipad¢ totiz mize byt silné¢ narusovan
pribéh PCR reakce. Pro snadnou detekci produktti amplifikace, jsou primery obvykle
navrzeny tak, aby se velikost produktu amplifikace pohybovala v rozmezi 100 - 300 pb,
pfi¢emz v ramci produktu je samoziejmé amplifikovan i pfisluSny mikrosatelit. Jak jiz
opakovani jednotky repetice. Pii detekci produkti PCR reakce to znamend, Ze se
jednotlivé alely lisi ve své délce o délku jednotky repetice daného mikrosatelitu (tzn.
pii jednotce repetice AT bude obvykly rozdil mezi alelami 2 pb, pii jednotce repetice

ATT bude obvykly rozdil mezi alelami 3 pb) (Rosypal et al., 2002).

SSR Markery

Systémy DNA markerti, které byly zavedeny do genetické analyzy
v osmdesatych letech 20. stoleti, maji mnoho vyhod oproti tradi¢nim morfologickym
a proteinovym markeriim, které se pouzivaji v genetickych a ekologickych analyzach
populaci rostlin: za prvé - DNA markert mtize byt generovano neomezené mnoZzstvi;
za druhé - profily DNA markert nejsou ovlivnény okolnim prostiedim, a za tieti - DNA
markery, na rozdil od izoenzymovych markerii, nejsou omezeny tkani nebo

specifi¢nosti vyvojového stadia (Park et al., 2009).

SSR metoda vytvaii systém molekularnich markeri pro posouzeni genetické
diverzity v rostlinach, lze ho uplatnit i u opomijenych a minoritnich plodin
¢1  ohrozenych druhi. Mikrosatelity byly plvodné navrzeny pro vyzkum

degenerativnich a neurologickych onemocnéni u lidi, ale prokédzaly velkou pouzitelnost
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i pro ostatni druhy (Hoshino et al., 1999). U rostlin, byla pfitomnost SSR poprvé
proké&zana hybridizaci oligonukleotidovych sond poly (G-T) a poly (A-G) na fagovych
knihovnach z genomu tropického stromu (Condit a Hubbell, 1991). Hoshino et al.

(1999) uvadi, ze mikrosatelity patii mezi nejslibnéjsi markery zalozené na PCR.

Velky pocet mikrosatelitnich marker je nyni k dispozici pro kompletné
sekvenované genomy rostlin, jako je ryze (International Rice Genome Sequencing
Project, 2005) a Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (The Arabidopsis Genome Initiative,
2000). Mikrosatelity se staly volenym markerem pro fadu testt u rostlin v disledku
hypervariabilni povahy a pokryti rozsahlého genomu. Jsou pouzivany k posouzeni
genetické proménlivosti na molekularni drovni v kolekci genofondu, pro spravnou
volbu rodi¢t kiizenct (tj. Slechténi hybridil), mapovani a znaceni genti nebo QTL
(quantitative trait loci) pro agronomické znaky a geny rezistence k chorobam, mapovani
genomu, MAS slibnych linek a markery asistovanym zpétnym kiizenim (MAB) béhem
Slechtitelskych ~ programt, identifikaci pohlavi, studiu struktury populace
a taxonomickych a fylogenetickych vztahi (Kalia et al., 2011). Tyto markery jsou také
vyuzivany 1 v mezinarodnich databazich, napf. u révy vinné Vitis vinifera L.

(eu-vitis.de).

Vazbova mapovani pomoci SSR markerti byla Gspé$né vytvofena u mnoha
dulezitych plodin, jako jsou brambory, kukufice, pSenice a soja (Wang et al., 2009).
Od doby jejich wvyvoje jsou mikrosatelitni markery neustdle izolovany
a charakterizovany u celé fady rostlin, v€etné obilovin, luSténin, zeleniny, lesnich
dfevin, ovocnych rostlin, jehlicnanid a dalSich ekonomicky vyznamnych druhl rostlin.
Staly pokrok a rozvoj téchto markerd zatraktivni molekularni §lechténi a genetiku

rostlin a nakonec pomuze pii zlepSovani zemédélskych plodin (Kalia et al., 2011).

Detekéni metody SSR produkti

Mezi metody nejcastéji pouzivané k urcovani velikosti produktd SSR
amplifikace a ke sledovani jejich polymorfismu patii elektroforéza na agaroze,
polyakrylamidova gelova elektroforéza (dale PAGE), denatura¢ni PAGE a kapilarni

elektroforéza.

! Celd tato kapitola vychazi ze skript Biotechnologie v zahradnictvi, navody pro prakticka laboratorni
cviceni (Baranek et al., 2006)
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U agar6zovych gell se jako barvivo pro vizualizaci DNA nejcastéji pouziva
ethidiumbromid nebo méné toxicky GelRed, ktery interkaluje do DNA a umoznuje
detekci produktd po PCR. Jednoduchost pouziti téchto gelii vSak pfinasi 1 jisté
nevyhody. V piipad¢ agardzy je nevyhodou jeji nizsi rozliSovaci schopnost, i kdyz
v posledni dob& byly vyvinuty specialni agardzy se zvySenou separacni schopnosti.
Jednou z nich je agar6za MetaPhor (vyrobce BMA Products), u které vyrobce deklaruje
moznost rozliSemi DNA fragmentu liSicich se alespon o 2 % V jejich délce. Nevyhodou
u nedenatura¢ni PAGE je moZnost rozdilné elektromigracni rychlosti u fragmentt se

Stejnym poctem bazi, ale s rozdilnym slozenim a sekvencemi.

Ptesné urovani velikosti alel proto vyzaduje pouziti denaturaéni PAGE nebo
kapilarni elektroforézy. V PAGE jsou amplifikacni produkty SSR detekovany nejcastéji
barvenim stfibrnymi kationty, radioaktivnim znacenim (primer nebo PCR produkt) nebo
fluorescenénim barvenim (primer nebo PCR produkt). Nevyhodou PAGE je nutnost

manipulace s akrylamidem, ktery méa karcinogenni vlastnosti.

U kapilarni elektroforézy je nejCastéjSim zpitsobem detekce produkti
prostfednictvim fluorescencniho barveni pouzitych primerd. Vyhodou je, Ze je mozné
pouzit tii pary rizné fluorescencné znaenych primert zaroven, a proto je tato detekce
rychlejsi a efektivnéj$i. V piipadé vhodné zvolené velikosti produktu u primerovych
kombinaci, 1ze pouzit az Sest primerovych part (v piipadé jedné kapilary). U kapilarni

elektroforézy jsou pak nevyhodou pomérné vysoké ndklady analyz.

Vvhody a srovnani mikrosatelitnich markert s ostatnimi markery

SSR markery maji mnoho vyhod oproti ostatnim markerovym systémim. Prvni
vyhodou je jejich vysoka reprodukovatelnost, coz je pii genetické anylyze velmi
dialezité. Reprodukovatelnost profilu SSR je tak rozsahla jako u RFLP (Park et al.,
2009). Ve srovnani s RFLP technikou kladou mikrosatelity mensi naroky na laboratorni
vybaveni, vyZaduji mnohem niz§i mnoZzstvi izolované DNA, vykazuji vyssi
polymorfismus a jsou potencidlné automatizovatelné. Jelikoz je kazdy lokus definovan
konkrétni primerovou sekvenci, mohou byt vysledky SSR anylyz snadno porovnany
mezi riznymi pracovisti, na rozdil od metod AFLP a RAPD. Je ovSem tieba brat
v potaz mozné problémy se spravnym urcenim velikosti vyslednych produktt, kdy
urcend délka alel se mize mezi rliznymi experimenty i v ramci jednoho pracovisté

mirn¢ ménit (Baranek et al., 2006). Vzhledem k tomu, Ze SSR analyza nevyzaduje
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restrikci enzymy, muze reprodukovat stejné profily bez ohledu na stav templatové
DNA. Rovnéz nevyzaduje, aby byla templatovd DNA ultra Cistd, coz je podminkou
pro analyzu AFLP, jelikoz kontaminovana nebo neéisti DNA ¢asto pii Stépeni

restrik¢nimi enzymy produkuje nespecifické rusivé pruhy (Park et al., 2009).

Druhou vyhodou markerového systéemu SSR je obsah polymorfni genetické
informace. Hyper-variabilni povaha SSR produkuje velmi vysoké alelické variace
dokonce i mezi velmi uzce piibuznymi druhy (Park et al., 2009). Ve srovnavaci studii
o uzite¢nosti systémi RFLP, RAPD, AFLP a SSR markert pro analyzu genovych
zdroji, SSR ukazala nejvyssi oéekavanou heterozygotnost, zatimco AFLP méla nejvyssi

efektivni multiplexni pomér (Powell et al., 1996).

Tteti vyhodou je kodominantni charakter SSR markert, coz je pfinosné zv1asté
pfi jejich aplikacich v procesu genetického mapovani. Kodominantni charakter SSR je
vhodny pro genetickou analyzu v segregaci F2 populaci nebo analyzu rodicovstvi

u hybridu (Scott et al., 2000).

Ctvrtou vyhodou markrového systému SSR je jejich mnozstvi a distribuce
v genomech. Jak je identifikovano vice a vice genomickych sekvenci u riznych
eukaryotickych druhu, je stale vice ziejmé, ze SSR jsou opravdu hojné témét u vsech

druhd, a jsou dobie distribuovany skrz celé jejich genomy (Wang et al., 1994).

Diky témto vlastnostem a jejich pomérné snadné detekci jsou SSR markery

v soucasné dob¢ velmi Casto vyuzivany.

