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1. UVOD

Repka je v soucasné dobé povaZovana za vysoce vykonnou univerzalni plodinu.
Vzhledem k jejimu vSestrannému vyuZiti se jednotlivé odriidy fepky rozdéluji z hlediska
obsahu jednotlivych mastnych kyselin na odriidy vhodné pro potravinaiské ¢i pro
primyslové ucely (non food) nebo na odriidy s vicendsobnym vyuzitim. Dochazi tak 1 k
stale vzrastajicim narokim pii jejim Slechténi. Zakladnimi Slechtitelskymi postupy vzdy
bylo kiizeni a dlouhodoby vybér na pozadované znaky a vlastnosti. Slechtitelstvi tedy bylo
pfevazné zaloZeno na trpélivém a Casové ndro¢ném hodnoceni fenotypu tisicti rostlin.
Vzhledem k tomu, Ze vynaloZend prace pfi tvorb€ nové odriidy je zdlouhava a nové uznané
odridy vétSinou jen malo pfevySuji ty stavajici, je vyuZiti molekuldrnich metod ve
Slechténi ¢im dal nezbytnéjsi soucasti.

Néstupem molekularni genetiky do oblasti Slechténi tak dochazi k vyraznému
usnadnéni, zpfesnéni a vétsi kontrole pii Slechtitelské praci. S pfibyvajicim mnoZstvim
informaci o funkcich jednotlivych genii v geonomu rostlin se stdvaji podobné metody
klicové k ziskdni poZzadovanych vlastnosti. Jakmile se podafi identifikovat alesponl Cast
gentl, které podminuji ekonomicky vyznamné kvantitativni znaky (QTL), velmi rychle

vzroste vyznam vybéru na zakladé markerh (MAS, marker assisted selection).

Cilem této prace bylo vyuZiti molekularnich metod k analyze genti fepky, které jsou
zapojeny do autoinkompatibilni (AI) reakce. Repka, ktera je piirozené kompatibilni a
alotetraploidni, se jako modelovy druh nehodi. Jeji genom je vSak tvofen z diploidnich
geonomUl B. oleracea a B. rapa. Al se jevi jako velmi perspektivni mechanismus pro
hybridni Slechténi fepky, avSak pfirozené se vyskytujici Al linie fepky jsou pomérné
vzacné. Slechténi téchto linii je navic obtizné vzhledem k recesivnimu typu Al, ktery je
v tomto materialu bézny. Proces Slechténi by tak mohl byt pomoci moznosti v€asné selekce
na Al genotypy navrzené na zakladé znalosti funk¢nich alel gent v Al reakci velice

usnadnén.



Na zékladé vhodného genetického markeru lze tedy =zefektivnit vybér
Slechtitelského materidlu a identifikovat Al linie s vysokou uc¢innosti reakce potitebné
k hybridnimu S$lechténi. Velice vhodnou technikou je vyuziti PCR a to vzhledem k jeji
nenarocnosti na ¢as i finance.

Vzhledem k vysoké zahrani¢ni konkurenci a k podminkam, ve kterych tyto firmy
operuji s nemalou finan¢ni pomoci a stdle naristajicim védeckym poznatklim je nutné,
vramci zachovani jak Ceskych odrid fepky, tak i Ceskych firem, zkratit a zefektivnit

Slechtitelsky proces.



2. LITERARNI PREHLED

2.1.Slechténi hybridni fepky

Repka (Brassica napus var. arvensis) je spontannim kiiZzencem B. oleracea
(2n =18) s B. campestris (syn. rapa) (2n = 20) je tedy amfiallotetraploid s 38 chromozomy
(obr. 2.1). Za pivodni genové centrum je povazovana stfedomotiska oblast (VASAK,
1997). Je fazena do rodu brukev (Brassica) a spolu s dalSimi asi 170 rody a 2000 druhy do
¢eledi brukvovitych (Brassicaceae) (DIEPENBROCK et al., 1999) Z vétsi casti je fepka
samosprasna v zavislosti na ro¢niku a odrad€. Vyskytuje se vSak 1 vysoky podil
cizospraseni (30 — 40%) zavisejici na Gi€asti hmyzu, zejména vcel, anemochorii a genetické
dispozici. Je fazena mezi sedm nejvyznamnéjSich olejnin péstovanych ve svéte.

Cilem Slechténi této olejniny je vysoky vynos oleje pii olejnatosti pies 45%, obsahu
proteinu pies 25%, z mastnych kyselin by se pro lidskou vyzivu neméla vyskytovat
kyselina erukovd, kyselina linolovd pod 25% a linoleovd maximéalné¢ 5%. Obsah
glukosinolatd (GSL) by mé&l byt maximalné 0,6% (do 20 pmol.g™" odtuénélého semene
(GRAMAN, 1995)) a snizit by se mél i obsah vldkniny. Kvalita oleje je kontrolovdna
geneticky (CHLOUPEK, 1995).

Biosyntézu mastnych kyselin v rostlinach lze enzymaticky kontrolovat tudiZ i
geneticky a je mozné jej tedy ménit. Timto zplisobem bylo vyslechténo mnoho odrid
ptizplisobenych k danému tcelu zpracovani.

Pro ziskani a produkci hybridniho osiva u fepky je nutné provést fizené opyleni
s vyuzitim genové (jadrné), cytoplazmatické ¢i cytoplazmaticko-genové (CMS) pylové
sterility. Jevu pylové sterility se vyuziva k produkci hybridniho osiva. Diky pylové sterilité

odpada nutnost naro¢né rucni kastrace u matefskych rostlin.



Obr. 2.1. Brassica napus - vznik
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(http://www directfocus.com/canolamanual/chapter2.html)

2.2.Rizené opyleni

K zabranéni samospraseni se u fepky olejné vyuziva nckolik systému a to: jaderné
samc¢i  sterility (GMS), cytoplazmatické formy samci sterility (CMS), genove-
cytoplazmatické formy pylové sterility a autoinkompatibility (ONDREJ, DROBNIK,
2002).

2.2.1. Jaderna samci sterilita

Prakticky vyznam pylové sterility (GMS) v klasickych Slechtitelskych postupech
spodiva piedevsim v nuceném cizospraseni pro produkci heterozniho osiva (REPKOVA,
RELICHOVA, 2001). Pylov4 sterilita se projevuje nejéast&ji deformaci prasniki, jejich
zakrnénim a nékdy byva jejim projevem také nezivotny pyl.

Jadernd samci sterilita je determinovana ptfevazné recesivni alelou jednoho genu a
je sporofytického typu, nese oznaceni ms (male sterile), nebo rf. Prakticky vyuzitelné
dominantni formy gentt Ms a Rf byly introdukovany do fepky ozimé také technikou

transformace pomoci Agrobacterium v kombinaci s toleranci vici herbicidim. Linie



s pylovou sterilitou homozygotni pro recesivni gen, se udrzuji kiizenim pylov¢ sterilnich
rostlin s fertilnimi (ONDREJ, DROBNIK, 2002). Polovina rostlin je pak pylové sterilni,
druhou polovinu tvoii heterozygoti, které je nutné a vSak velmi slozité odstranit

z matetskych linii (TU et al, 1999).

2.2.2. Transgenni pylova sterilita

Pylova sterilita podminéna transgenozi je sporofytického typu stejné jako klasicky
jaderny typ pylové sterility, ale je dominantni. Po kiiZeni pylové sterilnich dominantnich
homozygotli s recesivnimi pylové fertilnimi homozygoty vznikaji pylové sterilni
heterozygoti. Pokud vsak jsou plody a semena produktem plodiny (kukufice, raj¢ata, fepka
atd.), je tfeba, aby rostliny F; generace byly tpln¢ fertilni. Proto druhy partner kiiZzeni musi
mit gen, ktery funguje jako obnovitel fertility. Tento systém vyuziva chimérického genu
pro barndzu z Bacillus amyloliquifaciens. Barndza je extraceluldrni vysoce aktivni
nukleéza této bakterie, kterd degraduje jak RNA, tak DNA. Je syntetizovédna jako neaktivni
pre-proenzym, k jehoz jedné upravé dochazi pii opusSténi bakteridlni buniky a odstranéni
signalniho peptidu. Teprve vné bakteridlnich bun¢k dochdzi ke druhé tpravé a vzniku
aktivniho enzymu. V bakteridlnich bunkach soucasné existuje vnitrobunéény inhibitor,
protein barstar, ktery ma 89 aminokyselin. Ptislusny gen byl rovnéZ klonovéan. Upraveny
zkraceny gen pro barnazu (zbaveny sekvenci, jez jsou u vzniklého proteinu upravovany)
byl zafazen za promotor specificky pro tapetovou vrstvu bunék tabaku (ozna¢en TA29) a
vnesen transgenozi do genomu tabdku a fepky olejné. Tim zpUsobil selektivni destrukci
tapetovych bun€k pra$nikii a nasledné degeneraci pylovych zrn. Stejny vliv mél 1
chiméricky gen pro ribonukledzu T1 z Aspergillus oryzae s promotorem TA29. Pokud se
pouzije obdobnym zplisobem v jiné transgenni linii gen barstar se stejnym promotorem,
pak tato linie mize pusobit obdobné jako obnovitel fertility pti klasické cytoplazmaticko-

jaderné pylové sterilité (REPKOVA, RELICHOVA, 2001).

2.2.3. Cytoplazmaticka samdi sterilita

Cytoplazmatickd pylova sterilita je kontrolovana vylu¢né faktory pfitomnymi v
cytoplazmé a vyskytuje se velmi vzacné. Genové — cytoplazmaticka sterilita je Casto

oznaCovana jako cytoplazmatickd samci sterilita CMS (cytoplazmatic male sterility).
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Cytoplazmatické faktory samci sterility (plazmotypy) spoluptisobi s jednim nebo i vice
parem alel, z nichZ jedna je plazmon-senzitivni a s plazmotypem S dava pylové sterilni
rostliny. Tato alela je vétSinou recesivni a oznacuje se rf nebo ms. Dominantni alela Rf
obnovuje s plazmotypem S fertilitu, fika se ji proto obnovitel fertility (restorer). U fepky se
vyskytuje nékolik typli cytoplazmatické pylové sterility, které maji pivod ve
vnitrodruhovém 1 mezidruhovém kiiZeni, ptfipadné ve spontanni mutaci. V literatufe je

v

popsano 7 typt, ale nejvyznamnéjsi jsou 4 typy:

CMS nap - nejznamgéjsi je tzv. systém ,,.Bronowski®, ktery pochdzi z ktizeni odrid
ozimé a jarni fepky s polskou odrtidou ,,.Bronowski“. Sterilitu pylu kontroluji dva jaderné
geny (rflrfl, rf2rf2). Systém je vSak nestdly, podléha vlivu teploty vzduchu. Byl poprvé
popsan Thompsonem v roce 1972, stejny typ objevili Shiga a Obkawa. Nékdy je proto
tento systém nazyvan téZ Shinga — Thompson (BARTKOWIAK - BRODA, 1991).
Podobny je svym projevem 1 nestalosti typ CMS cam, oznacovany také jako ,,japonsky*,
pochézejici z druhu B. campestris. Je geneticky shodny s prvnim typem a souvisi
s genomem BB.

CMS pol - objeveny v populaci jarni fepky ,Polima“, ktery je geneticky
podminény genotypem rfrf. Jsou znamy 1 obnovitelé s Rf geny. Je méné stabilni
(BARSBY, 1987).

CMS jun - pochdzi z kolekce odriid druhu B. juncea, vyznacuje se vysokou
stabilitou a mozZnosti obnovy fertility.

CMS ogu — pochdzi z japonské fedkve druhu Raphanus sativus (OGURA, 1968).
Do fepky byla pfenesena mezirodovym kiiZenim po pienosu jadra druhu B. oleracea do
cytoplazmy druhu Raphanus sativus.

V praktickém vyuZziti CMS nastava i nadale problém vhodnych udrzovatelu sterility
a hlavné ziskani ¢innych obnoviteld fertility s Rf geny, bez negativniho ovlivnéni dalSich

znak a vlastnosti (BARTKOWIAK — BRODA 1991).

Pro tvorbu hybridi na bazi CMS lze vyuZit systém, ktery se sklada ze tfi
komponentii (NOACK et al., 1999).