Vvuziti mikrosateliti u zemédélskvch plodin a rodu Brassica

Metoda SSR byla pouzita u velkého mnoZstvi zemé&dé€lskych plodin, napiiklad
Sudharani et al. (2014) identifikovali SSR markery pro testovani hybridnosti
a genetické Cistoty osiva u kukufice (Zea mays L.). Mezi 12 testovanymi
mikrosatelitnimi markery, byly pouze dva schopny vytvafet komplementarni pruhy
mezi hybridem DHM-117 a jeho odpovidajicimi rodi¢ovskymi sami¢imi a saméimi
liniemi. PCR produkty byly separovany na 3 % agar6zovém gelu. Bylo zjisténo,
ze hybridni kukufice DHM-117 se zfeteln€ 1i$i od svych rodi¢ovskych linii. Testovani
genetické Cistoty Ctyficeti nahodné vybranych hybridnich rostlin DHM-117 ve dvou
sadach po dvaceti s vybranym markerem ukézala 100 % Ccistotu u vybranych rostlin

v prvni sadé, avsak ve druhé sadé se ukazalo pét rostlin jako nehybridni typy.
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Dalsi studie zabivajici se genetickou Ccistotou osiva a SSR markery byly
provedeny napf. u slunecnice (Helianthus annuus L.) (Pallavi et al., 2011), kdy bylo
58 primert podrobeno skrininku pro identifikaci specifického markeru spojeného
s kazdou hybridni a rodi¢ovskou linii. Tato studie vyuzila metodu SSR pro identifikaci
péti hybrida slunecnice spolu s jejimi rodicovskymi liniemi. Pro separaci PCR produktd
byl pouzit 6 % polyakrylamidovy gel, protoze i pfes objeveni PCR produkti vzorki
DNA, nedoslo na 3,5 % agar6ze k ukazani polymorfismu mezi hybridy a jejich
rodicovskymi liniemi. Vysledkem bylo, Ze dva SSR primery mohou byt spolehlivé
pouzity pro identifikaci odridy KBSH-44, a dalsi SSR primer pro identifikaci i pro
testovani genetické Cistoty u odridy KBSH-53.

Maniok (Manihot esculenta Crantz) byl Slechtén na odolnost k chorobé CDM
(Casava mosaic disease). Bylo pouzito 75 SSR primert a 57 z nich produkovalo
polymorfni pruhy mezi rodi¢i. Tyto primery byly proto aplikovany na 153
F1 hybridnich rostlin. Nakonec pouze Sest parG primerd amplifikovalo jednoduchy
marker, ktery jasn¢ odliSoval rodi¢ovské rostliny od F1 hybridnich rostlin (Mohan et al.,
2013).

Zhang et al. (2014) studovali pouziti SSR markert pii hodnoceni genetické Cistoty
komerénich hybrida s6ji (Glycine max L.). Aby se piedeslo sniZzeni vytézku
zpusobenému pouzitim semen s nizkou Cistotou hybridnosti, méa velky vyznam vyvoj
jednoduché, rychlé a presné metody hodnoceni hybridni Cistoty. Proto byly rodic¢ovské
linie podrobeny skrininku za pouziti 160 SSR markerti, z nichz 8 markerti vykazovalo
polymorfismus. Analyza zalozenda na PCR s témito markery detekovala alely
rodicovskych linii v cistych hybridech, prokazujici jejich heterozygotnost, zatimco

nehybridni jedinci byli identifikovani pfitomnosti pouze jedné rodi¢ovské alely.

Liu et al. (2008) testovali genetickou cistotu F1 hybridu rajéete (Solanum
lycopersicon L.) pomoci molekularnich markert. V této studii byly pouzity tfi systémy
molekulédrnich markerta - RAPD, ISSR a SSR pro testovani genetické Cistoty hybridniho
osiva rajcete 'Hezuo906'. Genetické vztahy hybridi a jejich dvou rodict byly
analyzovany pomoci celkem 321 primerti, z toho 49 SSR primerii. Dva kodominantni
SSR primery byly vybrany pro testovani genetické Cistoty hybridniho osiva. Pomoci

vybranych primerti bylo testovano celkem 208 hybridnich jedincti. Vysledkem bylo,
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ze 10 z 208 jedinct 'Hezuo906' nebylo hybridnich a geneticka ¢istota hybridniho osiva
byla stanovena na 95,1 %.

Mikrosatelity jsou v soucasné dobé vyuzivany také pii studiu rodu Brassica. Nyni
mohou byt identifikovany genové odvozené SSR v ramci stavajicich vefejnych databazi
sekvenci takeé pro Brassica oleracea L., i piestoze je k dispozici jen n¢kolik markert

tohoto typu (Love et al., 2004).

V praci Louarn et al., (2007) bylo testovano padesat devét odrud Brassica
oleracea L. patticich k péti botanickym druhtim na pfitomnost mikrosatelitnich (SSR)
polymorfisma pouzitim jedenacti part primerta odvozenych z databaze sekvenci. Tyto
odrudy byly zastoupeny dvanacti brokolicemi (Brassica oleracea var. italica Plenck),
deseti ruzickovymi kapustami (Brassica oleracea var. gemmifera (DC.) Zenker),
jednadvaceti zéastupci zeli (Brassica oleracea var. capitata L., zahrnujici skupiny bilého
a Cerveného zeli), Sesti kapustami (Brassica oleracea var. sabauda L.), a deseti kvétaky
(Brassica oleracea var. botrytis L.). Odridy pochazely od tiinacti dodavateld osiva.
Té&chto jedenact part primerd amplifikovalo celkem ¢&tyficet sedm fragmentd, a rozlisilo
padesat jedna odrud, zatimco zbyvajicich osm kultivara bylo odliseno od zbytku ¢tyimi
neodd¢litelnymi pary. Nebyl nalezen zaddny vyznamny rozdil v rozmanitosti uvnitt
rostlinnych druht a skupin. Shlukova analyza a vysledny dendrogram ukazaly,
ze kultivary maji tendenci se shlukovat v ramei téchto taxonomickych jednotek (Louarn

et al., 2007).

Dalsi studie hodnoti pomoci mikrosatelitnich (SSR) markera genetickou diverzitu,
strukturu populace a vztahy Brassica oleracea L. genovych kolekci v Irsku. Celkem 25
vzorkt Brassica oleracea L. bylo ziskano z genové sbirky udrzované v Horticultural
Research Institutu (HRI) ve méste¢ Wellesbourne ve Velké Britanii. Tyto vzorky
zastoupovaly 4 dil¢i poddruhy v ramci druhi Brassica oleracea (Brassica oleracea var.
capitata L., Brassica oleracea var. acephala DC., Brassica oleracea var. botrytis L.
a B. oleracea var. gemmifera (DC.) Zenker). Bylo vybrano sedmnact sad soubori SSR
primert specifickych pro chromozomy rodu Brassica. Dvanact primert vykazalo
polymorfismus a bylo pouZito k analyze vSech vzorkl. Bylo zjisténo, Ze lokusy SSR
jsou signifikantné polymorfni a efektivni pro rozliSovani mezi studovanymi vzorky.
Pozorovana heterozygotnost byla u vSech vzork vyssi, nez se ocekavalo. VétSina

genetické variability se nachazela v ramci vzorkt. Tyto genetické znaky irské Brassica
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oleracea L. by mohly poskytnout pochopeni a smérnice pro ochranu tohoto druhu pted
vyhynutim stejn¢ jako rozvoj vlastni praktické strategie ochrany. Tato studie také
poskytla nové zajimavé vysledky a poskytuje pochopeni vybéru a pouziti vzorki
nejvice variabilnich druht jarniho =zeli, zde urenych jako potencialni zdroje
pro budouci Slechtitelské programy k rozvoji novych a produktivnéjSich plodin. SSR
markery se ukazaly byt efektivni platformou pro studie charakterizace a mapovani

genovych zdroji rodu Brassica (El-esawi et al., 2016).

Ye et al. (2013) testovali genetickou Cistotu osiva zeli F1 hybridni odrady 'Sugan
21" pomoci molekularnich markert zalozenych na PCR zahrnujicich SSR, RAPD, ISSR
(intersimple sequence repeat) a SRAP (sequence-related amplified polymorphism).
Z celkového poctu 325 primert bylo testovano 85 SSR primeri, z nichz tfi kombinace
primert dokazaly produkovat u F1 hybridi soucasné markery FPS (female parent-
specific = specifické pro samic¢iho rodi¢e) i MPS (male parent-specific = specifické
pro sam¢iho rodic¢e). Amplifikované produkty byly separovany na 8 % nedenaturujicich
polyakrylamidovych gelech a detekovany pomoci stiibrného obarveni. Testovani 216
F1 hybridnich rostlin ukézalo, ze tfi rostliny produkovaly pouze FPS markery a jedna
pouze MPS markery, zbylych 212 hybridnich jedincti produkovalo jak FPS, tak i MPS

markery a geneticka Cistota F1 hybridnich semen byla proto stanovena na 98,15 %.

Liu et al. (2007) pouzili ¢tyfi stejné molekularni markerové systémy
pro hodnoceni genetické Cistoty hybridniho osiva kultivaru zeli 'Zaoxia 16' jako
predchozi Ye et al. (2013). Jednalo se tedy o markerové systémy SSR, RAPD, ISSR
a SRAP. Genetické vztahy F1 hybrida a jejich rodict byly analyzovany pomoci 339
primert, z toho 44 SSR primer. Pouze dva z vybranych SSR primert produkovaly
zarovenn FPS 1 MPS markery a byly vybrany pro testovani genetické Cistoty hybridniho
osiva. 210 hybridnich rostlin 'Zaoxia 16' bylo podrobeno skrininku s vybranymi dvéma

primery a geneticka Cistota byla stanovena na 94,8 %.

V Ceské republice byla testovana pouZitelnost vybranych SSR markert
pfi rozliSeni rodi¢ovskych rostlin od jejich potomstva u sedmi rodin zeli. Vysledkem
téchto testl bylo uréeni dvou markert, které se vzajemné dopliwuji a jejichz pouzitim lze
rozliSit téméet vSechny testované rodiny zeli. Nadéjné mikrosatelitni markery byly
analyzovany dal$i metodou, kterd potvrdila vyuziti t€chto mikrosatelitnich markert

v praxi (Sochorova, 2014).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

Byly analyzovany 3 odrudy (9 genotypi vzdy v trojkombinaci - jeden hybrid
a dvé k nému odpovidajici rodi¢ovské linie) Brassica oleracea var. capitata L., které
poskytla komeréni firma. Semena byla nakli¢ena a byly odebrany prvni dva listky, které

byly vlozeny do zkumavek a zmrazeny na — 60 °C.