1. sterilni matetska linie produkujici posléze hybridni osivo

2. fertilni udrZovatel sterility slouZici k namnoZeni sterilni linie

3. obnovitel pylové fertility vyuzivany jako otcovské odriida

11



2.3.Autoinkompatibilita

Autoinkompatibilita (Al) je mechanismus, kterym rostlina zabrafiuje samoopyleni.
Podstatou tohoto mechanismu je schopnost rostliny rozpoznat vlastni pyl a ukoncit jeho
vyvoj jesté pied oplozenim. Na rozdil od jinych rozpoznavacich systémi (napf. savciho
imunitniho systému), zde dochdzi k aktivaci pfislusnych drah pouze pii styku s vlastni
tkani.

Autoinkompatibilita se déli do dvou typi a to sporofytického a gametofytického. U
sporofytického typu dochdzi k interakci exiny s papildrnimi bufikami blizny. Jde tedy o
styk dvou diploidnich tkani. Zda bude rostlina autoinkompatibilni je ur€eno genomem
rodicovskeé rostliny. U gametofytického typu spolu interaguji haploidni lacka s diploidnimi
tkanemi blizny a ¢nélky.

VétSina systéml autoinkompatibility je pod kontrolou jednoho mnohoalelového
S-lokusu (s vyjimkou celedi Poaceae, kde jsou lokusy dva S a Z). Sporofytickd Al je
charakteristicka pro celedi: Brassicaceae (brukvovité) a Asteraceae (hvézdnicovité).
Gametofytickd Al je charakteristicka pro ¢eledi: Solanaceae (lilkovité), Scrophulariaceae
(krticnikovité), Rosaceae (rizovité), Papaveraceae (mdkovité) a Poaceae (lipnicovité)
(HISCOCK et al., 1993).

Al je z slechtitelského hlediska velice zddanym znakem, protoze pii kiiZzeni dvou
Al linif je mozno ziskéavat hybridni potomky z obou rodi¢ovskych linii (na rozdil od CMS,
kde jsou potieba linie opylovact, ze kterych se nesklizi osivo, coz je ekonomicky méné
vyhodné). Pro udrzovani Al linii je navic moZno Al reakci potlacit postfikem soli (NaCl).
Ptibuzné druhy B. oleracea a B. rapa (syn. campestris) jsou bézn¢ autoinkompatibilni,
fepka olejna amfidiploid téchto dvou druhti (obsahuje jeden diploidni genom z kazdého
druhu), ktera je ekonomicky vyznamné&j$i je v naprosté vétSin¢ piipadli samospra$na

(kompatibilni).

2.3.1. Geny odpovédné za Al reakci

Pfi hledani genetického zalozeni autoinkompatibility, se zjistilo, ze je kontrolovana
S-lokusem, (sterility locus) ktery mé velky pocet alel (OCKENDON, 1974). Jednotlivé
alely tohoto lokusu, nazyvané téz S-alely, byly podle svého G¢inku rozdéleny do dvou tiid

podle typu dédi¢nosti: typ I (dominantni) a typ II (recesivni). Prvni typ se vyznacuje silnou
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Al reakei (0 — 10 semen na SeSuli) a dominanci nad typem II. Typ II se vyznacuje slabsi Al
reakci (10 — 30 semen na SeSuli) a recesivitou vzhledem k typu I (NASRALLAH et al.,
1991) Molekularni analyza S-lokusu ukézala, Ze obsahuje minimaln¢ tfi geny odpovédné
za Al reakci. Tyto geny jsou v t€sné vazb¢é a vSechny se vyznacuji vysokym stupném
polymorfizmu. Témito tfemi geny jsou: SLG (S-locus glycoprotein, 1,3 kb), SRK (S-locus
receptor kinase, 3,5 kb) SCR (S-locus cysteine rich protein) (NASRALLAH et al., 1994,
STEIN et al., SUZUKI et al., 1999).

Gen SLG koéduje sekreci glykoproteinu, ktery je syntetizovdn v papilarnich
buiikdch béhem zrani blizen. PtestoZe se vyskytuje v mnoha alelickych forméch v jeho
sekvenci se vyskytuji konzervované motivy, 12 cysteinovych rezidui v blizkosti C-konce a
dvé N-glykosila¢ni mista, kterd jsou patrné nutnd pro normdlni funkci SLG proteinu.
Sekvenéni analyza SLG alel potvrdila rozdéleni S-lokusti do dvou tfid. SLG geny ttidy II
(recesivni) obsahuji pobliz 3’konce 200 bp dlouhy intron, zatimco SLG tfidy I nikoliv.
Vzijemna sekvencni podobnost obou tiid je asi 65 %. Nekteré geny SLG II navic
produkuji kromé sekretované formy mechanismem alternativniho splicingu jesté formu
vazanou na bunéénou membranu. Podatilo se ovSem prokézat, Ze tento fenomén neni sdm
0 sob¢ pficinou recesivity ke geniim tfidy [ (HATAKEYAMA et al., 1998). SLG byl prvni
intenzivné studovany gen S-lokusu, jeho funkce je vSak zatim nejasnd. V poloviné
devadesatych let byly objeveny Al linie, které produkovaly nizkou hladinu exprese SLG.
Tuto skutecnost potvrdily pokusy s transgennimi fepkami. Ukazalo se, Ze SLG je patrné
nutny pro normalni fungovani (nutna alespon bazalni exprese SLG), nicméné sila exprese
SLG nekoreluje se sledovanou silou Al reakce. Podle poslednich vysledkii, bez SLG
vytvari protein SRK vysokomolekuldrni shluky, které zabranuji normalni funkci SRK

(DIXIT et al., 2000).

Druhym dilezitym genem S-lokusu je SRK, ktery kdduje serin-threoninovou
kindzu skladajici se ze tii domén. Extracelularni (receptorova nebo S-doména) doména
vykazuje zna¢nou homologii k SLG (vzdjemna podobnost vSak neni zavisla na ptisluSnosti
k ur¢itému haplotypu, dokonce ani druhu, ze ktercho SLG a SRK pochdzeji
(CHARLESWORTH, AWALDA, 1998)) a obsahuje stejné konzervované motivy

(12 cysteinovych rezidui a N-glykosila¢ni mista). S-doména je spojena transmembranovou
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doménou sdoménou kindzovou, kterd ma ser/thr kindzovou aktivitu (GORING,
ROTHSTEIN, 1992). Tato doména je podobnd kindzdm, které se podileji na obranych
reakcich rostlin proti patogenim. N&kteti autofi proto soudi, Ze Al by mohla mit pivod
pravé v obranych reakcich (PASTUGLIA et al.,, 1997). V S3 lokusu B. oleracea se
podafilo nalézt zkracenou formu SRK tzv. eSRK (extracellular domain of SRK), ktera
obsahuje pouze S-doménu a neni vdzéna na bunéénou membranu. Podobné zkracené formy
receptorovych kindz byly nalezeny i v zivo€iSnych signdlnich drahich (PDGF receptor,
EGF receptor, (GIRANTON et al., 1995)). SRK se po navazani SCR aktivuje. Na
fosforylovanou kindzovou doménu se pak vaze specificky protein ARC (Arm Repeat
Protein) (GU et al., 1998, STONE et al., 1999), ktery pravdépodobné prostiednictvim
dalSich faktord reguluje ¢innost aquaporinl (u fepky MOD like protein, zndma mutace
mod, zpusobujici kompatibilni fenotyp) v papilarnich bunkach, ¢imZz je blokovana
hydratace adherujicich pylovych zrn a tim ukon¢en vyvoj pylového zrna.

Tyto dva geny jsou povazovany za geny, které se podili na schopnosti blizny
rozeznat piibuzny a nepiibuzny pyl. Oba geny jsou vysoce polymorfni a jejich exprese

byla zjisténa pouze na povrchu zralych blizen (SATO et al., 1991, STEIN et al., 1991).

SCR syn. SP11 (SUZUKI et al., 1999) je tfeti gen S-lokusu (nazyvany téz samci
determinant) podilejici se na Al reakci a predstavuje samc¢i ligand. Od poloviny
devadesatych let byl intenzivné€ hledan gen, ktery by mél tyto vlastnosti: byl by vazan na
S-lokus,  exprimovan specificky v obalu pylovych zrn a byl polymorfni. Gen
pozadovanych vlastnosti byl objeven v r. 1999 (SUZUKI et al., 1999) a byl nazvan SCR
podle osmi konzervativnich cysteinovych zbytkl, které mu dévaji charakteristickou 3D
strukturu. Tento gen je pfibuzny skupiné samcich proteinli oznacovanych jako PCP (Polen
Coat Proteins), o kterych je zndmo, Ze maji urcitou afinitu k SLG a SLRI1
(DOUGHTY et al., 1998). Gen SCR je podle SCHOPFERA (1999) v genové vazb¢ s geny
SLG a SRK. Skutecnost, ze SCR je sam¢im determinantem byla prokdzana dvéma
odliSnymi postupy. Za prvé byly jedinci S2 haplotypu transformovani genem SCR z S6
haplotypu. Pyl transformovanych rostlin byl odmitan rostlinami S6 haplotypu
(SCHOPFER et al., 1999). Za druhé se podafilo uméle vyvolat Al reakci pouzitim
rekombinantniho SCR proteinu z E. coli. Pokud byl rekombinantni protein uméle

aplikovan papilarnim bunikdm stejného haplotypu byl blokovan pyl jakéhokoliv haplotypu,
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se kterym by se méla matetfska rostlina normaln¢ sprasovat. Do dneSka bylo izolovano
dvacet riznych alel SCR, vSechny s osmi konzervovanymi cysteinovymi zbytky a potvrdil
se 1 vysoky sekvenéni polymorfismus (WATANABE et al., 2000). Podobné alely genu
SCR tfidy I jako u rodu Brassica byly objeveny u rodu Raphanus
(OKAMOTO et al., 2004).

Alely genli SLG a SRK tfidy II maji z fylogenetického hlediska odliSny plivod nez
alely tfidy I (HINATA et al., 1995, KUSABA et al., 1997). Obdobné pozorovani bylo
provedeno i u alely genu SCR (SHIBA et al., 2002). Pii mezidruhovém kiizeni druhii
Brassica napus a Brassica oleracea se na pozadi druhu Brassica napus jevily S-alely
druhu Brassica oleracea jako dominantni (RIPLEY, BEVERSDOREF, 2003).

Specifita je v Al reakci urcena alelové specifickou interakci mezi SRK receptorem
a SCR ligandem. Z toho vyplyva, Ze geny SRK a SCR se musi vyvijet zaroven, aby se
udrzela jejich interakce (CHOOKAJORN et al., 2004). Statisticky bylo prokazano, Ze geny
SP11 a SRK jednoho S-haplotypu u druhl Brassica oleracea i Brassica rapa se odchyluji
soubézné (SATO et al., 2002).

2.3.2. Geneticka struktura S-lokusu

Klasickymi genetickymi postupy byl S-haplotyp definovdan jako jediny
mendelovsky lokus (S-lokus). Rekombinace mezi SLG a SRK nebyla nikdy pozoroviana,
pfestoze bylo testovano 500 rostlin generace F, (BOYES et al., 1997). Fyzikalni hranice
S-lokusu nejsou jednoznaéné urceny. Teoreticky by mohly byt hranice S-lokusu urceny
zamapovanim nejbliz§ich rekombinacnich bodii v okoli genit SLG a SRK tj. ur¢it oblast
S-lokusu, kde je rekombinace signifikantné niZsi nez je primérnd frekvence rekombinace
v jinych ¢astech genomu podobné jako se podafilo definovat hranice mt (mating type)
lokusu u tasy Chlamydomonas (FERISH, GOODENOUGH, 1994). Vzhledem k nizké
hustoté molekularnich markerti a nutnosti testovat stovky jedinci F2 k detekci vzacnych
rekombinaci nejsou zatim ptesné hranice S-lokusu zndmy. Nicméné vzhledem k hustoté
genll v nejbliz§im okoli geni SLG a SRK se jeho velikost odhaduje na 50 — 200 kb (muze

byt variabilni u riznych S-lokust).
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2.3.3. Metody detekce S-haplotypi

Pivodné se jednotlivé S-haplotypy identifikovaly pomoci testovacich skupin linii
se znamymi haplotypy coZ je vSak vzhledem ke genera¢ni dobé fepky Casové velmi
naro¢né (5 meésict, u ozimych odrid je navic nutna jarovizace). K identifikaci jednoho
haplotypu mezi napt. 50 jinymi je potfeba minimalné 100 kiiZeni (jsou nutnd recipro¢ni
kiizeni). Navic na silu Al reakce maji vliv fyziologické podminky (pfedevsim teplota a
vlhkost), proto je nutné kazdé kiizeni nékolikrat opakovat, coz neptedstavuje pfrili§
efektivni zptsob identifikace jednotlivych haplotypt.

Proto se v poslednich desiti letech pfeslo na identifikaci pomoci molekuldrnich
znakd S-haplotypt. Nejspolehlivéjsi metodou je identifikace pomoci Southernovy
hybridizace (NASRALLAH et al.,, 1985, OKAZAKI et al., 1999) pomoci prob
specifickych pro SLG nebo SRK. Vzhledem k vysokému polymorfismu S-lokusi (a tudiz
ruzné distribuci restrikénich mist v okoli SLR a SRK) je mozné podle spekter
hybridizujicich fragmentl roliSit jednotlivé haplotypy. Tento postup je vSak finan¢né
naroc¢ny, vyZaduje dostatek Casu a proto neni zcela idealni pro rutinni testovani velkého
mnozstvi jedinct (SIMONOVSKY, 2001).

Pro finan¢ni nenarocnost a rychlost zpracovani jednotlivych vzorkli jsou pro
identifikaci haplotypu nejvhodnéj$i metody zalozené na PCR. Podle sekvenci v genové
bance je mozno nasyntetizovat vhodne primerové pary pro SLG nebo SRK. Takto je
mozné bezpetné rozlisit recesivni haplotypy od dominantnich. V kombinaci s restrikénim
St€épenim PCR produktl restrikénimi enzymy (metoda PCR-RFLP, BRACE et al., 1993,
1994; NISHIO, SAKAMOTO, 1993) je mozno urcitému haplotypu piifadit konkrétni
restrikéni spektrum takto vzniklych fragment. Kombinaci tii restriktdz se zatim podafilo

identifikovat vSechny zndmé haplotypy u rodu Brassica (NISHIO et al., 1997).

2.4.Molekularni markery

2.4.1. Charakteristika a typy molekularnich markeri

Genové inZenyrstvi umoziuje vyuzivat pro charakterizaci genomu jednotlivych
odrid kulturnich rostlin, hospodaiskych zvifat 1 pro ziskdni individudlniho profilu

jednotlivych osob molekularni znaky DNA (ONDREJ, DROBNIK, 2002). Pomoci DNA
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markerti Ize jednoduse detekovat rozdily v genetické informaci, kterou sledovani jedinci
nesou. Dfive byly jako molekularni markery pouzivany ptredevsim bilkoviny a jejich rtizné
varianty, tzv. izoenzymy. V soucasné dobé se vSak vyuziva nejcastéji DNA markeri, které
jsou oproti izoenzymiim vice variabilni a mohou charakterizovat cely genom (REPKOVA,
RELICHOVA, 2001). Narozdil od proteinovych markerti nejsou tak vyznamné ovlivnény
prostiedim a neni tedy naruSena jejich selektivni neutrdlnost, coz v nékterych piipadech
nebyva splnéno u izoenzymovych markerd, na které mize selekce piisobit bud piimo,
nebo skrze geny vystavenymi selekci, s nimiz byvaji ¢asto ve vazbé (BERGMANN, 1975).
Vyuzivani molekularnich markerli v praxi znamenad, Ze neni tfeba hodnotit obtizné
hodnotitelny znak (naptiklad odolnost k houbovému onemocnéni), ale je moZzno si vybrat
molekuldrni znak, ktery se na chromozomu nachédzi velmi blizko genu pro odolnost
k houbovému onemocnéni. V potomstvech je pak mozno presné sledovat pienos tohoto
molekuldrniho znaku (na zékladé sondy DNA) v zastoupeni nepfesné sledovatelného
znaku (odolnosti k houbovému onemocnéni, napiiklad padli je¢mene). Je to podstatné
zptesnéni a zvySeni moznosti vyuziti vazbovych map kulturnich rostlin. Molekuldrni
mapovani umoziiuje podstatné urychlit a zpfesnit proces §lechténi (ONDREJ, DROBNIK,
2002). Naptiklad v ptipad¢€ potieby stanoveni patogenniho agens z vegetativniho vzorku je
zapotiebi pii kultivacnich metodach minimalné 2-3 tydnt. Pfi imunologickych testech pak
tato doba ¢ini vCetné pripravy vzorku cca 24 hodin, u polymerazové tfetézové reakce je
mozno tuto dobu zkratit na 2 - 4 hodiny (JANKOVSKY, SMERDA, 2003).
Podle ONDREIJE (1985) lze sekvence DNA v eukaryontnim genomu podle poétu

opakovani délit na tfi zédkladni typy:

® Velmi ¢asto se opakujici sekvence (10 000krat astéji).

e Stiedné se opakujici sekvence (n€kolikrat az deset tisickrat).

e Neopakujici se sekvence (jedinecné sekvence — single copy

CHLOUPEK, 1995).

Tyto sekvence maji rozlicné funkce a vyznam (kodujici, regulac¢ni a nekodujici
sekvence). Je prokdzano, Ze v priméru 50% lokust rostlinnych druhii je polymorfnich

(CHLOUPEK, 1995).
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Rozdéleni markert dle vyuziti pfi mapovani genomu:

I. typ — kodujici exprimované geny, mohou byt kandididtnimi geny pro QTL
(Quantitative Trait Loci). Maji nizkou hladinu polymorfismu, jsou mélo pouzitelné pro
studie diverzity rodin a populaci. Vyuzivaji se ale vyznamné v komparativnim
(srovnavacim) mapovani.

II. typ — vysoce variabilni sekvence DNA. Zde se vyuZivaji pifedev§im mikro a
minisatelity. Vlivem vysokého stupné polymorfismu (velky pocet alel) jsou mikrosatelity
vysoce informativni v populacnich studiich a pfi urCovani rodi¢ovstvi, a jsou zakladem pro
vazbové mapovani gent. Tyto markery nemaji ptimo vliv na variabilitu znaku, ale mohou
byt ve vazbé s QTL.

III. typ — jednonukleotidové polymorfismy (SNP), které mohou lezet uvnitt
kédujicich gent, ale Castéji v nekddujicich intronech nebo intergenovych oblastech. Jsou
vyuZitelné pro populacni a rodinné studie. Vyskytuji se v genomu piiblizné kazdych
500 - 1000 bp. Vyznam ziskavaji srozvojem automatickych metod skreeningu (micro

arrays) (KNOLL, VYKOUKALOVA, 2002).

Rozdéleni markera dle charakteru svého polymorfizmu:

a) Polymorfismus délky restrik¢nich fragmentti (RFLP — Restriction Fragment
Length Polymorphism).

b) Polymorfismus v délce sekvence (SSLP — Simple Sequence Length
Polymorphism). Zahrnuje mikrosatelity (t€Z oznacované STR — Short Tandem Repeats) a
minisatelity (téz oznacované VNTR - Variable Number Tandem Repeat). Sem patii 1
vzacné se vyskytujici delece nebo inzerce v intronové ¢asti zpiisobené napf. transpozony.

¢) Polymorfismus jednotlivych nukleotidii (SNP — Single Nucleotide
Polymorphism). Jedna se o bodové mutace. N&kter¢ mohou byt detekovany jako RFLP.
V piipadé, Ze neexistuje rozpoznavaci misto pro restriktdzu, Ize k detekci pouzit DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) nebo SSCP (Single Strand Conformation
Plolymorphism), pfipadné pouze sekvenovédni. VéEtSinou jsou to bialelické markery

(KNOLL, VYKOUKALOVA, 2002).
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Z hlediska pouzité metody se DNA markery déli na:

1. markery zaloZené na polymerazové retézové reakci

2. markery zaloZené na hybridizaci DNA

2.4.2. Techniky zaloZené na polymerazové retézové reakci

Rozdily mezi metodami, spadajicimi do této kategorie, spocivaji v riznych délkach
a sekvencich pouzitych primerd, pfisnosti PCR podminek a metodou separace a detekce
fragmenti (KARP, EDWARDS, 1997). VSechny PCR techniky pouzivaji k amplifikaci
DNA produkti (v€etné produkti odvozenych z RNA) primery.

24.2.1. PCR

Polymerazova fetézova reakce (Polymerace Chain Reaction) je metoda in vitro
amplifikace specifického fragmentu DNA o znamé sekvenci bazi. Podminkou pouziti této
metody je znalost sekvence v bezprostiednim sousedstvi useku DNA urceného
k amplifikaci. Vlastni sekvence tohoto useku ndm vSak zndmd byt nemusi. Pomoci této
metody je tedy mozné selektivné naamplifikovat urcité oblasti genomu z né¢kolika malo
kopii do tadové bilionii kopii, pokud zname sekvence lezici v blizkosti této cilové oblasti

(obr. 2.2).

SloZeni reakéni smési PCR

* templat ¢i matrice — DNA obsahujici pozadovany tusek, ktery chceme
amplifikovat (amplikon).

* prekurzory DNA - deoxyribonukleosidtrifosfaty (dNTPs) slouzici k syntéze
polynukleotidového  fetézce, které se spfidanym termostabilnim enzymem
Tag polymerazou stavaji zdrodkem pro syntézu nového vladkna. Pomér C, G, A, T by m¢l
byt ve stejném mnozstvi.

* dvojice primera (tzv. ,,forward” a ,;reverse*), coz jsou kratké oligonukleotidové
jednotetézcove specifické ,,matricové™ seky DNA ohranicujici amplikon. Primery by

nemély byt mezi sebou komplementarni, zejména na 3 konci, kde mlze piekryti dvou
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nebo tii bazi zplsobit vznik oligodimerl (tzv. primer misspairing), zvIasté pii nadbytku
primeru.

* Mg®* ¢&i jiné ionty nezbytné pro DNA-polymerazu.

* voda vhodnd pro PCR - redestilovand, destilovand a nasledné¢ deionizovana atd.
s vodivosti do 0,2 pS/ml).

Reakce se provadi v termocyklerech dle zvoleného programu.

Piiprava PCR

V zévislosti na Cetnosti vzorki daného bcéhu je vypocteno mnozstvi vychozich
komponentt tvoficich reakéni smés a to dle pokynil vyrobce daného kitu.
Ptipravend reak¢ni smés se rozpipetuje do jednotlivych zkumavek v mnoZstvim uvedeném
vyrobcem kitu. Do kazdé¢ zkumavky (kromé tzv. beztemplatové kontroly) se piida

ptislusny izolat DNA (netfedény nebo v optimalnim fedéni podle potieby).

Pti amplifikaci DNA ze stanovenych vzorkl se pouzivaji tyto kontroly:

Vnitini kontrola: templdtova DNA, kterd obsahuje isek DNA specificky pro dany rostlinny

druh; amplifikace tohoto useku potvrzuje kvalitu vyizolované DNA (je schopna
amplifikace). Pii elektroforetickém vyhodnoceni ma dat odpovidajici pruh na gelu;

pouziva se pro vylouceni faleSn¢ negativniho vysledku.

Pozitivni kontrola (P): templdtovd DNA, kterd obsahuje usek DNA specificky pro danou

genetickou modifikaci; amplifikace této sekvence po elektroforetickém vyhodnoceni d4 na

gelu pruh odpovidajici svou polohou délce této sekvence.

Negativni kontrola (N): templat, kde pfisluSna GM sekvence chybi; pfi elektroforetickém

vyhodnoceni se nesmi na gelu objevit pruh odpovidajici délce této sekvence.