Tab. 3 Seznam sledovanych odrad

Poradi Odrtda
1 D-F1

2 D-linl
3 D - lin2
4 H-F1

5 H-linl
6 H - lin2
7 T-F1

8 T-linl
9 T - lin2

4.2 Expresni izolace DNA

DNA byla izolovana podle metodiky Klimyuk et al. (1993). Do mikrozkumavky
s rostlinnym vzorkem o velikosti 0,5 cm v priméru bylo ptidano 80 ul pufru (0,25 M
NaOH) a na dno drceny prasek z granatu (Bio 101 Systems), ktery slouZil pro dokonalé
rozdrceni rostlinného materidlu. Zkumavky byly umistény do homogenizatoru Fastprep
(Bio 101 Systems, ThermoSavant) na 46 s pii nejvyssi rychlosti, dale byly vzorky
zcentrifugovany pii 3000 otackach za minutu a umistény na 30 s do termobloku,
pii teploté 105 °C. Po vyjmuti z termobloku byly vzorky okamzité preneseny na led.
Dale bylo do zkumavek ptidano 40 pl 0,25 M HCI a 20 pl pfedem ptipravené smési
Tris pH 8,0 (do 50 ml Trisu bylo pfidano 0,125 pl Nonidetu) s 0,25 % Nodinet P-40.
Obsah zkumavy byl protiepan na minitiepacce, aby doslo k dokonalému promichani.
Nasledovalo umisténi na 2 minuty do termobloku pti 105 °C. Po vyjmuti zkumavek

bylo provedeno opét jejich prudké zchlazeni na ledu. Vzorky byly uchovavany
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v mrazaku a pied kazdym opétovnym pouzitim pii PCR rekci bylo tiecba DNA povafit

1 minutu v termobloku pii 105 °C.

Cistota a kvalita DNA po izolaci DNA z rostlinného materialu byla stanovena
elektroforetickou separaci vzorki DNA na 0,8 % agar6zovém gelu na horizontalni
elektroforéze ve srovnani se standardem A-DNA o znamé koncentraci (100 a 200 ng
v 10 pl).

4.3 SSR analyza
DNA byla ziskdana z 9 genotypu vzdy v trojkombinaci - jeden hybrid

a dvé k nému odpovidajici rodi€ovské linie. Bylo analyzovano vzdy 70 vzorkl
hybridniho potomstva a dva vzorky rodi¢ovskych linii ve dvou sadach po 35 vzorcich
hybridi. Objem 2 pl z kazdého vzorku vyizolované DNA byl smichan s 12 pl PCR

mixu (viz Tab. 4).

Amplifikaéni podminky vychazely z prace Sochorova (2014). Amplifikace
probéhla v objemu 12 pl a reakéni smés obsahovala 1x PCR Buffer, 0,2 mM dNTPs,
0,4 uM primer, 1 jednotku Taq polymerazy (Go-Taqg G2 Flexi - Promega) a 2 pl (20 ng)
templatové DNA.

Tab. 4 Chemikalie pro reakéni smés PCR

Reagencie Koncentrace 1x 44x
k reakci reakce (ul) reakce (ul)
H,O 6,3 277,2
Flexi pufr (5x) 1x 2,5 110
MgCl; (25 mM) 1,5mM 0,75 33
dNTPs (25 mM) 0,1 mM 0,1 4.4
Primer 1 (10 uM) 0,4 UM 0,25 11
Primer 2 (10 pM) 0,4 uM 0,25 11
BSA 1% 0,125 55
PVP 10% 1,25 55
Barvivo Flexi (od vyrobce) 0,325 14,3
Go-Taq G2 Flexi 5U /ul 1U 0,15 6,6
polymeraza
Celkem: 12ul 528 ul

4.3.1 Pouzité SSR primery testované v této diplomové praci
Dle vysledkt skrininku F1 hybridi a jejich rodicovskych linii provedeného

v ramci vyzkumného projektu na pracovisti Mendeleum a podle doporuceni Skolitele,
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byly vybrany primery, které se jevily jako vhodné pro rozliseni rodiovskych linii

a jejich hybridd, ale bylo potieba ovéfit jejich ucinnost v rdmci hybridnich potomstev.

Tab. 5 Pouzité primery vybrané podle doporuceni Skolitele

Oznaceni Tm°C Oéeké‘r]ggﬁléﬁhko“ Program
e [T SESOL L 90 onm  | e
Br25 IF_QIIECIS:;T gﬁtggg g;g 140-200 Brass47
sy | LEFT [cBloms TSl gy
o | LEFTlBI00T TS g
Br30 ;If(l;_r ggigg;g gé 100-150 Brass46
Br32 A :mﬂgg gg:g 150-200 Brass49
Br33 IF_chE;T S:gmgigg gé; 280-380 Brass43
oo [T [t % iy |

4.3.2 Teplotni program termocykleru

Amplifikace probéhla v termocykleru (Biometra) podle programu Sochorova
(2014), viz Tab. 6. Teplota nasednuti primeru byla nastavena podle teplot doporu¢enych
pro primery z piedchoziho skrininku. Jednalo se o tzv. sestupny program (touch down
protokol), kdy 1. nasednuti primeru (annealing) probihalo pfi vyssi teploté pro zvyseni
specificnosti PCR reakce, déale byla snizena teplota v kazdém z deseti cykli o — 1 °C,
takze se dale amplifikovaly pouze pozadované produkty pro odpovidajici teplotu

primeru (25 cykla).

Horizontalni elektroforéza na agarézovém gelu:

Pro rozliSeni produkti DNA jednotlivych genotypli byly nasledné¢ vzorky
elektroforeticky separovany na 2 % agarozovém gelu na horizontalni elektroforéze
Agagel Maxi Biometra© v pufru TAE 1x. DNA byla zviditelnéna piidavkem
interkalacniho barviva GelRed (Biotium) v koncentraci podle doporuceni vyrobce
(Sambrook et al., 1989). Pro zjisténi velikosti produkti po PCR reakci byl pouzit
hmotnostni a délkovy standard 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs).
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Elektroforetické zéznamy byly na transilumintoru fotograficky zdokumentovéany
pomoci fotoaparatu propojeného s PC.

Tab. 6 Teplotni program PCR, v kroku 3 a 6: x - odpovidajici teplota pro nasednuti primeru podle
doporuceni vyrobce

krok teplota (°C) Cas poznamky
1 94 3 min
2 94 45s
3 x +10 30s v kazdém cyklu -1°C
4 72 30s zpét na krok 2, a to10x
5 94 30s
6 X * 30s
7 72 30s zpéet na krok 5, a to 25x
8 72 7 min

*odpovidajici teploty nasednuti primeru pro jednotlivé primery (Brass23 Il = 49 °C, Brass25 Il = 49 °C,
Brass27 1l = 41 °C, Brass29 Il = 41 °C, Brass30 Il = 45 °C, Brass32 Il = 48 °C, Brass33 Il = 44 °C,
Brass36 Il =47 °C)

4.3.3 Vyhodnoceni tispéSnosti primert

Primery byly hodnoceny z hlediska schopnosti odlisit rodi¢ovské linie a jejich
potomky, F1 hybridy, pii separaci na 2 % agar6zovém gelu (viz obr. 7). Razeni vzorki
na vSech fotografiich bylo nasledujici: F1 hybridni odruda, rodicovska linie 1,
rodiCovska linie 2, hmotnostni a délkovy standard 100 bp a nasledné vzorky
testovanych odrid. U kazdé zrodiCovskych linii byl ocekdvany 1 PCR produkt
o ruznych velikostech pro kazdého rodice. U hybridniho genotypu byly ocekavany
2 PCR produkty (pruhy), velikosti odpovidajici produktim u jednotlivych rodi¢ovskych

linii.

.
—g™ - -
F1lin1lin2M 1 7

Obr.7 Ptiklad fragmenti ziskanych amplifikaci SSR lokusu. Razeni vzorki je vzdy: F1 hybridni odrida,
prvni rodi¢, druhy rodi¢, M - hmotnostni a molekularni standard (100bp), 1,2 - vzorky hybridniho

potomstva.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni Cistoty a kvality DNA

Cistota a kvalita DNA po izolaci DNA z rostlinného materialu byla stanovena
elektroforetickou separaci vzorki DNA na 0,8 % agar6zovém gelu na horizontalni
elektroforéze ve srovnani se standardem A-DNA o znamé koncentraci (100 a 200 ng
v 10 pl).

‘M 1 23 45 6 7 8  A-DNA

T Gu— [ N .-

200 100

Obr. 8 Kontrola kvality a koncentrace DNA na na 0,8% agardzovém gelu: 1-8 vzorky DNA po izolaci,
A-DNA — standard (100 a 200 ng v 10 ul), M — hmotnostni a délkovy standard (100bp)

5.2 Analyza hybridnich potomstev

Byla testovana genetickd cCistota hybridniho osiva tfi vybranych odrid zeli
hlavkového a dale byly testovany primery, které dle vysledka skrininku F1 hybridt
a jejich rodic¢ovskych linii provedeného na pracovisti Mendeleum v ramci vyzkumného

projektu, byly vybrany jako vhodné pro rozliSeni rodi¢ovskych linii a jejich hybrida.

V této diplomové praci bylo testovano celkem osm pard SSR primert u tii odrad
(9 genotyptl vzdy v trojkombinaci - jeden hybrid a dvé k nému odpovidajici rodicovské
linie) zeli hlavkového. VSech osm primert amplifikovalo produkty, ale pouze pét bylo
schopnych odlisit F1 hybridy a rodi¢ovské linie. U odrady D - F1 byly testovany ¢tyfi
pary primeru a pouze dva z nich (Brass25 I a Brass32 II) produkovaly markery obou
rodi¢ovskych rostlin u F1 hybridi soucasné. Pomoci téchto primert byla genetickd
Cistota hybridniho osiva odridy D - F1 stanovena na 100 %. U odrady H - F1 byly
testovany také Ctyfi pary primerG a pouze dva z nich (Brass29 II a Brass30 II)
produkovaly markery obou rodicovskych rostlin u F1 hybrid sou€asn€. Pomoci téchto
primert byla geneticka Cistota hybridniho osiva odriidy H - F1 stanovena na 98,57 %.