Beztempldtovd kontrola (BT): obsahuje vSechny slozky PCR kromé templatové DNA;

ovéfuje Cistotu reakéni smési od nahodné kontaminace templatovou DNA, vylucuje falesné
pozitivni vysledek amplifikace. Pfi elektroforetickém vyhodnoceni se na gelu nesmi

objevit pruh odpovidajici délce hledané transgenni sekvence (SUCHOMELOVA, 2004).
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Priibéh reakce PCR
PCR reakce se sklada ze tii po sobé& jdoucich krokl, které se 1isi teplotnimi
podminkami.

e Teplotni denaturace dsDNA — zahtati roztoku DNA na takovou teplotu (zpravidla
90-95°C), pfi niz se oba komplementarni fetézce dvousroubovice zcela disociuji od sebe.

e Teplotni hybridizace (annealing) — pfi némz je reakéni smés zchlazena na teplotu
(35-65°C dle pouzitého primeru) a jsou piipojeny specifické amplifikaéni primery
k 5’ koncim dvou jednovldknovych matricovych fetézcl. Kazdy primer je pfipojen
k specifickému (komplementdrnimu) mistu na templatu diky své specifické sekvenci. Tak
je 5’ konci primerit vymezen dany amplikon.

e Syntéza dvouretézcové DNA — prodluzovani primerti (extension) — DNA-
polymeraza katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby nejdiive mezi 3’ uhlikem na konci
primeru a 5 uhlikem prvniho volného nukleotidu, ddle mezi 3’uhlikem tohoto nukleotidu a
5’uhlikem nésledujictho atd. Dochdzi tedy k zabudovani volnych dNTPs do nové
vznikajiciho fetézce podle templatové DNA. Tento fetézec je prodluZovan ve sméru

5’— 3’. Féaze reakce obvykle probiha pii teploté 72°C.
Tyto tf1 kroky se cyklicky opakuji. Kazdy krok trva obvykle 1-2 minuty. Pocet

cykli se vétSinou pohybuje kolem 30-40ti, pfi¢emz mnoZstvi nasyntetizovanych sekvenci

piibyva exponencialni fadou (2"; n = pocet cykli) (obr. 2.3).
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Obr. 2.2. Pribéh PCR
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Obr. 2.3. Exponencidlni amplifikace cilového fragmentu DNA s pfibyvajicim poctem
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24.2.2. PCR-RFLP

Pomoci PCR se na zékladé¢ genomové DNA amplifikuje specifickd sekvence (napf.
usek genu). Tento fragment DNA se §té€pi souborem restrikénich endonukledz. V ptipadé
bodové mutace v restrikénim misté toto misto zanikd nebo naopak vznikd nové. To ma za
nasledek vznik fragmenti DNA rGzné velikosti, které jsou separovany na agar6zovém,
nebo PAGE gelu. Vizualizace DNA se provadi pomoci ethidium bromidu. Vyhodou této
metody je jeji nenarocnost a moznost ureni mista mutace. Mezi nevyhody patii to, Ze
pravdépodobnost detekce mutace (polymorfizmu) je relativné nizka a zavisi na poctu
pouzitych enzymii. Metoda je vhodna pro geny s vétSim polymorfizmem nebo nekodujici

sekvence (analyzy intront) (KNOLL, VYKOUKALOVA, 2002).

24.2.3. RAPD

RAPD - polymorfizmus nahodné¢ amplifikované DNA (Random Amplified
Polymorphic DNA) je jednou zmetod zalozenych na PCR. Vyuziva toho, Ze do
amplifikace vstupuje pouze jeden ndhodny primer o délce deseti nukleotidl
(dekanukleotid). Princip metody je v tom, zZe se n¢kolikrat v celém useku studované DNA
stane, Ze primery nasednou na protibéznych fetézcich DNA v amplifikovatelné vzdalenosti
od sebe (do cca 4 kb). V tuto chvili je umoznéna amplifikace ¢asti DNA mezi nimi
(obr. 2.4).

Délka pouzivanych primerd je na dolni hranici pouzitelnosti a zvySuje
pravdépodobnost, Ze v genomu, o némZ nejsou k dispozici zadné sekvencni informace,
bude nalezeno misto s alespoil ¢aste¢nou homologii. Béhem reakce dochézi k amplifikaci
fady produkti liSicich se délkou a internim nukleotidovym sloZenim. Zajem se upiré jen na
to, ktery z primerit vykazuje u studovanych vzork polymorfni spektrum. Rozdil oproti
klasické PCR je ten, ze se pouziva vzdy jen jeden primer, ktery pfisedne k homolognim
mistim v protilehlych fetézcich dvousroubovice. Vzdalenost primertt mezi nimiz dochazi
k amplifikaci zpravidla neptfesahuje 2000bp. Reakce probihd v programovatelném
termocykleru. Frekvence alel jsou spoCitdny z ptfitomnosti ¢i nepifitomnosti konkrétnich
amplifikovanych produktii, které¢ jsou ve vétSin€ piipadu elektroforeticky separovany na

agarézovém gelu. K vizualizaci je pouzit ethidium bromid.
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RAPD vykazuji vysoky stupenn polymorfizmu, a proto mohou byt genetickymi
markery pro tvorbu genetickych map, mapovani QTL, fingerpriting, méfeni genetickych
vzdélenosti mezi populacemi atp. RAPD maji dominantni charakter — proto nelze odliSit

hetero- a homozygotni genotyp.

Pro ziskani reprodukovatelnych vysledk jsou kritické predevsim tyto faktory:
pfesna optimalizace koncentrace DNA
reprodukovatelnost cykleru
kvalita a koncentrace primert
koncentrace Mg**
vybér DNA polymerazy
pfesnost pii pipetovani (KNOLL, VYKOUKALOVA, 2002)

Vyhody metody RAPD:
1. nizké naklady a mald pracnost (KNOLL, VYKOUKALOVA, 2002).
2. RAPD na rozdil od specifické PCR nevyzaduje znalost cilovych sekvenci DNA
(REPKOVA, RELICHOVA, 2001).

3. pouzita DNA nemusi byt purifikovana a postaci v malém mnozstvi.

Nevyhodou je jiz zminovand nemoznost odliSit heterozygota od dominantniho
homozygota. Komplikaci také pfedstavuje omezend pouZzitelnost RAPD pro feSeni otazek
na urovni vyssi nez druhové, napiiklad stanoveni ptibuznosti v rdmci rodu. Fakt, ze dva
fragmenty putuji na gelu stejnou rychlosti (komigruji), nelze automaticky brat jako dikaz
jejich homologie. MiZe se jednat o stejné¢ velké fragmenty pochazejici z naprosto
odli$nych oblasti genomu. Tyto nevyhody vSak nijak neomezuji pouziti RAPD markert

pro studie genetické variability populaci (RUSSEL et al., 1993).

Informativni charakter RAPD markert 1ze zvysit dal§i modifikaci, kterou umoznuje
metoda RAMPO (Random Amplified Microsatellite Polymorphism). V prvni fazi je
genomova DNA amplifikovdna pomoci jednoho ndhodného primeru nebo pomoci dvojice

primert komplementarnich k sekvenci mikrosatelitli. Po elektroforetické separaci produktu
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amplifikace a jeho pfeneseni na membranu se provadi hybridizace se znacenou
mikrosatelitovou sondou.

DAF (DNA Amplification Fingerprinting) je modifikovand RAPD. Na rozdil od
RAPD je produkt PCR separovan v polyakrylamidovém gelu a vizualizovan po barveni
sttibrem. Primery jsou az 5 nukleotidli dlouhé a vytvaii komplexni spektrum. Aplikace
metody je vhodna predevSim pro ziskani genomového otisku (tzv. fingerprint)

(REPKOVA, RELICHOVA, 2001).
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Obr. 2.4. Metoda RAPD:

o= NEWDNA RAPD METHODOLOGY

e TARGET DNA
FRIMER

B risting Menéndez and Paul Gepts - PLET 43 - LOS Aprl 17,1988
(http://www.plantsciences.ucdavis.edu/gepts/pb143/lec05/RAPD.GIF)
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24.24. AFLP

Metoda AFLP — (Amplified Fragment Length Polymorphisms) kombinuje postupy
jak RFLP tak PCR. Uskuteciuje se v n¢kolika krocich a je zaloZena na detekci fragmentt
DNA ziskanych $tépenim restrikénimi endonukledzami prostfednictvim PCR amplifikace
(obr. 2.5).

* Vprvnim kroku se provede S§tépeni rostlinné genomové DNA restrikénimi
endonukledzami. Pouzivaji se dvé, Casto a vzacné §té€pici rostlinnou DNA, naptiklad EcoRI
a Msel.

* V dalsim kroku se provadi ligace adaptorii, coZ jsou kratké vétSinou radioaktivné
znaené oligonukleotidy, které jsou komplementarni k vytvofenym restrikénim mistim
rostlinné DNA.

» Déle se provede amplifikace fragmenta s primery, které se komplementarné
vazou na sekvence adaptort a sousedni selektivni nukleotidy.

* V poslednim kroku se provede elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a
autoradiografie.

Spektrum fragmentii je mozné ziskat bez pfedchéazejici znalosti sekvence a pocet
fragmentl detekovanych v jedné reakci je ,,vyladén* sadami specifickych primert. Metoda
je vhodné predev§im k detekci polymorfizmu u blizce piibuznych genotypti (REPKOVA,
RELICHOVA, 2001).

Vyhody a vyuZziti AFLP:
1. neni nutné znat sekvenci zkoumané DNA. To je vhodné pfi studiu biodiverzity a
genetickych vzdalenosti;
2. AFLP lze odecitat kodominantné, proto se hodi na genetické mapovani;
3. vykazuje vysokou hustotu markerti, vhodné pro pozi¢ni klonovani;
4. pomoci AFLP markert lze provadét zaroven srovnani celkové genomové DNA 1 klont
genomové DNA véetné tvorby ,.transkripnich profild*“ pfi expresni analyze (KNOLL,

VYKOUKALOVA, 2002).
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Obr. 2.5. Metoda AFLP

5 meeesssssssss GAATTC eessssssssssssssssn TTAA =———— 31
3 ==smseesesesss ([ [TAAG rese—=emccsssssssseesesse AATT cosemeas 5

+EcoR |
Mse
AATTC messsssssssssssssssss T

[ s mssEmmsmems—eeos QAT

+EcoR | adapter
Mse | adapter

" Bl

Mse | adapter

5' eoeese—m—— A

AATTCN Eeesssssssssascsessas NTTA
" TTAAGN mssssssssssssssssssssss NAAT -
¢ =esssmm 5’

preselective
amplification with
EcoR | primer +A
Mse | primer +C

primer +3 5 eonssssssm AAC

WS AATTCA s GTTA IR

7 TTAAGT sessssssssssssesssss CAAT T
AAC msemss 5'

selective amplification
with primers +3
S0 TTAAGTTG AACAAT Sl

¥

denaturing polyacrylamide gel electrophoresis

SN Mse| adapter sequences
" EcoR | adapter sequences

(http://www.msu.edu/course/mmg/835/DNAmarkers/aflp.jpg)
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2.4.2.5. Mikrosatelity
Mikrosatelity (MS, také STRs — Short Tandem Repeats nebo SSRs — Simple

Sequence Repeats) jsou sekvence DNA slozené z mnohokrat se opakujicich se motivi o
délce 1 — 6 nukleotidll (napt. (GA),, (GATA),, TAUTZ, 1984). Jsou soucasti kodujicich i
nekddujicich oblasti genomu (WEISING et al., 1995). Obvykle se vSak tato polymorfni
mista vyskytuji v nekddujicich oblastech, jelikoz by ménila Eteci ramec odpovidajiciho
bilkovinného produktu.

Je prokazéno, Ze v pribéhu evoluce dochéazi k prodluzovani mikrosatelitovych
sekvenci, coz lze pozorovat uz v pribéhu n¢kolika stovek generaci. Dalsi mikrosatelity se
ovSem mohou snadno vystépit rekombinaci. Zdd se ale, Ze nckteré mikrosatelitové
sekvence ziskaly casem ur€itou funkci, ktera pfispiva kjejich udrZzeni v genomu
(WEISING et al., 1995).

Podle sloZeni lze mikrosatelity rozdélit na dokonalé, nedokonal¢ a sloZzené.
Dokonaly mikrosatelit je tvofen souvislym motivem, napf. (AG)4, u nedokonalych je
tvofen nékolika rliznymi motivy, napt. (AG)14(AT)ss (WEBER, 1990). Oblasti piilehlé
k mikrosatelitim jsou obvykle unikatni. Lze tedy navrhnout primery, které mohou dany
mikrosatelitovy marker vyhleddvat. Diky malé velikosti a délkovému polymorfosmu
jednotlivych lokusiti se screening provadi jednoduSe amplifikaci lokusti pomoci PCR
z okrajovych primeri a naslednou elektroforézou. Je to metoda casov€ nenarocna a daji se
tak hodnotit rizné lokusy a velky pocet vzorki najednou. Mikrosatelity jsou markery
kodominantni, tak ziskame od kazdého jedince dva typy amplifikatd. To dokazuje jejich
vysokou informativnost. Nevyhodou je ndrofnd izolace mikrosatelitovych lokust
z genomu, abychom ziskali unikdtni okolni sekvence. A vSak ne vSechny mikrosatelity
jsou informativni a snadno identifikovatelné PCR.

Tyto vysoce polymorfni markery se vyskytuji ve vSech eukaryotnich genomech a
v nékterych genomech prokaryot. Pouzitelnost SSRs jako genetickych markert je ¢aste¢né
limitovana jejich specifitou pro urcité taxony, ale bylo prokazano, ze stejné markery
mohou byt nékdy pouzivany pro ptibuzné druhy. Mikrosatelity se staly dobrym néstrojem
pro konstrukci genovych map a maji také velké vyuziti v oblasti populacni genetiky a
molekularni evoluce. Mikrosatelitové markery se ziskavaji bud’'to prohledavanim znamych

sekvenci obsaZenych v databdzich nebo izolaci z riznych typtt DNA knihoven.
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2.4.3. Techniky zaloZené na hybridizaci DNA

24.3.1. RFLP

RFLP — polymorfizmus délky restrikénich fragmentt (Restriction Fragment Length
Polymorphism) se pouziva k identifikaci alel na zaklad€ pfitomnosti, nebo absence
specifického restrikéniho mista. Genomova DNA je Stépena pfislusnou restrikéni
endonukledzou, separovana elektroforézou na agar6zovém gelu a pienesena (blotovana) na
pevnou membranu pomoci tzv. Southernova ptenosu. Po hybridizaci se zna¢enou sondou a
vizualizaci lze zjistit polymorfizmus ve velikosti vzniklych restrikénich fragmenti DNA
(KNOLL, VYKOUKALOVA, 2002). RFLP markery jsou zaloZeny na zménich
v sekvencich DNA, ke kterym dochazelo béhem evoluce. Tyto zmény zpusobuji bodoveé
mutace v mistech Stépeni restrikénimi enzymy, inzerce nebo delece, mohou byt diisledkem
nerovnomérného crossing-overu v ramci ur¢it¢tho chromozomu. RFLP markery byly u
rostlin poprvé pouzity ke konstrukci genetickych map. Jsou to kodominantni markery,
které¢ umoznuji ur€it, zda je vazany znak pfitomen u urcit¢ho jedince v homozygotnim
nebo heterozygotnim stavu (REPKOVA, RELICHOVA, 2001).

Velkou vyhodou metody RFLP je, ze je schopna identifikovat polymorfizmus i
uvniti markeri typu I, kdyZ je jako sonda pouzita komplementarni DNA (cDNA). Metoda
je vhodnd pro vazbové i komparativni mapovani a odhaleni variability v kandidatnich
genech pro ekonomicky vyznamné znaky (KNOLL, VYKOUKALOVA, 2002).
Nevyhodou je vysokd vychozi koncentrace DNA potiebnd pro restrikéni Stépeni a
JiZ vypracovéana fada neradioaktivnich metod znaceni sondy. Analyza je Casové dosti
naro¢na a pracna a jen né€kolik markeri mé polymorfni charakter, coZ je nevyhodné
pfedeviim u blizce piibuznych druhti (REPKOVA, RELICHOVA, 2001). Vzhledem
k relativni pracnosti metody se dnes dava ptrednost jeji modifikaci vzniklé spojenim s PCR
(PCR-RFLP).

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které se specificky vaZzou na DNA a §tépi ji
ve specifickych mistech nachazejicich se uvnitt, nebo blizko rozpoznavaci sekvence. Tyto
enzymy jsou rozdéleny do tfi skupin: endonukledzy typu I, II a IIl. Endonukledzy typu I a
IIT nemaji pfesnou polohu Stépeni vzhledem k rozpoznavaci sekvenci a proto se bézné

nepouzivaji. V molekularni genetice se pouzivaji endonukleazy typu II, které §tépi vzdy ve
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steyném misté, které se nachazi v rozpozndvaci sekvenci a nebo v jeji tésné blizkosti.
Rozpoznavaci sekvence jsou dlouhé Ctyfi, pét, nebo Sest nukleotidd a jsou oboustranné
symetrické (palindrom). Je jich znamo kolem 3000 a tvofi 250 riznych restrikénich mist.
Neékteré restrikéni endonukleazy mohou mit 1 del§i nebo degenerované rozpoznavaci
sekvence (rozpoznavaji vice riznych nukleotidll). Restrikéni enzymy S§tépi DNA dvéma
zpusoby (obr. 2.6): rozstépi ob¢ vldkna ve stejném misté (tvoii tzv. tupé konce — blunt
ends) nebo $tépi kazdé vldkno v jiné poloze (tvoii tzv. kohezni nebo-li lepivé konce —

sticky-ends) (KNOLL, VYKOUKALOVA, 2002).

Obr. 2.6. Moznosti Stépeni restrikénimi endonukleazami

Restriction Endonucleases

i quATTc .37 EcoRI 5'- G AATTC -3
3’ - IEEENNGIN -5’  Digest 3. CTTAA G .5
T 57 sticky-ends
5'- CCCGGG -3 Smyl 5 - e GGG -3
3. BGECCCC NS5’ Digest 3 -GGG i R

blunt ends

|

5'- R -3 Apd’ 5-1 GGTAC -3
3- IO -5’  Digest 3 - M CATGG -5°
T 3’ sticky-ends

(http://www .langara.bc.ca/biology/mario/Biol2315notes/biol2315chap13.html)
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2.5.Sekvenovani

Tato metoda slouzi k pfesnému wurceni nukleotidové sekvence jakéhokoliv

W v

vvvvvv

v ur¢itém useku DNA.

Pro sekvenovani DNA byly vyvinuty dvé metody:

1) Sangerova metoda (1977) — tato metoda vyuzivé syntézy komplementarniho
fetézce DNA polymerdzami in vitro, ukonCované nidhodn€ v misté jednotlivych bazi
(SANGER, COULSON, 1977) (obr. 2.7. Ptiloha).

2) Maxam-Gilbertova metoda (1977) — pii této metodé dochazi k chemickému

Stépeni DNA v mist€ urcitych bazi (MAXAM, GILBERT, 1997) (obr. 2.8. Ptiloha).

Nejcastéji se pouziva Sangerova metoda, také nazyvana dideoxy sekvenovani.
Sekvenovany usek DNA, napt. klonovany fragment nebo produkt polymerazové fetézové
reakce se rozdéli do ctyf c¢asti, do kazdé ztéchto cCasti se piidaji vSechny volné
deoxynukleotidy a pak oddélené¢ do kazdé z €asti jen po jedné z jejich dideoxy variant:
ddATP, ddTTP, ddCTP a ddGTP, kterym chybi 3"-OH skupina. Reakci enzymaticky
zajistuje néktera zDNA polymeraz (REHOUT et al., 2000). V této metods, je
jednovlaknova (ss) DNA osekvenovéna a slouzi jako templét pro in vitro DNA syntézu.
Synteticky znaceny 5'-konec oligodeoxynukleotidu se pouziva jako primer. Sekvenovany
usek DNA se rozdéli do ctyt cCasti a kazdd cast obsahuje nizkou koncentraci
dideoxynukleotid trifosfati (ddNTP) (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) a navic k tomu
vys$i koncentraci volnych deoxynukleotidii. V kazdé reakci je ddNTP ndhodné ptipojen
v pozici k odpovidajicimu deoxynukleotidu (dNTP). Piidani ddNTP ukonéi polymeraci,
protoze nepfitomnost 3'- OH skupiny predejde piidani dalSiho nukleotidu. Smeés
zakonCenych fragmentd se rozdéli soubézné na gelové elektroforéze. Oddélené fragmenty
jsou detekovéany autoradiograficky (LODISH et al., 2005).

Sangerova metoda se pouziva Castéji nez metoda Maxam-Gilbertova, protoze se da
touto metodou sekvenovat dsek o délce 500 — 800 kb. Jeji nevyhodou je, Ze pii Cteni

sekvence necteme sekvenci ptivodni DNA, ale sekvenci k ni komplementérni.

33



Maxam-Gilbertova metoda vyuziva toho, ze Ctyfi vzorky DNA jsou restrikéné
Stépeny a vystaveny riznym chemickym reakcim, které selektivné §t€pi DNA v riiznych
specifickych nukleotidech. DNA je na svych koncich znacend. Ziskané fragmenty jsou
oddéleny gelovou elektroforézou a pouze koncové znacend vldkna jsou nasledné
vizualizovana autoradiograficky. Sekvence piivodniho koncové znaceného restrikéniho
fragmentu miiZe byt stanovena piimo z paralelni elektroforézy ctyf jednotlivych reakci
(LODISH et al., 2005).

Dtivod, pro¢ se této metody moc nevyuziva je n€kolik, z nichz Ize uvést napiiklad
nutnost pouzivani radioaktivné znaenych koncti, pfinasejici vysokou urovei radioaktivity.
Sekvenovani celych genomii musi byt nutné spojeno s vytvafenim molekularné
genomovych databazi, které umoziluji uchovavat, organizovat a zpfistupiiovat sekvencni
data, porovndvat tak sekvence celého genomu s jiz dfive zjiSténymi sekvencemi
jednotlivych gent jinych organisma se zndmou funkci. Tim je umoznéno piifadit nové
ziskanym, zatim neznamym sekvencim pravdépodobné funkce. V soucasné dobé byly
sekvenovany genomy Cetnych mikroorganismi. Z eukaryotnich genomt bylo dokonce
roku 2000 sekvenovani dokonceno u genomu kvasinky, hlistice, octomilky a v neposledni

fadé i u genomu &lovéka (ONDREJ, DROBNIK, 2002).

2.6.Klonovani

Pod pojmem klonovani si 1ze pfedstavit jakykoliv d¢j, pfi némz se z jedné piedlohy
vytvari vice kopii. Formou pfirozeného klonovani je vegetativni rozmnozovani rostlin a
vznik jednovajeénych dvojéat (KOCAREK, 2004). Pro mnoho aplikaci technologie DNA
je nutné naklonovat (vytvofit identické kopie) tsek DNA, vétSinou gen. To lze udélat
nékolika zplisoby nejjednodussi je namnozit pozadovany usek v rychle se délicich
bakteriich, kdy je pfi kazdé replikaci bakterialni DNA zkopirovana i naSe DNA. Aby se
cizorodd DNA v bakteridlni buiice udrzela, je pro jeji amplifikaci vyuZzit nosi¢ neboli
vektor, kterym je bakteridlni plazmid nebo virovy genom. Typicky plazmidovy klonovaci
vektor je relativné mal4d kruhova molekula DNA o délce nékolika tisic nukleotidovych
part,, kterd se miZe replikovat uvniti bakterie. Plazmidovy vektor musi obsahovat
replikacni pocatek, ktery umoznuje replikaci plazmidu nezdvisle na bakteridlnim

chromozomu. Dal§im pozadavkem je pfitomnost mista rozpoznavaného restrikéni
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endonukledzou, aby mohl byt plazmid rozpojen a do vzniklé mezery vloZen cizorody
fragment DNA. Plazmidy obvykle obsahuji také gen pro n¢jakou rozliSitelnou vlastnost,
vétSinou rezistenci k antibiotikiim, ktera umoziuje pfimou identifikaci bakterii obsahujici
tento plastid. (ALBERTS et al., 2005).

Vyhodou této metody je rychlost, mala chybovost a velké mnozstvi

amplifikovaného tseku DNA.

Pti klonovani DNA geonomu maji pokusy dvé zakladni etapy:
Na zaklad¢ izolované specifické mRNA se pomoci reverzni transkriptizy a DNA
polymerédzy odvodi cDNA a vlozi se do vektoru (zpravidla bakterialniho plazmidu).
Vytvoteni genové banky rostlinné geonomové DNA a hybridizaci s cDNA inzerované ve

vektoru se v ni vyhledavaji piisluiné klonované geny (ONDREJ, 1985).

2.6.1. Klonovaci vektory

Klonovaci vektory musi spliiovat tyto podminky:
* Maji pocatek replikace k zajisténi jejich replikace v hostitelské buiice.
* Musi obsahovat minimalnég jeden selektovatelny markerovy gen.