U odriidy T - F1 bylo testovano pét part primerii a pouze tfi z nich (Brass25 II,
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Brass29 11 a Brass33 II) produkovaly markery obou rodi¢ovskych rostlin u F1 hybrid
soucasn¢. Pomoci téchto primert byla geneticka ¢istota hybridniho osiva odrady T - F1

stanovena na 98,57 %.

Nasledujici vysledky ukazuji, zda se vhodnost sledovanych primert potvrdila,
¢1 ne. Nize uvedené jsou vysledky primera, u kterych se vhodnost potvrdila a byly
schopny rozlisit rodi¢ovské linie a jejich hybridy. V piilohach diplomové prace jsou

vysledky primerd, které nejsou vhodné pro rozliseni rodi¢ovskych linii a jejich hybridi.

Tab. 7 Pouzité primery (+) a vhodné primery (++)

. Odrida, vzorek

Cislo )

) Primer D-F1 H-F1 T-F1

primeru
4.5, 6 1,23 13, 14, 15

23 Brass23 11 + +

25 Brass25 11 ++ + ++
27 Brass27 11 +

29 Brass29 Il ++ ++
30 Brass30 11 ++

32 Brass32 11 ++ +
33 Brass33 11 ++
36 Brass36 11 +

5.2.1 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1

U hybridniho potomstva osiva D - F1 byly podle skrininku provedeného v ramci
vyzkumného projektu na pracovisti Mendeleum doporuceny jako vhodné pro ovéteni
Ctyfi SSR primery (Brass23 11, Brass25 Il, Brass27 1l a Brass32 Il). Z téchto Ctyf
primerd se potvrdila vhodnost pouze u dvou - Brass25 Il a Brass 32 Il. Tyto dva
primery produkovaly markery obou rodi¢ovskych rostlin u F1 hybridi soucasn¢ a byly
proto schopny rozliSit F1 hybridy od rodi¢ovskych linii. Vysledky primerti Brass23 11
a Brass27 1II, u kterych nebyla potvrzena vhodnost pro rozliSeni F1 hybridd

a rodic¢ovskych linii jsou uvedeny v ptilohach viz Obr. 23 - 26.
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Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass25 11

Na obrazcich agardzového gelu po elektroforéze (Obr. 9 a 10) jsou jasné vidét
u rodicovskych linii (linl a lin2) jednotlivé pruhy znazoriujici homozygota pro tento
mikrosatelitni lokus, u F1 hybrida jsou vidét oba rodi¢ovské pruhy, coz vypovidé o tom,
ze se jedna o heterozygota pochazejiciho z tohoto kiizeni. Vysledné potomstvo (vzorky
1 - 70) mé oba dva pruhy, z ¢ehoz vyplyva, ze se jedna o heterozygotni hybridy. Vzorek
Cislo 24 se jevi posunuty nize oproti ostatnimu hybridnimu potomstvu,
coz v tomto piipadé mize byt zpusobeno disproporci v gelu. Podle vyse popsanych

vysledku je tedy geneticka Cistota hybridniho osiva odridy D - F1 100 %.

D - F1 PCR prog Brass49 agaroza 2% primer BR25

Filinlin2 M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 171819 20 212223 24 25 26 27 28 29 3031 32 33 34 35 B

3 o " - geEVvEww
Sper enep——t1 1 1 1 2 L A AL L L AL Ll

Obr. 9 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass25 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odriida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomki, B = negativni kontrola).

D -F1 PCR_prog_Brass49_agaroza 2%_primer BR25

- '.._ e e e ST N o B M e o Ll

F1lin1lin2 M 36 37 38 39 40 4142 4344 45 46 47 4849 5051 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 6768 69 70 B

Obr. 10 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass25 Il - 2. sada (F1 = hybridni
odrtida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomkii, B = negativni kontrola).
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Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass32 11

Na obrazcich agar6zového gelu po elektroforéze (Obr. 11 a 12) jsou jasné vidét
u rodicovskych linii (linl a lin2) jednotlivé pruhy znazoriujici homozygota pro tento
mikrosatelitni lokus, u F1 hybrida jsou vidét oba rodi¢ovské pruhy, coz vypovidé o tom,
ze se jedna o heterozygota pochazejiciho z tohoto kiizeni. Vysledné potomstvo (vzorky
1 - 70) ma oba dva pruhy, z ¢ehozZ vyplyva, Ze se jedna o heterozygotni hybridy. Podle
vySe popsanych vysledkii je tedy geneticka Ccistota hybridniho osiva odrady
D - F1 100 %.

D -F1 PCR_prog_Brass48_agaroza 2%_primer BR32

i ¢

T em CQUSeTSeNgRIRTESRNNtNteRttIseR - cee

Filintlin2M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 1314 15 16 1718 19 20 2122 23 2425 26 2728 2930 31 3233 34 35 B

Obr. 11 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass32 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomk, B = negativni kontrola).

D -F1 PCR_prog_Brass48_agaroza 2%_primer BR32

M it Attt s 0 a o i Ak

Filin1lin2 M 36 37 38 3940 41 42 43 44 45 46 47 4849 50 51 5253 54 5556 57 58 59 60 61 6263 64 6566 67 68 6970 B

Obr. 12 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass32 Il - 2. sada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomkii, B = negativni kontrola).
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5.2.2 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1

U hybridniho potomstva osiva H - F1 byly podle skrininku provedeného v ramci
vyzkumného projektu na pracovisti Mendeleum doporucéeny jako vhodné ¢tyfi primery
(Brass23 11, Brass25 |1, Brass29 Il a Brass30 Il). Z téchto ¢tyf primert se potvrdila
vhodnost pouze dvou - Brass29 Il a Brass 30 Il. Tyto dva primery produkovaly markery
obou rodicovskych rostlin u F1 hybridii soucasné¢ a byly proto schopny rozlisit
F1 hybridy od rodi¢ovskych linii. Vysledky primerd Brass23 II a Brass25 I, u kterych
nebyla potvrzena vhodnost pro rozliSeni F1 hybrida a rodicovskych linii jsou uvedeny
v piilohach viz Obr. 27 - 30.

Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass 29 11

Na obrazcich agar6zového gelu po elektroforéze (Obr. 13 a 14) jsou jasné vidét
u rodicovskych linii (linl a lin2) jednotlivé pruhy znazoriujici homozygota pro tento
mikrosatelitni lokus, u F1 hybrida jsou vidét oba rodi¢ovské pruhy, coz vypovidé o tom,
Ze se jedna o heterozygota pochazejiciho z tohoto kiizeni. Vysledné potomstvo (vzorky
1 - 57, 59 - 70) mé& oba dva pruhy, z ¢ehoz vyplyva, ze se jednd o heterozygotni
hybridy. Vzorek ¢islo 58 ukazuje pouze pruh od rodi¢ovské linie 1, coz znamena, ze se
nejednd o hetezozygota. Podle vySe popsanych vysledkt je tedy geneticka Cistota
hybridniho osiva odridy H - F1 98,57 %.

H - F1 PCR_prog_Brass41_2%agaroza_primer BR29

# 0 s c

Filin1linzM 1 2 3 4 56 7 8 910 1121314151617 181920 2122232425 262723293031323334 35 B

Obr. 13 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass29 1l - 1. sada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomkd, B = negativni kontrola).
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5. tsbclnaal *

5556 5758 59 6061 62 6364 65 6667 68 69 70 B

F1 lin1lin2 M 36 37 38 39 40 4142 4344 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

Obr. 14 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass29 Il - 2. sada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomki, B = negativni kontrola).

Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass 30 11

Na obrézcich agarézoveho gelu po elektroforéze (Obr. 15 a 16) jsou jasné vidét
u rodicovskych linii (linl a lin2) jednotlivé pruhy znazoriujici homozygota pro tento
mikrosatelitni lokus, u F1 hybrida jsou vidét oba rodi¢ovské pruhy, coz vypovidé o tom,
ze se jedna o heterozygota pochazejiciho z tohoto kiizeni. Vysledné potomstvo (vzorky
1 - 57, 59 - 69) mé& oba dva pruhy, z ¢ehoz vyplyva, ze se jedna o heterozygotni

hybridy. Vzorek ¢islo 58 ukazuje pouze pruh od rodicovské linie 1, coZ znamena, ze se

nejednd o hetezozygota. Podle vySe popsanych vysledki je tedy geneticka Cistota
hybridniho osiva odridy H - F1 98,57 %.

AR &

- -

Filin1lin2M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 141516 1718 19 202122 23 2425262728 29 303132 333435B

Obr. 15 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass30 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomk, B = negativni kontrola).
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H - F1 PCR_prog_Brass45_agaroza_primer BR30

TR 88 17100008 U0 STTRNA0RNRRS:

F1lin1 lin2 M 36 37 38 3940 41 42 43 44 45 46 47 48 4950 5152 53 54 55 56 57 58 5960 61 62 63 64 6566 6768 69 B

Obr. 16 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass30 Il - 2. sada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 69
= vzorky hybridnich potomki, B = negativni kontrola).
5.2.3 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1

U hybridniho potomstva osiva T - F1 bylo podle skrininku provedeného v ramci
vyzkumného projektu na pracovisti Mendeleum doporuc¢eno jako vhodné pét primerd
(Brass25 II, Brass29 Il, Brass32 |1, Brass33 Il a Brass36 Il). Z téchto péti primera se
potvrdila vhodnost pouze tii - Brass25 Il, Brass29 Il a Brass33 Il. Tyto tfi primery
produkovaly markery obou rodi¢ovskych rostlin u F1 hybridt soucasné a byly proto
schopny rozlisit F1 hybridy od rodicovskych linii. Vysledky primert Brass32 II
a Brass36 II, u kterych nebyla potvrzena vhodnost pro rozliSeni F1 hybrida

a rodicovskych linii jsou uvedeny v ptilohach viz Obr. 31 - 34.

Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass 25 11

Na obrazcich agar6zového gelu po elektroforéze (Obr. 17 a 18) jsou jasné vidét
u rodicovskych linii (linl a lin2) jednotlivé pruhy znazoriujici homozygota pro tento
mikrosatelitni lokus, u F1 hybrida jsou vidét oba rodi¢ovské pruhy, coz vypovidé o tom,
Ze se jedna o heterozygota pochazejiciho z tohoto kiizeni. Vysledné potomstvo (vzorky
1 - 10, 12 - 70) mé& oba dva pruhy, z ¢ehoz vyplyva, Ze se jedna o heterozygotni
hybridy. Vzorek ¢islo 11 ukazuje pouze pruh od rodi¢ovské linie 2, coz znamena, Ze se
nejedna o hetezozygota. Podle vySe popsanych vysledkt je tedy geneticka Cistota
hybridniho osiva odridy T - F1 98,57 %.
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F1 lin1 lin2 12 3 4567 8 91011121314 1516 171819 202122232425 26 2728293031 32 333435B

=il o

A e T L L

Obr. 17 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass25 1l - 1. sada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomk, B = negativni kontrola).

F1lin11in2 M 36 37 3839 4041 4243 4445 46 47 48 4950 51 5253 54 5556 57 58 59 60 61 6263 64 65 66 67 68 69 70 B

Obr. 18 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass25 1l - 2. sada (F1 = hybridni
odrida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekulérni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomk, B = negativni kontrola).

Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass 29 11

Na obrézcich agarézoveho gelu po elektroforéze (Obr. 19 a 20) jsou jasné vidét
u rodi¢ovskych linii (linl a lin2) jednotlivé pruhy znazoriiujici homozygota pro tento
mikrosatelitni lokus, u F1 hybrida jsou vidét oba rodicovské pruhy, coz vypovida o tom,
ze se jedna o heterozygota pochazejiciho z tohoto kiizeni. Vysledné potomstvo (vzorky
1 - 10, 12 - 70) m& oba dva pruhy, z ¢ehoz vyplyva, ze se jedna o heterozygotni
hybridy. Vzorek ¢islo 11 ukazuje pouze pruh od rodi€ovské linie 2, coZ znamena, ze se
nejedna o hetezozygota. Podle vySe popsanych vysledkll je tedy geneticka Cistota
hybridniho osiva odridy T - F1 98,57 %.
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Ta - F1 PCR_prog_Brass41_agaroza 2%_primer BR29

womc

T A NEEEEEEN LT TYRE RS T TR .

Fllimiin2M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 1516 17 18 19 20 2122 23 24 2526 27 28 293031 3233 34 35 B

Obr. 19 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass29 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odrida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomk, B = negativni kontrola).

T -F1 PCR_prog_Brass41_agaroza 2%_primer BR29

R L LT T T S e —————————

'3 i ;
Filintlinz M 3637 38 3940 41 42 4344 4546 47 48 49 50 51 52 5354 55 56 57 58 59 60 6162 6364 65 6667 68 69 70 B

Obr. 20 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass29 1l - 2. sada (F1 = hybridni
odrida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekulérni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomku, B = negativni kontrola).

Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass 33 11

Na obrazcich agar6zového gelu po elektroforéze (Obr. 21 a 22) jsou jasné vidét
u rodi¢ovskych linii (linl a lin2) jednotlivé pruhy znazornujici homozygota pro tento
mikrosatelitni lokus, u F1 hybrida jsou vidét oba rodicovské pruhy, coz vypovida o tom,
Ze se jedna o heterozygota pochazejiciho z tohoto kiizeni. Vysledné potomstvo (vzorky
1 - 10, 12 - 70) m& oba dva pruhy, z ¢ehoz vyplyva, ze se jedna o heterozygotni
hybridy. Vzorek ¢islo 11 ukazuje pouze pruh od rodiCovskeé linie 2, coZ znamena, ze se
nejednd o hetezozygota. Podle vySe popsanych vysledkil je tedy geneticka Cistota
hybridniho osiva odridy T - F1 98,57 %.
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Obr. 21 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass33 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odrida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomk, B = negativni kontrola).
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Obr. 22 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru B“ras*;s‘s I{—- 2.T§ada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomku, B = negativni kontrola).
5.3 Hodnoceni genetické Cistoty hybridniho osiva zeli hlavkového

Diky vybranym vhodnym primerdm a jejich schopnosti rozlisSeni F1 hybrida
a rodi¢ovskych linii, bylo mozné stanovit genetickou ¢istotu testovaného hybridniho
osiva u tii vybranych odrid zeli hlavkového. U odrudy D - F1 se vyskytovali pouze
jedinci, ktefi produkovali soucasné markery obou rodiovskych rostlin (genotypi),
a tak byla genickd CdCistota tohoto hybridniho osiva stanovena jako 100 %.
Mezi testovanymi jedinci odrad H - F1 a T - F1 se vyskytnul vzdy jeden jedinec, ktery
produkoval pouze marker jedné z rodi¢ovskych linii, a proto byla geneticka Cistota

hybridniho osiva téchto dvou odrtid stanovena na 98,57 %.

46



6 DISKUZE

SSR markery jsou v soucasné dobé vyhodnymi molekuldrnimi markery pro
identifikaci genetické cCistoty u mnoha plodin vzhledem ke své vysoké uc€innosti
Je proto dulezité, aby dodavatelé osiv kontrolovali genetickou ¢istotu osiva

pfed uvedenim na trh.

V literatufe je popsano nékolik studii testovani genetické Cistoty hybridniho osiva
a SSR markert pro rozliSeni F1 hybridnich rostlin u zeli a jinych plodin. Sudharani
et al. (2014) identifikovali SSR markery pro testovani hybridnosti a genetické Cistoty
osiva u kukufice (Zea mays L.). Mezi 12 testovanymi mikrosatelitnimi markery, byly
dva schopny vytvafet komplementarni pruhy mezi hybridem DHM-117 a jeho
odpovidajicimi rodicovskymi sami¢imi a sam¢imi liniemi. Bylo zjisténo, Ze hybridni
kukutice DHM-117 se zietelné 1i8i od svych rodi¢ovskych linii. Testovani genetické
Cistoty Ctyficeti ndhodné vybranych hybridnich rostlin DHM-117 ve dvou sadach
po dvaceti s vybranym markerem ukazala 100 % c¢istotu u vybranych rostlin v prvni
sad¢, avsak ve druhé sadé se ukdzalo pét rostlin jako nehybridni rostliny. Dalsi studie
zabyvajici se genetickou Cistotou osiva a SSR markery byly provedeny napt.
u sluneénice (Pallavi et al., 2011), manioku (Mohan et al., 2013), s¢ji (Zhang et al.,
2014) a rajcat (Liu et al., 2008).

Ye et al. (2013) testovali genetickou ¢istotu osiva zeli F1 hybridni odrudy 'Sugan
21' pomoci molekularnich markera zalozenych na PCR vcetné SSR. Z celkového poctu
325 primert bylo testovano 85 SSR primert, z nichz tfi kombinace primera dokazaly
produkovat u F1 hybridi soucasné markery FPS (female parent-specific = specifické
pro samiciho rodic¢e) i MPS (male parent-specific = specifické pro samciho rodice).
Testovani 216 F1 hybridnich rostlin ukézalo, Ze tfi rostliny produkovaly pouze FPS
markery a jedna pouze MPS markery, zbylych 212 hybridnich jedinci produkovalo
jak FPS, tak 1 MPS markery a genetickd Cistota F1 hybridnich semen byla proto

stanovena na 98,15 %.

Liu et al. (2007) pouzili ¢tyii molekularni markerove systémy pro hodnoceni
genetické Cistoty hybridniho osiva kultivaru zeli 'Zaoxia 16'. Genetické vztahy
F1 hybrida a jejich rodi¢i byly analyzovany pomoci 339 primera, z toho 44 SSR
primeru. Z vybranych SSR primeri pouze dva produkovaly zaroven FPS i MPS

47



markery a byly vybrany pro testovani genetické Cistoty hybridniho osiva.
210 hybridnich rostlin 'Zaoxia 16" bylo podrobeno skrininku s vybranymi dvéma

primery a geneticka Cistota byla stanovena na 94,8 %.

V této diplomové préci bylo testovano celkem osm pari SSR primert u tfi odrad
(9 genotypu vzdy v trojkombinaci - hybrid a k nému odpovidajici rodicovské linie) zeli
hlavkového. VSech osm primert amplifikovalo produkty, ale pouze pét bylo schopnych
odlisit F1 hybridy a rodi¢ovské linie. U odriidy D - F1 byly testovany ¢tyii pary primert
a pouze dva z nich (Brass25 Il a Brass32 1) produkovaly markery obou rodi¢ovskych
rostlin u F1 hybrid soucasné. Pomoci téchto markerd byla geneticka Cistota hybridniho
osiva odridy D - F1 stanovena na 100 %. U odridy H - F1 byly testovany také Ctyfi
pary primeri a pouze dva z nich (Brass29 Il a Brass30 Il) produkovaly markery obou
rodi¢ovskych rostlin u F1 hybridi soucasné. Pomoci téchto markerti byla geneticka
Cistota hybridniho osiva odrudy H - F1 stanovena na 98,57 %. U odrudy T - F1 bylo
testovano pét part primeri a pouze tii z nich (Brass25 II, Brass29 II a Brass33 II)
produkovaly markery obou rodi¢ovskych rostlin u F1 hybridd souc¢asné. Pomoci téchto

markert byla geneticka ¢istota hybridniho osiva odrudy T - F1 stanovena na 98,57 %.

Z4dny z testovanych primerti neprodukoval markery obou rodi¢ovskych rostlin
u F1 hybridia soucasné u v§ech odrad. Primer Brass25 Il byl schopny rozlisit F1 hybridy
od rodi¢ovskych linii u dvou odrid D - F1 a T - F1, stejné tak jako primer Brass29 Il
Uodrid H-FlaT - F1.

Amplifikované produkty PCR byly pfi analyzach vzdy separovany na 2 %
agar6zovém gelu. Vyrobci a dodavatelé nabizi také typy agar6z se zvySenou separaéni
schopnosti, napf. agarozu MetaPhor (vyrobce BMA Products), ktera m& schopnost
rozliSit produkty po PCR vzdalené od sebe pouze 2 bp. Analyza s touto agarézou by

na zvazeni, ktery typ agardzy pouZzivat.