« Maji jedno, nebo vice unikétnich restrikénich mist (BRIZA, cit. 2006—11-28).

2.6.1.1. Plazmidy

Plazmidy jsou kruhové, dvouvlidknové DNA (dsDNA) molekuly, které jsou
oddéleny od bunécné chromozomalni DNA (LODISH et al., 2005). N&které z nich jsou
pfitomny v bunice v mnoha kopiich (relaxed plasmids, replikacné neomezené, 10 — 200
kopii), nékteré naopak v jedné nebo n€kolika (stringent plasmids, replikaéné omezené);
nesou geny, které nejsou pro bakterii esencidlni, ale které ji davaji selek¢ni vyhodu.

Casto je to sdruzena rezistence k nékolika antibiotikim (rezistenci kodujici
plazmidy, R-plazmidy). Jiné plazmidy (Col-plazmidy bakterie E. coli) produkuji toxiny,
které jsou toxické pro bakterie dalsich kment téhoz druhu (kolciny) (ONDREJ,
DROBNIK, 2002).

Plazmidy maji vlastni pocatek replikace — replikuji se nezdvazné na bakteridlnim

chromozomu (BRIZA, 2006). Plazmidy mohou byt velké od nékolika tisic part bazi (bp)
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az vice nez 100 kilobazi (kb). Stejn¢ jako chromozomdlni DNA je plazmidovd DNA
kopirovana pted kazdym bunéénym délenim.

Tyto plazmidy byly upraveny a zkonstruovany pro pouziti jako vektory v DNA
klonovani. Plazmidy nejbéZnéji uzivané v rekombinantnich DNA technologiich se kopiruji
v E. coli (LODISH et al., 2005).

Ti-plazmidy bakterii Agrobacterium tumefaciens se skladaji se ze dvou zédkladnich
Casti: casti T-DNA (transferred DNA), kterd se konstantné véleniuje do rostlinnych bunék
na zakladé bakteridlniho procesu, jehoz velka ¢ast je kddovéana plazmidovou DNA a ¢asti,
ktera se uplatiiuje v bakteriich. Cast, ktera se uplatiiuje v bakteriich, ma pocatek replikace,
jenz se uplatiiuje jak v E. coli, tak v A. tumefaciens. Upravy plazmida, manipulace in vitro,
se provadéji v bakteriich E. coli. Spo€ivaji zpravidla v tom, ze do T-DNA vychoziho
vektorového plazmidu se v€leni gen, ktery chceme pienést do rostlin. Plazmid ma
v T-DNA zpravidla tzv. polylinkerovou sekvenci (multiple cloning site). To je syntetickd
sekvence DNA, kterd se sklddd z cilovych mist pro mnoho restrikénich endonukledz
uspotfadanych za sebou. Jsou to takova cilova mista pro konkrétni restrikéni endonukleazy,
ktera jinde na plazmidu nejsou (unikatni mista).

Gen, ktery se ma vclenit do rostlin, se vyStépi zostatni DNA nckterym
z restrikénich enzymi. Velikost cizorodé DNA se pfiblizné pohybuje maximalné do 15 kb.
Stejnym restrikénim enzymem se rozstépi v polylinkerovém tseku také vektorovy plazmid
a gen se vcleni ligaci do plazmidu. Plazmid se pak transformaci vpravi do bun¢k E. coli.
Buiiky s plazmidem se vyselektuji a plazmid se v nich nechd namnoZit. Poté se znovu
izoluje, rozstépi restrikénimi endonukledzami a ovéfi, ze ma predpokladanou strukturu.
Pokud ano, pak se z bun€k E. coli ptenese do A. tumefaciens. Tento ptrenos se zpravidla
déje bakteridlni konjugaci, ptipadné transformaci. V ¢asti, kterd se uplatituje v bakteriich,
musi byt bakteridlni (obsahujici bakteridlni regulacni sekvence) gen pro rezistenci
k nékterému antibiotiku, ktery se projevuje v bakteridlnim geonomu. Pouzitim tohoto
antibiotika v bakterialnim médiu se selektuji ty bakterialni buiiky z populace bunék E. coli
nebo A. tumefaciens, do kterych byl plazmid vnesen. V riznych vektorech se zpravidla
pouziva geni pro rezistenci ke kanamycinu, tetracyklinu, spektomycinu, streptomycinu
(ONDREJ, DROBNIK, 2002) chloranfenikolu, hygromicinu, nebo neomicinu.
Pravdépodobné nejpopularnéjsi a nejpouzivangjsi je komeréni plazmid pBluescript,

ktery obsahuje pro zajiSténi replikace sekvenci, kterd je rozpoznana DNA-polymerdzou
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hostitelské bunky. Tato sekvence oznaCovand jako ori (z anglického ,origin®“ zacatek
replikace). V piipadé pBluescriptu jde o sekvenci ColElori a dédle obsahuje gen pro
rezistenci k ampicilinu (jednd se o sekvenci kédujici enzym [B-laktamazu. Tento enzym
Stépi specificky B-laktamovy kruh vyskytujici se ve struktufe penicilinovych antibiotik.
JelikoZ se k selekci z fady penicilinovych antibiotik pouziva téméf vyhradné ampicilin,
ziskal tak oznaceni ,,gen pro rezistenci k ampicilinu® ).

Typickym piikladem je také pUC19, ktery ma pocatek replikace, dva selektovatelné
geny a fadu unikatnich restrikénich mist sdruzenych do polylinkeru. Ampicilinova
rezistence je kédovand genem amp® . Gen lacZ kéduje p-galaktozidazu, kterd normalné
Stépi laktdozu na monosacharidy — glukézu a galaktézua ktery pii selekci bakterii nesoucich
pfislusny plazmid S$tépi X-gal v médiu na modry produkt. Pii transformaci plazmidem

pUC19 se hledaji bilé Inie rezistentni na ampicilin (BRIZA, cit. 2006—11-28).

Z vyse uvedeného, musi tedy plazmid obsahovat (obr. 2.9):

- pocatek replikace (Ori)

- usek terminace (Ter)

- selektivni marker (obvykle s antibiotikovou rezistenci — napt. Amp.) k selekci
bakterii obsahujici modifikovany plazmid.

- polylinkerova sekvence — polycloning site (unikatni restrikéni misto slouzici
k inzerci fragmentu donora)

- mnoho plazmidd umoZznuje selekci na zdkladé modro-bilého rozliSeni
rekombinovanych a nerekombinovanych plazmida.

- polylinkerova sekvence s genem pro B-galaktosidazu (produkt tohoto genu
zpisobuje, diky !2 molekuly indiga pfipojené k X-gal, modré zbarveni).
Inzertovany fragment do tohoto polylinkeru tak zptisobuje disfunkci genu a jeho

produktu ¢emuz odpovida nasledné mlécné zbarveni bakterialni kolonie.
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Obr. 2.9. Piiklad plazmidu pouZitelného ke klonovani

Plasmid

for use in
cloning

ayis Buiuojahjod

(http://www.langara.bc.ca/biology/mario/Biol2430notes/biol2430chap16.html)

2.6.1.2. Bakteriofagy
DNA bakteriofadgi se v baktériich mnozi obvykle jesté rychleji nez DNA plazmida

a da se také pouzit jako vektor cizorodé DNA. Vyuziti bakteriofagi je ale problematické ze

vvvvvv

vvvvvv

pro zivotaschopnost a velmi nahusSténé, aby se genom veSel do co nejmensi a tedy
nejstabilné;si kapsidy. Velmi téZko se pak hleda prostor pro cizorodou DNA.

Bakteriofagy, oznaCované také jako bakterialni viry, se skladaji z DNA a fagového
pouzdra, v n€kterych ptipadech obsahuji i dalsi proteiny. VéEtSina bakteriofdgi ma dvoji
zivotni cyklus: lyzogenni a lyticky.

Pti lyzogennim bunééném cyklu se bakteriofagova castice usadi na povrchu
bakterie a vstiikne svou DNA dovnitf buiiky. V bakteridlni buiice se fagova DNA zacleni
do specifického mista bakteridlniho chromozomu a bakteriofdg se tak stane soucasti
bakteridlntho chromozomu, se kterym se spolecné reprodukuje. Po ¢ase dochazi ndhodné,

nebo vlivem riznych vné&jSich faktorti (zvySena teplota, UV-zafeni) k vystfizeni faga
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z bakteridlntho chromozomu. Ten se poté v bakteridlni buiice mnozi a za kratko vyplni
celou buiiku, ktera se nasledné rozpada.

P1i lytickém cyklu pfisedne bakteriofag a bezprostfedné poté dochazi k lyzi bunky
(ONDREJ, DROBNIK, 2002).
Ve specidlnich ptfipadech ale mohou byt bakteriofagové vektory pro klonovani vyhodné

diky velké rozmanitosti bakteriofagovych funkei.

Bakteriofag A. Schopnosti tohoto faga poprvé objevil na pocatku padesatych let dvacatého
stoleti André Lwoff u hostitelskych bunck E. coli. Bakteriofag A ma schopnost 1yzy, kdy se
bakteriofdg namnoZi asi na 100 partikuli a poté se buiilka rozpadne, nebo lysogenizace, kdy
se jeho DNA integruje do chromozomu bakterie v uritém misté a déle se s nim replikje.
Rozhodnuti, zda dojde k lyzi, nebo lysogenizaci zavisi na aktivité cll proteinu. Uvnitf faga
je obsazena linedrni DNA o délce 48 502 bp. Krajnich 12 bazi na 5°a 3’konci A genomu je
jednotetézcovych. Tyto konce se oznacuji jako kohezivni, nebo-li cos mista, jsou
komplementarni a mohou byt vzijemné ligovany bakterialni ligdzou do cirkularizované
formy dsDNA molekuly.

Ptislu$né funk¢ni geny bakteriofaga A jsou vétSinou seskupeny v genomu spolecné,
vyjma dvou pozitivnich regula¢nich genit N a Q. Geny na levé stran¢ konvenéni genové
mapy koduji hlavu a ¢ast fagovych proteinovych partikuli. Tyto obsazené geny a jejich
pfislusné proteinové produkty jsou za pomoci rekombinace a lyzogeniho procesu
inzertovany v podob& cirkularizovaného fagového chromozomu do hostitelského
chromozomu bakterie a dochézi tak k jejich stabilni replikaci. Prava strana mapy obsahuje
geny tykajici se regulace transkripce a schopnosti profdga k nové infekci (N, cro, cI), dale
geny pro DNA syntézu, pozdni regulacni funkci (Q) a lyzu hostitelské bunky (REECE,
2004).

Po nahromadéni fagovych strukturnich proteinti se samovolné slozi zvlast’ hlavicky
a ocdsky faga. Do hlav se navine konkatemerni DNA a v cos misté je vZzdy DNA po jedné
délce genomu ustfizena A proteinem za tvorby 12b kohezivnich konch. Poté dojde
k pfipojeni ocasku a vznika tak infekéni partikule. Podle VLASAKA (cit. 2006-11-26)
dojde k pfipojeni ocasku pouze v ptipad¢, Ze je v hlavicce navinuta DNA v mnoZstvi mezi
78% — 105% normdalniho genomu. ZmenSené vektory tedy nesmi byt mensi, nez 78%

(jinak je nelze mnozZit) a s integrovanou cizorodou DNA nad 105%.
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2.6.1.3. Kosmidy

Kosmidy fikdme malym plazmidim (~ 5kb), do kterych bylo ptfiddno cos misto z
A-bakteriofagga HOHNOVA, 1978, COLLINS, BRUNING, 1978). Pokud jsou cos mista ve
vhodné vzdélenosti a to vrozmezi pfiblizn¢ 37 — 51 kbp, lze za pomoci unikatniho
restrikéniho enzymu naligovat do specifického mista fragment DNA. Takto upravena
lineirni DNA je injikovana do bakterii a nasledné cirkularizovana pomoci
komplementarnich cos koncli. DNA je udrZovéna v bakteriich E. coli ve formé& plazmidu a
nasledné se replikuje z plazmidového pocatku replikace. U kosmidi 1ze tedy zaklonovat az
47 kbp velky genomovy fragment coz predstavuje podstatné vic, nez mize byt klonovéano
do samotnych lambdovych vektori.

Kosmidy jsou stejné jako plazmidy velmi stabilni, ale inzerce dlouhych fragmenta
DNA miuzZe zplsobovat potiZze pii udrzeni rekombinantnich kozmidd uvnitt bakteridlnich
bunék. Nejproblematictéjsi je vSak pii praci s kosmidy produkce linedrni DNA
s naligovanym fragmentem geonomové DNA, kde dochdzi u kozmidu a inzertu k tvorbé

konkatemerua. Existuji zde zakladni dva problémy:

Pti ligaci inzertu DNA do kosmidu vznikd cirkuldrni molekula DNA, kterd neni
schopna Ucastnit se inzerce in vitro.

Miuze dojit ka zaligovani vice, neZ jedné inzertni molekuly DNA mezi kazdy
fragment DNA kozmidu. To miZe zpiisobovat faleSnou predstavu o uspofadani inzertu

v DNA.

Tyto problémy mohou byt piekonany sestfihem kosmidi dvéma restrikénimi
enzymy k vytvofeni levého a pravého konce, kde nebude dochazet k opétovné ligaci
s ostatnimi. (ISH-HOROWICZ, BRUKE, 1981). V dnesni dob¢ se pouzivaji vektory, které
maji dvé cos mista — snadno se pak zabrani konkatenaci (spojeni) prazdnych vektorti, nebo
vektorti s malymi fragmenty i bez defosforylace (VLASAK, cit. 2006-11-26). Vhodné
oSetfeni inzerth DNA fosfatdzou zabezpeci, ze nedojde k vicendsobnému zaligovani

inzert do DNA kosmidu (REECE, 2004).
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Obr. 2.10. Celkova stavba kosmidu a schéma inzerce cizorodé DNA
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Kosmidovy vektor pouzity ke klonovani. Celkova stavba kosmidového vektoru pJB8 a
schéma inzerce cizi DNA do kosmidu. Po odstranéni ostatnich A genli je DNA inzertovana

do bunék E. coli a je udrzovana v podobé plazmidu a selektovana na zaklad¢ antibiotické

rezistence (REECE, 2004).
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2.6.14. YAC vektor

YAC (Yeast Artifical Chromosome vektor) kvasinkovy umély chromozom. Tyto
vektory umoznuji klonovani velmi dlouhych fragmentti o nékolika 100 kbp v kvasinkach
(BURKE et al., 1987).

Rekombinované molekuly vektorti z kvasinkovych chromozomi jsou oznac¢ované
jako YAC s vektorovou sekvenci na konci linedrniho fragmentu. Vektory obsahuji
centromeru, dv¢ telomery, vybrané geny (7rpl, Ura3) a autonomni replikacni sekvenci
(ARS). Schopnost replikace dlouhych fragmentl je velmi dulezitd, zejména u (lidského)
genomu (ERLICH et al., 1989).

Pro Uplnost se zde chci zminit o existenci dalSich umélych chromozomi BAC
(Bacterial Artifical Chromosomes) a HAC (Human Artifical Chromosomes). Vyhodou

téchto chromozomi je moZnost klonovat fragmenty o velikosti 600 kbp az 1 mbp.

2.6.2. Transformace plazmidii do hostitelskych bunék

Transformace je nejcastéjsi zplisob, pii niz jsou bakterialni bunky nejprve uvedeny
do stavu kompetence, jez se navodi pusobenim chloridu vapenatého za nizké teploty, nebo
kapalnym dusikem. Kompetentni buiiky jsou butiky, kterym se narusi jejich bunécéna sténa
a mohou pfijmout cizorodou DNA. Po piidani DNA ke kompetentnim bunkdm a kratkém
zahiati na 42°C prechazi transformujici DNA do bunék. Transformované bunky se

selektuji na agarovych plotnach obsahujicich pfisluiné antibiotikum (SMARDA et al.,
2005).

2.6.3. Identifikace kolonii s rekombinantni DNA

2.6.3.1. Metoda negativni selekce

Plazmid pouzivany ke klonovani obsahuje dva geny zodpovédné za rezistenci
k urcitym antibiotikiim, pfi¢emZ v jednom je klonovaci misto. Vnesenim cizorodé DNA do
hostitelské buiky zplsobime inaktivaci tohoto genu a proto se buniky nesouci plazmid
stavaji citlivé k tomuto antibiotiku. Buiiky obsahujici plazmid bez cizorodé DNA ziistavaji

rezistentni.

42



Pokud pouZivame napf. gen rezistentni k tetracyklinu a k ampicilinu (Amp), ve
kterém je klonovaci misto, pak se builky vyseji na plotny s tetracyklinem a na téchto
plotnach vyrostou vSechny transformované buiiky. Vyrostlé kolonie obtiskneme na plotny
s ampicilinem, na kterém nevyrostou buiiky obsahujici rekombinantni plazmid, protozZe
gen pro Amp byl preruSen. Tyto kolonie pak vyhleddme na plotné s tetracyklinem a
pouzivame k dalSimu mnozeni. Nejcastéji pouzivanym plazmidem pro negativni selekci je
plazmid pBR322. Byl vytvofen z divoké E. coli, ma ampicilinovou a tetracyklinovou
rezistenci, obsahuje Ctyfi unikatni restrikéni mista.

Pii této metod€ je nutné pouzit dokonalé znaceni k dohleddni spravné kolonie.

Metoda mé vysokou uc¢innost avsak je ponékud komplikovana.

2.6.3.2. Metoda pozitivni selekce

Vektor nese kriatky segment lakt6zového operonu E. coli obsahujici regulacni
sekvence a ¢ast genu kodujici B-galaktosiddzu (lacZ), jehoz expresi vznika N-koncovy
fragment, oznacovan také jako o fragment. Vektory tohoto typu jsou pouzivany
v hostitelskych buiikach E. coli, které kéduji C-koncovy fragment, oznacovany téz zadni
w-¢ast, B-galaktosidazy. Tyto fragmenty se mohou spojovat za vzniku enzymové aktivniho
proteinu. Bakterie, do nichz je pfenesen vektor bez inzertu, tvoii aktivni (3-galaktosidazu,
jejiz tvorbu lze prokdzat na plotnach s chromogennim substratem X-gal. Jeho rozkladem
B-galaktosidazou vznika produkt zbarvujici bakterialni kolonie modie. Inzerce cizorodé
DNA inaktivuuje N-koncovy fragment enzymu a nedojde ke komplementaci a kolonie
s rekombinantnim plazmidem jsou pak bilé. Indukce tvorby B-galaktosidazy je zajisténa
izopropyl-B-D-tiogalaktozidem  (IPTG), ktery sepfidiva do Zzivného média
(SMARDA et al., 2005). Nejéast&ji pouzivané plazmidy jsou pUC18, pUC19 a Bluescript.

Systém pozitivni selekce je rychlejsi a vyZaduje jinou generaci plazmida.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Material

Rostlinny material

Populace 1

Analyzy byly provedeny u dihaploidnich linii vzniklych z F; kiizenct Al linii a
donora 00 kvality. Protoze se jednd o dihaploidy, je zaruCena absolutni homozygotnost. Al
linie pouzité ke kiiZzeni pochdzeji z cileného vyhleddvani rostlin, které probihalo na
pracoviiti VUOL v Opavé. Vyznacuji se vysokou stabilitou Al recesivniho typu (HAVEL,
1996). Pokusy o dosazeni vhodné kombinace znaki AI a 00 kvality se klasickym
Slechtitelskym postupem wukdzaly jako neuspéSné (Al se v ndslednych generacich
vytracela). Z tohoto diivodu byly na pracovisti VURV Praha — Ruzyné vyprodukovany
dihaploidni linie z F1 k¥iZenc Al linii Tandem s recesivni Al (AIK-3 a AIK-6) a donorQ
00 kvality (Rasmus, OP-BN-03 a Lisek.) scilem fixovat Al genotyp a nizky obsah
glukosinolatt. Produkce dihaploida probihala metodou mikrosporové embryogeneze.

Tato vysledna generace F2 (oznacujici se jako R1) se sklddala z 118 rostlin a
fenotypovy projev nebyl zjistovan.

Semena jednotlivych odrid a linii byla ziskana pifimo ze Slechtitelskych stanic
v Opavé. DH linie byly vytvofeny mikrosporovou embryogenezi z Al rostlin s objektivné
stanovenym stalym Al fenotypem a nizkym obsahem glukosinulatd ve VURV Praha -
Ruzyné.

Jako rostlinny material byly pouziti dihaploidi z téchto kiiZeni:
AIK-6 x Rasmus — rostliny 1-33
AIK-6 x OP-BN-03 - rostliny 34-66
AIK-6 x Lisek — rostliny 67-92
AIK-3 x Rasmus — rostliny 93-118
AIK-6, AIK-3 — Al linie odvozené z Tandemu 6/85
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Populace 2

Analyzy byly provedeny u Al linif ziskanych na pracoviiti VUOL v Opavé. Tato
populace se sklddala z 116 rostlin u kterych byl zjiStovan fenotypovy projev pomoci
semenného testu (tab. 4.1). Jako u populace &. 1 byly na pracoviiti VURV Praha — Ruzyné
vyprodukovany dihaploidni linie z F1 kiizenci Al linii srecesivni Al (Start, Liropa,
WRG 15, Tandem) a donora OO kvality (linie 2051) s cilem fixovat Al genotyp a nizky
obsah  glukosinolati. Produkce dihaploidi probihala ~metodou mikrosporové

embryogeneze, vysledna generace se oznacuje jako R1 (uroven F2 generace).

Jako rostlinny material byly pouziti dihaploidi z téchto kiiZent:
Start x AK linie 2051
Liropa x AK linie 2051
WRG 15 x AK linie 2051
Tandem 1/85 x AK linie 2051
OP-BN-03, Lisek, Rasmus, 2051 — donofi kvality

3.2. Metody

3.2.1. Izolace DNA z repky olejné (Brassica napus)

Izolace byla provadéna pomoci Invisorb Spin Plant Mini Kitu — Invitek dle
uvedeného postupu (obr. 3.1. Ptiloha), z mladych listi 2 tydennich sazenic. Tato metoda je
zaloZena na principu lyzy rostlinnych bunék lyzaénim pufrem za pfitomnosti proteindzy a
naslednou purifikaci obsazené DNA. Cistd genomickd DNA je ziskana postupnym
odstranénim ostatnich bunécnych komponent jako naptiklad proteind, polysacharidd,
detergentu a jinych necistot a naslednym vymytim DNA elu¢nim roztokem na povrchu
specidlnich mikrokolon. K DNA extrakci bylo pouZito pfiblizné 60 mg biomasy
z fepkovych listl v Cerstvé €1 mrazené formé&, ktera byla po prfedchozim vystaveni
tekutému dusiku dokonale homogenizovana. Vzorky ziskané DNA byly uchovavany pfi -
20°C.

Pti kazd¢ izolaci DNA z danych vzorkl se provadi tzv. negativni kontrola izolace

(blank) — ¢imz je ovéfena Cistota chemikalii od kontaminace cizi DNA béhem izolace.
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3.2.2. PCR reakce

« Slozeni PCR smési pro amplifikaci SCRII alela 2 (ZALUDOVA, nepublikovéno)
DNA 1w
Pufr (10 mM Tris-HCI; pH 8,3; 50mM KCL; 2 mM MgCl,; 1 % Triton X-100)
Nukleotidy ANTP 2 ul (2,5 mmol kazdého nukleotidu)

Pro SCR gen byly pouzity SCR alelové specifické oligonukleotidové primery II. tfidy
konstruované pro funkéni alely vzniklé z Al linii Tandem ur€ujici alely 2
(5'-TTGGACTTTGACATATGTTC-3' a 5'-CTCTGAAGTGGGTTTTACAG-3") 25 pmol
kazdého

1U Taq pol. (0,2 ul) (TaKaRa)

Reakce byla doplnéna millipore H>O do findlniho objemu 25 pl

PCR reakce méla 45 cykll a probihala za téchto podminek:
1 cyklus: denaturace pti 94°C 30 vtefin
annealing pii 55°C 30 vtefin

polymerace pii 72°C 1 min.