Vysledky této diplomové prace mohou byt komercni firmou pouzity v praxi

pro testovani genetické Cistoty hybridniho osiva zeli hlavkového pted uvedenim na trh.
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7 ZAVER

Tato diplomova préce se zabyvala testovanim genetické ¢istoty hybridniho osiva
tii odrad zeli hlavkového (Brassica oleracea var. capitata L.). Déle byla testovana
vhodnost SSR primerd vybranych dle piedeSlého skrininku provedeného v ramci
vyzkumného projektu na pracovisti Mendeleum. Ne u vSech primert se tato vhodnost

potvrdila.

V této praci byla tedy testovana pouzitelnost vybranych SSR primert pro rozliseni
rodi¢ovskych linii od jejich hybridniho potomstva u tii odrad zeli hlavkového.
Vysledkem téchto testii bylo urceni dvou vhodnych primerti pro odridy D - Fla H - F1
a tfi vhodnych primeri pro odridu T - F1.

Geneticka Cistota byla vypocitdna na 100 % u odridy D - F1, 98,57 % u odridy
H - F1 a stejné tak 98,57 % u odridy T - F1.

Vysledky této pradce maji potencial vyuziti v praxi komer¢ni firmou, ktera
poskytla vzorky osiva pro testovani. Pfed uvedenim hybridniho osiva na trh je vhodné

provést kontrolu jeho geneticke Cistoty.
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8 SOUHRN A RESUME

Testovani genetické ¢istoty hybridniho osiva zeli hlavkového pomoci

molekularnich metod

Literarni ¢ast diplomové prace je vénovana zeli hlavkovému obecné, jeho historii
a botanickému popisu. Dale popisuje molekularni metodu PCR a metody zalozené na
PCR, kterymi jsou RAPD, AFLP a SSR. Prakticka Cast se zabyva testovanim genetické
Cistoty hybridnio osiva zeli hlavkového a testvanim vhodnosti vybranych SSR primert.
Bylo nalezeno pét SSR primeru, které jsou schopny rozlisit hybridni potomstvo a jejich
odpovidajici rodi¢ovské linie, jejichZz kiiZzenim vznikly. Za pouziti téchto primert byla
stanovena geneticka ¢istota hybridniho osiva u téi odrud zeli hlavkového. Vysledky této
prdce maji potencial vyuziti v praxi komer¢ni firmou, ktera poskytla vzorky osiva

pro testovani.

Kli¢ova slova: Zeli, molekularni metody, SSR, F1 hybrid, geneticka ¢istota

Testing of hybrid seeds genetic purity in head cabbage by molecular methods

The literary part of the diploma thesis is devoted to head cabbage in general, its history
and botanical description. It also describes molecular method PCR and methods based
on PCR, which are RAPD, AFLP and SSR. The practical part of the thesis is focused
on testing of hybrid seeds genetic purity in head cabbage and testing of suitability
of selected SSR primers. Five SSR primers were found to be able to differentiate hybrid
offspring and its corresponding parental lines, by which crossbreeding they originated.
Hybrid seeds genetic purity in three varieties of head cabbage was determinated
by these primers. The results of this thesis have the potential to be used in practice

by a commercial company that has provided the seed samples for testing.

Keywords: Cabbage, molecular methods, SSR, F1 hybrid, genetic purity

50



9 SEZNAM POUZITE LITERATURY

ARNHEIM, N. a H ERLICH. Polymerase Chain Reaction Strategy. Annual Review of
Biochemistry [online]. 1992, ro¢. 61, s. 131-156 [cit. 2016-11-07]. Dostupné z:
http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.bi.61.070192.001023?journalC
ode=biochem

BALKAYA, A, R. YANMAZ, A. APAYDIN a H. KAR. Morphological
characterisation of white head cabbage (Brassica oleracea var. capitata subvar. alba)
genotypes in Turkey. New Zealand Journal of Crop and Horticultural Science [online].
2005, ro¢. 33, ¢ 4, s. 333-341 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/01140671.2005.9514367

BARANEK, M., K. MORAVCOVA a M. PIDRA. Biotechnologie v zahradnictvi
(navody pro prakticka laboratorni cviceni). 1. vyd. Brno: Edi¢ni stfedisko MZLU,
2006. ISBN 80-7157-937-8.

BECKMANN, J. S. aJ. L. WEBER. Survey of human and rat microsatellites. Genomics
[online]. 1992, ro¢. 12, ¢ 4, s. 627-631 [cit. 2017-02-07]. Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/088875439290285Z

BIONINJA. PCR  [online]. 2016 [cit.  2016-11-07].  Dostupné  z:
http://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-3-genetics/35-genetic-modification-
and/pcr.html

BRIMEYER, T. ForefrontHeath. 3 Reasons Broccoli May Be Dangerous To Your
Thyroid [online]. 2016 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z
http://www.forefronthealth.com/cruciferous-vegetables-thyroid/

BUCHTOVA, I. Situacni a vyhledova zprav - zelenina [onling]. 2015 [cit. 2017-02-26].
Dostupné z. http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/publikace-a-
dokumenty/situacni-a-vyhledove-zpravy/rostlinne-komodity/zelenina/

CONDIT, R. a S.P. HUBBELL. Abundance and DNA sequence of two-base repeat
regions in tropical tree genomes. Genome [online]. 1991, ro¢. 34, ¢. 1, s. 6671
[cit. 2017-02-16]. Dostupné z: http://www.nrcresearchpress.com/doi/abs/10.1139/g91-
011?journalCode=gen#.WCNdKjrrvug

DELSENY, M., M. LAROCHE a P. PENON. Detection of sequences with Z-DNA
forming potential in higher plants. Biochemical and Biophysical Research
Communications [online]. 1983, ro¢. 116, ¢. 1, s. 113-120 [cit. 2016-11-16]. Dostupné
z: http://'www.sciencedirect.com/science/article/pii/0006291X83903881

DEMEKE, T., R. P. ADAMS a R. CHIBBAR. Potential taxonomic use of random
amplified polymorphic DNA (RAPD): a case study in Brassica. Theoretical and
Applied Genetics [online]. 1992, ro¢. 84, ¢. 7, s. 990-994 [cit. 2017-01-26]. Dostupné z:
http://link.springer.com/article/10.1007/BF00227415

DIXON, G. R. Vegetable Brassicas and Related Crucifers. Crop Production Science in
Horticulture 14 [online]. 2007 [cit. 2017-02-26]. Cambridge, MA 02139 USA: CABI.
ISBN 9780851993959. Dostupné z
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15228860801890774?scroll=top&needAc
cess=true

51



EL-ESAWI, M. A., K. GERMAINE, P. BOURKE a R. MALONE. Genetic diversity
and population structure of Brassica oleracea germplasm in Ireland using SSR markers.
Comptes rendus - Biologies [online]. 2016, ro¢. 339, ¢. 3-4, s. 133-140
[cit. 2017-02-26]. ISSN 1631-0691. Dostupné z.
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1631069116000251

FALTUSOVA, Z., L. KUCERA a J. OVESNA. Genetic diversity of Brassica oleracea
var . capitata gene bank accessions assessed by AFLP. Electronic Journal of
Biotechnology [online]. 2011, ro¢. 14, ¢. 1995 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z:
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-34582011000300011&script=sci_arttext

FAOSTAT. Food and Agriculture Organization of the United Nations [online]. 2017
[cit. 2017-02-26]. Dostupné z: http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/visualize

GARCIA, A. A . F., L. L. BENCHIMOL, A. M. M. BARBOSA, I. O. GERALDI, C. L.
SOUZA Jr. a A. P. DE SOUZA. Comparison of RAPD , RFLP , AFLP and SSR
markers for diversity studies in tropical maize inbred lines [online]. 2004, ro¢. 588, s.
579-588 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1415-47572004000400019

GENET, T., C. D. VILJOEN a M. T. LABUSCHAGNE. Genetic analysis of Ethiopian
mustard genotypes using amplified fragment length polymorphism (AFLP) markers.
African Journal of Biotechnology [online]. 2005, ro¢. 4, ¢. September, s. 891-897 [cit.
2017-01-26]. Dostupné z: http://www.ajol.info/index.php/ajb/article/view/71127

HOSHINO, A. A, J. P. BRAVO, P. M. NOBILE a K. A. MORELLI. Microsatellites as
Tools for Genetic Diversity Analysis [online]. 1999 [cit. 2017-02-07]. Dostupné z:
http://cdn.intechweb.org/pdfs/28891.pdf

CHANIN, S. A Quasi-brief History of Mustard, the “Triangle of U,” and Your Favorite
Veggies In: SaveTheBay Blog [online]. 13. 2. 2013 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z:
https://blog.savesfbay.org/2013/02/a-quasi-brief-history-of-mustard-the-triangle-of-u-
and-your-favorite-veggies/

CHENG, F., J. WU a X. WANG. Genome triplication drove the diversification of
Brassica plants. Horticulture Research [online]. 2014, ro¢. 1, s. 1-8 [cit. 2017-02-26].
Dostupné z: https://www.nature.com/articles/hortres201424

INTERNATIONAL RICE GENOME SEQUENCING PROJECT. The map-based
sequence of the rice genome. Nature [online]. 2005, ro¢. 436, August, s. 793-800 [cit.
2016-11-09]. Dostupné z.
http://www.nature.com/nature/journal/v436/n7052/abs/nature03895.html

JARNE, P. a P. J. L. LAGODA. Microsatellites, from molecules to populations and
back. Trends in Ecology & Evolution [online]. 1996, ro¢. 11, ¢. 10, s. 424-429 [cit.
2016-11-16]. Dostupné z.
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0169534796100495

JOSHI, M. a J. D. DESHPANDE. Polymerase Chain Reaction : Methods, Principles and
application. International Journal of Biomedical Research [online]. 2011, ro¢. 2, ¢. 1, s.
81-97 [cit. 2016-11-07]. Dostupné z
http://www.ssjournals.com/index.php/ijbr/article/view/640

52



KALIA, R. K., M. K. RAI, S. KALIA, R. SINGH a A. K. DHAWAN. Microsatellite
markers: An overview of the recent progress in plants. Euphytica [online]. 2001, roc.
177, May 2014, s. 309-334 [cit.  2016-11-09]. Dostupne  z:
http://link.springer.com/article/10.1007/s10681-010-0286-9

KATTI, M. V., P. K. RANJEKAR a V. S. GUPTA. Differential Distribution of Simple
Sequence Repeats in Eukaryotic Genome Sequences. Molecular Biology Evolution
[online]. 2001, ro¢. 18, & 7, s. 1161-1167 [cit. 2016-11-09]. Dostupné z:
http://bioinformaticaupf.crg.cat/2004/projectes04/3.9.1/Katti_2001.pdf

KENG, H. Economic Plants of Ancient North China as Mentioned in ,,Shih Ching"
(Book of Poetry). Economic Botany [online]. 1974, roc. 28, ¢. 4, s. 391-410 [cit. 2017-
02-26]. Dostupné z: http://www.jstor.org/stable/4253534

KLIMYUK, V. I, B. J. CARROLL, C. M. THOMAS a J. D. G. JONES. Alkali
treatment for rapid preparation of plant material for reliable PCR analysis. The Plant
Journal [online]. 1993, ro¢. 3, s. 493-494 [cit. 2017-01-26]. Dostupne z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-313X.1993.tb00169.x/full

KUMAR, N. S. a G. GURUSUBRAMANIAN. Random amplified polymorphic DNA
(RAPD ) markers and its applications [online]. 2001, ro¢. 11, ¢. 3, s. 116-124 [cit.
2017-01-16]. Dostupné z.
http://citeseerx.ist.psu.edu/viewdoc/download?doi=10.1.1.404.1046 &rep=repl&type=p
df

KUMARI, N. a S. K. THAKUR. Randomly Amplified Polymorphic DNA - A Brief
Review [online]. 2014, ro¢. 9, ¢ 1, s. 6-13 [cit. 2017-01-26]. Dostupné z:
http://thescipub.com/PDF/ajavsp.2014.6.13.pdf

LAURENTIN, H. E. a P. KARLOVSKY. Genetic relationship and diversity in a sesame
(Sesamum indicum L.) germplasm collection using amplified fragment length. BMC
Genetics [online]. 2006, ro¢. 10, s. 1-10 [cit. 2017-01-16]. Dostupne z:
http://bmcgenet.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2156-7-10

LIU, L., G. LIU, Y. GONG, Y. WANG, W. DAI, Y. WANG, F. YU a Y. REN.
Evaluation of Genetic Purity of F1 Hybrid Seeds in Cabbage with RAPD, ISSR, SRAP,
and SSR Markers. HortScience [online]. 2007, ro¢. 42, ¢. 3, s. 724-727 [cit. 2017-02-
26]. Dostupné z: http://hortsci.ashspublications.org/content/42/3/724.short

LIU, L., Y. WANG, Y. GONG, X. ZHAI, F. YU a H. SHEN. Genetic Purity Test of F1
Hybrid Tomato Using Molecular Marker Analysis. Acta Horticulturae (ISHS) [online].
2008, ro¢. 771, s.  231-238 [cit. 2017-03-16]. Dostupne  z:
http://www.actahort.org/members/showpdf?booknrarnr=771_34

LORENZ, O. A. a D. N. MAYNARD. Knott’s handbook for vegetable growers. 3. vyd.
New York: John Wiley & Sons, 1988. ISBN 0471852406.

LOUARN, S., A. M. TORP, I. B. HOLME, S. B. ANDERSEN a B. D. JENSEN.
Database derived microsatellite markers (SSRs) for cultivar differentiation in Brassica
oleracea. Genetic Resources and Crop Evolution [online]. 2007, ro¢. 54, ¢. 8, s. 1717—
1725 [cit. 2017-02-16]. Dostupné z: http://link.springer.com/article/10.1007/s10722-
006-9181-6

53



LOVE, Ch. G,, J. BATLEY, G. LIM, A. J. ROBINSON, D. SAVAGE, D. SINGH, G.
C. SPANGENBERG a D. EDWARDS. New computational tools for Brassica genome
research. Comparative and Functional Genomics [online]. 2004, ro¢. 5, s. 276-280 [cit.
2017-02-26]. Dostupné z: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cfg.394/epdf

MARCOTTE, E. M., M. PELLEGRINI, T. O. YEATES a D. EISENBERG. A census
of protein repeats. Journal of Molecular Biology [online]. 1999, ro¢. 293, ¢. 1, s. 151—
160 [cit. 2016-11-16]. Dostupné z.
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283699931364

MOHAN, C., P. SHANMUGASUNDARAM a N. SENTHIL. Identification of True
Hybrid Progenies in Cassava Using Simple Sequence Repeat (SSR) Markers.
Bangladesh Journal of Botany [online]. 20013, ro¢. 42, ¢. 1, s. 155-159 [cit. 2017-02-
26]. Dostupné z: http://www.banglajol.info/index.php/BJB/article/view/15906

PALLAVI, H. M., R. GOWDA, Y. G. SHADAKSHARI, K. BHANUPRAKASH a K.
VISHWANATH. Identification of SSR Markers for Hybridity and Seed Genetic Purity
Testing in Sunflower (Helianthus annuus L.). Helia [online]. 2011, ro¢. 34, ¢. 54, s. 59—
66 [cit. 2017-03-16]. Dostupné z
https://www.degruyter.com/view/j/helia.2011.34.issue-
54/hel1154059p/hel1154059p.xml

PARK, Y., J. K. LEE a N. KIM. Simple Sequence Repeat Polymorphisms (SSRPs) for
Evaluation of Molecular Diversity and Germplasm Classification of Minor Crops.
Molecules [online]. 2009, ro¢. 14, ¢. 11, s. 4546-4569 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z:
www.mdpi.com/1420-3049/14/11/4546/pdf

PASSALACQUA, N. G., P. M. GUARRERA a G. DE FINE. Contribution to the
knowledge of the folk plant medicine in Calabria region (Southern Italy). Fitoterapia
[online]. 2007, ro¢. 78, ¢ 1, s. 52-68 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X06002139

PETRIKOVA, K. a J. HLUSEK. Zelenina. Praha: ProfiPress, 2012. ISBN 978-80-
86726-50-2.

POLIVKA, F. Ndizornd kvétena zemi koruny ceské sv. II [online]. 1900 [cit. 2017-02-
16]. Olomouc: R. Promberger. Dostupné z.
http://botanika.wendys.cz/kvetena/kvetena.php?dil=2&page=113

POWELL, W., M. MORGANTE, C. ANDRE, M. HANAFEY, J. VOGEL, S. TINGEY
a A. RAFALSKI. The comparison of RFLP, RAPD, AFLP and SSR (microsatellite)
markers for germplasm analysis. Molecular Breeding [online]. 1996, ro¢. 2, €. 3, s. 225—
238 [cit. 2017-02-16]. Dostupné z: http://link.springer.com/article/10.1007/BF00564200

PRAKASH, S. a K. HINATA. Taxonomy, cytogenetics and origin of crop brassicas, a
review. Opera Botanica [online]. 1980, ¢. 55, s. 1-57 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z:
https://www.cabdirect.org/cabdirect/abstract/19811695217

ROBBELEN, G. Contributions to the analysis of the Brassicagenome. Chromosoma
[online]. 1960, ro¢. 11, s. 205-228 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z:
http://link.springer.com/article/10.1007%2FBF00328652

54



ROSA, E. A. S, R. K. HEANEY, G. R. FENWICK a C. A. M. PORTAS.
Glucosinolates in crop plants. Horticultural Reviews [online]. 1997, ro¢. 19, s. 99-215
[cit. 2017-02-26]. Dostupné z
https://books.google.cz/books?hl=cs&Ir=&id=jdVY1lnF_BjkC&oi=fnd&pg=PA99&dq
=Glucosinolates+in+crop+plants+1997&ots=_PY_eYHO0Cq&sig=D8KUzHknOLkor6U
wpv8Jzd5q2lA&redir_esc=y#v=onepage&q=Glucosinolates in crop plants
1997 &f=false

ROSYPAL, S., J. DOSKAR, K. PETRZIK a V. RUZICKOVA. Uvod do molekularni
biologie: DIl c¢tvrty. Rostlinné viry, priony, molekularni evoluce, vznik Zivota, zdakladni
metody molekuldtni biologie, genové inZenyrstvi, genova terapie. 3. vyd. Brno:
Stanislav Rosypal, 2000. ISBN 80-902562-4-4.

ROSYPAL, S a KOLEKTIV. Terminologie molekularni biologie: ceské odborné
terminy, jejich definice a anglické ekvivalenty. 1. vyd. Brno: Stanislav Rosypal, 2001.
ISBN 80-902562-3-6.

RUBATZKY, V. E. a M. YAMAGUCHI. World vegetables: principles, production,
and nutritive values [online]. 2. vyd. New York: Chapman & Hall, 1997 [cit. 2017-02-
26]. ISBN 0412112213. Dostupné z: http://www.springer.com/gp/book/9781461377566

SAIKI, R. K, D. H GELFAND, S STOFFEL, S. J SCHARF, R HIGUCHI, G. T HORN,
K. B MULLIS a H. ERLICH. Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a
thermostable DNA polymerase. Science (New York, N.Y.) [online]. 1988, ro¢. 29, ¢.
239(4839), S. 487-91 [cit. 2017-01-16]. Dostupné z
https://www.mun.ca/biology/scarr/Saiki,_Mullis_et_al 1988 Science_239,487.pdf

SAMBROOK, J., E.F. FRITCH a T. MANIATIS. Molecular Cloning- a laboratory
manual. second. Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.
ISBN 0-87969-309-6.

SCOTT, K. D., P. EGGLER, G. SEATON, M. ROSSETTO, E. M. ABLETT, L. S. LEE
a R. J. HENRY. Analysis of SSRs derived from grape ESTs. Theoretical and Applied
Genetics [online]. 2000, ro¢. 100, ¢. 5, s. 723-726 [cit. 2016-11-09]. Dostupné z:
http://link.springer.com/article/10.1007/s001220051344

SNOGERUP, S. The wild forms of the Brassica oleracea group (2n = 18) and their
possible relations to the cultivated ones. Biology and breeding [online]. 1980, s. 121-
132 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z
https://www.cabdirect.org/cabdirect/abstract/19801689308

SOCHOROVA, J. Ovérovani SSR markerit vhodnych pro rozlisovani odrid vybranych
zelenin z Celedi Brassicaceae [online]. 2014 [cit. 2017-02-07]. Dostupneé z:
http://is.mendelu.cz/zp/index.pl?podrobnosti=55643;lang=en

SONG, K., K. TANG, T. C. OSBORN a P. LU. Genome Variation and Evolution of
Brassica Amphidiploids. Acta Horticulturae [online]. 1996, ro¢. 407, s. 35-44 [cit.
2017-02-26]. Dostupné z: http://www.actahort.org/books/407/407 _2.htm

SUDHARANI, M., P. S. RAO a L. V. SUBBA RADO. Identification of SSR Markers for
Testing of Hybridity and Seed Genetic Purity in Maize (Zea Mays L.). International
Journal of Science and Research [online]. 2014, ro¢. 3, ¢. 10, s. 92-95 [cit. 2017-02-
26]. Dostupné z: https://www.ijsr.net/archive/v3i1l0/TONUMTQO.pdf

55



SAMEC, D., I. PAVLOVIC a B. SALOPEK-SONDI. White cabbage (Brassica oleracea
var. capitata f. alba): botanical, phytochemical and pharmacological overview.
Phytochemistry Reviews [online]. 2016, ro¢. 16, ¢. 1, s. 117-135 [cit. 2017-02-26].
Dostupné z: http://link.springer.com/article/10.1007/s11101-016-9454-4

TAUTZ, D. a M. RENZ. Simple sequences are ubiquitous repetitive components of
eukaryotic genomes. Nucleic Acids Research [online]. 1984, ro¢. 12, ¢. 10, s. 4127
4138 [cit. 2017-02-07]. Dostupné z.
https://academic.oup.com/nar/article/12/10/4127/1137852/Simple-sequences-are-
ubiquitous-repetitive

THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE. Analysis of the genome sequence of the
flowering plant Arabidopsis thaliana. Nature [online]. 2000, ro¢. 408, December, s.
796-815 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z.
http://www.nature.com/nature/journal/v408/n6814/full/408796a0.html

U, N. Genome analysis in Brassica with special reference to the experimental formation
of B. napus and peculiar mode of fertilization. Japanese Journal of Botany, 1935, roc.
7,s.389-452.

UKZUZ. Seznam odriid zapsanych ve Statni odridové knize ke dni 15. ¢ervna 2016
[online]. 2016 [cit. 2017-02-26]. Dostupné z.
http://eagri.cz/public/web/ukzuz/portal/odrudy/informace-o-odrudach/odrudy-
registrovane-v-cr/seznam-odrud/

VAN HINTUM, T. J. L, C. C. M. VAN DE WIEL, D. L. VISSER, R. VAN
TREUREN a B. VOSMAN. The distribution of genetic diversity in a Brassica oleracea
gene bank collection related to the effects on diversity of regeneration, as measured
with AFLPs. Theoretical and Applied Genetics [online]. 2007, ro¢. 114, ¢. 5, s. 777786
[cit. 2017-02-26]. Dostupné z: http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00122-006-
0456-2

VILLALOBOS-BARRANTES, H. M., E. G. GARCIA, A. J. LOWE a F. J.
ALBERTAZZI, 2015. Genetic analysis of the dry forest timber tree Sideroxylon capiri
in Costa Rica using AFLP. Plant Syst. Evol. [online]. 2015, ro¢. 301, s. 15-23 [cit.
2017-01-26]. Dostupné z: http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00606-014-
1049-1

VOS, P., R. HOGERS, M. BLEEKER, M. REJANS, T VAN DE LEE, M HORNES,
A. FRUTERS, J. POT, J. PELEMAN a M. KUIPER. AFLP: a new technique for DNA
fingerprinting. Nucleic acids research [online]. 1995, roc. 23, ¢. 21, s. 4407-4414 [cit.
2017-01-26]. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7501463

WANG, F., F. LI, J. WANG, Y. ZHOU a H. SUN. Genetic Diversity of the Selected 64
Potato Germplasms Revealed by AFLP Markers. Molecular Plant Breeding [online].
2011, ro¢. 2, ¢ 4, s. 22-29 [cit. 2017-01-26]. Dostupne  z:
http://biopublisher.ca/index.php/mpb/article/view/132

WANG, M. L, N. A. BARKLEY a T. M. JENKINS. Microsatellite Markers in Plants
and Insects . Part I: Applications of Biotechnology. Genes, Genomes and Genomics
[online]. 2009, ro¢. 3, Special Issue I, s. 54-67 [cit. 2017-02-07]. Dostupné z:
https://pdfs.semanticscholar.org/83ef/e405d89859570ff79ebb44cd2e3fff5a562f.pdf

56



WANG, Z, J. L. WEBER, G. ZHONG a S. D. TANKSLEY. Survey of plant short
tandem DNA repeats. Theoretical and Applied Genetics [online]. 1994, ro¢. 88, €. 1, s.
1-6 [cit. 2017-02-07]. Dostupné z
http://link.springer.com/article/10.1007%2FBF002223867L I=true

WELSH, J. a M. MCCLELLAND. Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary
primers. Nucleic acids research [online]. 1990, ro¢. 18, ¢. 24, s. 72137218 [cit. 2016-
11-07]. Dostupné z https://academic.oup.com/nar/article-
lookup/doi/10.1093/nar/18.24.7213

WILLIAMS, J. G. K., A. R. KUBELIK, K. J. LIVAK, J. A. RAFALSKI a S. V.
TINGEY. DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic
markers. Nucleic Acids Research [online]. 1990, ro¢. 18, ¢. 22, s. 6531-6535 [cit. 2017-
02-07]. Dostupné z.
https://www.researchgate.net/publication/21177169_DNA_polymorphisms_amplified
by arbitrary_primers_are_useful as_genetic_markers

WINK, M. Importance of the Polymerase Chain Reaction (PCR) for Plant Science.
BIOforum Extra [online]. 1994 [cit. 2016-11-07]. Dostupné z: https://www.uni-
heidelberg.de/institute/fak14/ipmb/phazb/pubwink/1994/11.9%201994.pdf

YE, S., Y. WANG, D. HUANG, J. LI, Y. GONG, L. XU a L. LIU. Genetic purity
testing of F1 hybrid seed with molecular markers in cabbage (Brassica oleracea var.
capitata). Scientia Horticulturae [online]. 2013, ro¢. 155, s. 92-96 [cit. 2017-02-26].
Dostupné z: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423813001301

ZHANG, C. B., B. PENG, W. L. ZHANG, S. M. WANG, H. SUN, Y. S. DONG a L.
M. ZHAO. Application of SSR Markers for Purity Testing of Commercial Hybrid
Soybean (Glycine max L.). Journal of Agricultural Science and Technology [online].
2014, ro¢. 16, ¢ 6, s. 1389-1396 [cit. 2017-03-26]. Dostupné z:
http://jast. modares.ac.ir/article_11663_0.html

57



10 PRILOHY

Seznam priloh:

Obr. 23 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass23 Il - 1. sada
Obr. 24 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass23 Il - 2. sada
Obr. 25 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass27 Il - 1. sada
Obr. 26 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass27 Il - 2. sada
Obr. 27 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass23 Il - 1. sada
Obr. 28 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass23 Il - 2. sada
Obr. 29 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass25 Il - 1. sada
Obr. 30 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass25 Il - 2. sada
Obr. 31 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass32 1l - 1. sada
Obr. 32 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass32 Il - 2. sada
Obr. 33 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass36 Il - 1. sada

Obr. 34 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass36 1l - 2. sada

Nize jsou uvedeny vysledky primerd, které sice amplifikovaly produkty, ale nebyly
vyhodnoceny jako vhodné pro rozliseni rodi¢ovskych linii a jejich F1 hybridniho

potomstva.
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Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass23 11

Obr. 23 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass23 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odriida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomki, B = negativni kontrola).
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Obr. 24 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass23 Il - 2. sada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 69
= vzorky hybridnich potomka, B = negativni kontrola).



Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass27 11

Obr. 25 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass27 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odrida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomki, B = negativni kontrola).

Obr. 26 Analyza hybridniho potomstva osiva D - F1 pomoci primeru Brass27 1l - 2. sada (F1 = hybridni

odriida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomka, B = negativni kontrola).



Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass23 11

Obr. 27 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass23 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odriida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomkd, B = negativni kontrola).

Obr. 28 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass23 Il - 2. sada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomkd, B = negativni kontrola).



Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass25 11

Obr. 29 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass25 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odrida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =

vzorky hybridnich potomki, B = negativni kontrola).
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Obr. 30 Analyza hybridniho potomstva osiva H - F1 pomoci primeru Brass25 Il - 2. sada (F1 = hybridni
odrtda, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomkd, B = negativni kontrola).



Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass32 11

T - F1 prog Brass49 agaroza 2% primer BR33
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Obr. 31 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass32 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odrida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =

vzorky hybridnich potomk, B = negativni kontrola).

T-F1 PCR_prog_Brass49_agaroza 2%_primer BR32
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Obr. 32 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass32 Il - 2. sada (F1 = hybridni
odriida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomkt, B = negativni kontrola).



Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass36 11

Filin1lin2M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 1415 16 17 18 19 202122 23 24 252627 28 2930 31323334 35 B
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Obr. 33 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass36 Il - 1. sada (F1 = hybridni
odriida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 1 - 35 =
vzorky hybridnich potomkd, B = negativni kontrola).

Obr. 34 Analyza hybridniho potomstva osiva T - F1 pomoci primeru Brass36 Il - 2. sada (F1 = hybridni
odrida, lin 1 a lin 2 = prvni rodi¢, druhy rodi¢, M = hmotnostni a molekularni standard (100 bp), 36 - 70
= vzorky hybridnich potomka, B = negativni kontrola).