* Slozeni PCR smési pro amplifikaci SLGI
DNA 1l
Pufr (10 mM Tris-HCI; pH 8,3; S0mM KCL; 2 mM MgCl,; 1 % Triton X-100)
Nukleotidy dNTP 3 ul (2 nmol)

PCR byla provedena pomoci specifickych SLG primerd [ tfidy PS5 a PSIS
(NISHIO et al.,1996)
1U Taq pol. (0,2 ul) (TaKaRa)

Reakce byla doplnéna millipore H>O do findlniho objemu 25 pl

PCR reakce méla 35 cykll a probihala za téchto podminek:
1 cyklus: denaturace pti 93°C 60 vtefin
annealing pii 58°C 120 vtefin

elongace pii 72°C 3 min.
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3.2.3. Priprava agarézového gelu

Agaro6za byla pfipravena dle béZné metodiky v zavislosti na stanoveném mnoZstvi a

koncentraci (viz. tab. 3.1. a 3.2.).

Tab. 3.1. SloZeni 1% agardzového gelu

objem |agaréza |5xTBE | voda ethidium bromid
50 ml 0,50 g 10 ml 40 ml 1,5 ul

100ml |J1,0g 20 ml 80 ml 2ul

200ml |20¢g 40 ml 160ml | 4l

Tab. 3.2. SloZeni 1,5% agar6zového gelu

objem |agar6za |5x TBE | voda ethidium bromid
50 ml 0,75 ¢ 10 ml 40 ml 1,5 ul

100ml | 1,5¢ 20 ml 80 ml 2 ul

200ml ]30¢g 40 ml 160ml | 4wl

Zasobni roztok ethidiumbromidu (EtBr) je 1% (tj. 1 mg ethidiumbromidu ve 100 pl

roztoku). Pracovni roztok ziskame zfedénim zdsobniho roztoku 10x (re)destilovanou

vodou.

Slozeni 5 x TBE pufru: 54 g TRIS
27,5 g kyselina borita
37 g EDTA
1000 ml H,O pH 8,0
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Postup ptipravy gelu:
- v§echny komponenty (vyjma EtBr) smichdme v bafice z varného skla
- dokonale rozvatime v mikrovinné troub¢€ — roztok nesmi obsahovat vldkna
- baitkku ochladime pftiblizné na 60°C
- pfiddme ethidium bromid (EtBr)
- dokonale promichany gel nalijeme do dikladné omyté formy s pfipravenymi hiebeny
s vhodné zvolenym poctem zubil — dle objemu a mnozstvi vzork.
- vzniklé bubliny odstranime smérem ke sténdm a co nejdale od slotii, do kterych budeme

nanéset vzorky.

3.2.4. Elektroforéza v agarézovém gelu

Byla pouzita 40 cm elektroforetickd vana BIO - RAD. Pufr 1x TBE ve spodni vané.
Délka pousténi elektroforézy probihala podle potieby, obvykle prvnich 20 min pii 40 V a
nasledné 2 hodiny pfi napéti 90 V.

3.2.5. Semenny test

U kazdé rostliny byly na jednu vétev s poupaty navleCeny izoldtory z netkané
textilie, které zde byly umistény do odkvétu, poté byl izolator odstranén a vétev byla
oznacena barevnym provazkem. Fenotypovy projev Al byl hodnocen podle poctu semen v
SeSuli. Semena z Al rostlin byla ziskdna opylenim v poupéti.

Ke stanoveni priikaznosti Al rostlin byla ur€ena maximalni hranice primeérného

poctu semen do 6,4.
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4. VYSLEDKY

Byly pouzity dva markerové geny k selekci Al rostlin.

Pomoci PCR byly za pouZiti specifickych SLG-primerti L. tfidy stanoveny piiblizné
1300 bp velké fragmenty spolecné s cca 1000 bp dlouhymi nespecifickymi fragmenty
(obr. 4.1).
Tyto fragmenty jsou v rostlinach povazované za zdroj AK. Tyto markerové geny byly

detekované v Sirokém spektru pfirozené AK odrid fepky, avSak ne u Al linii.

Druhy markerovy systém specificky znacici alely SCR genu tfidy II. Tyto alely
byly nalezeny u Al linii odvozenych z linie Tandem. Amplifikované fragmenty genu
SCR II obsahujici dané alely, byly 280 bp dlouhé a typicky se vyskytujici v rostlindch
povazovanych za Al (obr. 4.2).

Oba markerovaci systémy segreguji v poméru 1:1 jak jsme piivodné predpokladali
a navic pfesn€ koreluji s ostatnimi. Na zdkladé molekularni markerové selekce

dihaploidnich rostlin fepky byly vybrany Al jedinci.

= Selekce AK jedinct, ktefi nebyly dale pouZivany ve Slechténi:
Obr. 4.1. Priklad amplifikace genu SLG (I. tfidy) Horni pruhy o délce 1300 bp byly
amplifikovany u rostlin izolovanych dihaploidnich populaci s ptedpokladanou AK projevu

(rostliny 1 az 20).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ] 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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U populace ¢. 1 a ¢. 2 byl predpokladan §t€épny pomér markerovych gent 1:1
(AL:AK) (odpovidajici dihaploidni populaci). U rostlin byl soufasné¢ s genem SLGI
amplifikovan pravdépodobné nespecificky fragment o délce 1000 bp.

SLGI gen se amplifikoval u rostlin, které byly povazovany za AK. VSechny pozitivné
detekované AK rostliny byly vylouceny z nasledného Slechténi. U stejnych rostlin byla
pokusné provedena selekce na zaklad€ amplifikace genu SCRII alely 2 (obr. 4.2).

Vyhodnoceni pro SLG:

Populace ¢. 1 urceno 62 rostlin jako AK

Populace €. 2 urc¢eno 59 rostlin jako AK
= Selekce Al jedinct, kteti byly dale pouzivany ve Slechténi:

Obr. 4.2. Priklad amplifikace genu SCR (II tfidy) V 280 bp pruhu byly amplifikovany

fragmenty z rostlinek izolovanych dihaploidnich populaci s ptredpokladanou Al.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 17 18 19 20 M

e ;

Pruhy o délce 280 bp znaci Al rostliny.

Vyhodnoceni PCR pro SCR:

Populace ¢. 1 urceno 56 rostlin jako Al

Populace €. 2 urc¢eno 57 rostlin jako Al

Oba markerové geny spolu korespondovaly (kromé sporadického vyskytu slabych,

nespecifickych pruht pti detekci genu SLG (I tiidy )).
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Tabulky 4.1. V nasledujicich tabulkach jsou porovnany vysledky markert s vysledky
semenného testu pro konkrétni kiizeni Start x AK 2051; Tandem 1/85 x AK 2051; WRG
15 x AK 2051; Liropa x AK 2051 u populace €. 2.

Tab.4.1.1. Al start x AK 2051

markery priumérny reakce | markery | primérny | reakce
pocet semen | sem. pocet sem.
testu semen testu
1AK 11,3 AK 19A1 19,5 AK
2AK 9,2 AK 20A1 21,0 AK
3AK 13,7 AK 21A1 14,6 AK
4AK 21,2 AK 22AK 18,1 AK
S5AI 10,8 AK 23Al 17,8 AK
7AK 343 AK 24AK 9,8 AK
8AK 15,5 AK 25AK 5,2 -
9AK 17,4 AK 26AK 23,5 AK
10AK 2,0 Al 27AK 30,6 AK
11AI 18,2 AK 28AK 23,9 AK
12AK 6,5 AK 29A1 0 -
14A1 4,5 Al 30AK 17,1 AK
15A1 19,2 AK 31AK 6,7 AK
16A1 23,6 AK 32AK 16,7 AK
17AK 25,6 AK 33AK 25,1 AK
18AI 16,5 AK 35AK 2,0 Al

Tab.4.1.2. Al tandem 1/85 x AK 2051

markery priumérny reakce | markery | primérny | reakce
pocet semen | sem. pocet sem.
testu semen testu
1AI 1,3 Al 10AK 17,8 AK
2AK 2,0 Al 11AK 6,7 AK
3Al 10,0 AK 12A1 9,6 AK
4A1 3,9 Al 13Al 15,8 AK
5AK 20,1 AK 14A1 9,2 AK
6AK 22,8 AK 15A1 2,3 Al
7AIl 6,8 - 16A1 2,8 Al
8AK 21,6 AK 17A1 1,5 Al
9AI 11,2 AK 18AI 1,0 Al
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Tab.4.1.3. Al WRGI5 x AK 2051

markery priumérny reakce | markery | primérny | reakce
pocet semen | sem. pocet sem.
testu semen testu
1AK 25,9 AK 6AK 26,7 AK
2AK 7,6 AK 7AI 9,7 AK
3Al 2,3 Al 8AI 2,1 Al
4AK 9,9 AK 9AI 1,0 Al
SAI 2.9 Al 10AI 1,0 Al
Tab.4.1.4. Al Liropa x AK 2051
markery priumérny reakce | markery | primérny | reakce
pocet semen | sem. pocet sem.
testu semen testu
1A 12,1 AK 29AK 19,2 AK
2AK 11,7 AK 30AK 20,6 AK
3Al 6,4 Al 31AI 5,2 -
4AK 14,7 AK 32A1 18,7 AK
5AK 28,6 AK 33AI1 14,3 AK
6AK 8,5 AK 34AK 16,0 AK
7AK 22,6 AK 35AK 8,0 AK
8AI 13,1 AK 36AI1 8,9 AK
9AK 15,4 AK 37A1 9,2 AK
10AK 7,3 AK 38AI 2,3 Al
11AK 1,9 Al 39AK 10,0 AK
12AK 25,9 AK 40AK 19,7 AK
13AK 3,0 Al 41A1 17,9 AK
14A1 19,6 AK 42A1 1,9 Al
15A1 11,0 AK 43AK 7,8 AK
16A1 21,2 AK 44A1 12,2 AK
17AK 9,6 AK 45A1 15,1 AK
18AI 2,0 Al 46A1 30,4 AK
19AK 5.1 - 47AK 242 AK
20AK 5,6 - 48AK 12,8 AK
21A1 14,0 AK 49AK 16,2 AK
22AK 6,4 - S0AI 6,5 -
23A1 4.4 Al 51AK 21,5 AK
24AK 19 AK 52Al1 5,5 -
25AK 5.3 - 53Al 0,0 Al
26AK 6,3 - 55A1 1,3 Al
27A1 6,0 - 56AI1 1,0 Al
28AK 24.9 AK S57Al 3.4 Al
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Tabulky 4.2. Vyhodnoceni semenného testu u populace €. 2.

Tab. 4.2.1. Porovnani selekce pomoci markeru a semenného testu

gen selekce selekce fenotypove | fenotypové selekce
markerem | markerem* | souhlasilo | nesouhlasilo | fenotypem

SLGI pro AK || 59 (51%) 53 (51%) 48 (46%) 5 (5%) 78 (75%)

SCRII pro Al 57 (49%) 51 (49%) 21 (20%) 30 (29%) 26 (25%)
celkem 116 (100%) | 104 (100%) 69 (66%) 35 33%) 104 (100%)

* po vylouceni indiferentnich rostlin (semennym testem - 12 rostlin)

U materidlu €. 2. segregoval marker v poméru 1:1 (Al:AK), zatimco vysledky
fenotypového testu ukazovaly na pomér 1:3. Pfi hodnoceni fenotypového testu, nebyl
markerovy genotyp znaceny jako piechodny, pro zjednoduSeni analyzy, pocitan do
Stépného poméru.

Protoze Al byla recesivniho typu, nemohl byt dominantni gen SLG tfidy I
amplifikovan, pravdépodobné kvili disfunkci tohoto genu, ktery mize zplisobovat AK u

béznych odrad fepky.

Graf 4.3.

uspésnost pfi pouziti markert
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O nesouhlasny fenotyp
Osouhlasny fenotyp

1 2

SLG | SCRII

S pomoci SLGI markeru byly vylouéeny AK rostliny s piesnosti 90,5 %, zatimco p¥i

oznacovani Al rostlin pomoci genu SCRII byla uspésSnost jen 41%.
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Tab. 4.2.2. Souhrn vysledkl fenotypového testu a jejich porovnani s markery

3Al
o

R

Al

SAI

4.14

Al

20AK

22AK |- 41AI [AK
23AI |AI |42A1 |Al
AK
AK

20A1

AK

18AI

Al

18AI

Al

37AI

AK

57TAI

21Al

AK

19AK

38AlI

Al

markery stanovend AK u SLG I byla potvrzena i fenotypoveé (48 vz.)

markery stanovena AK u SLG I nebyla potvrzena fenotypoveé (5 vz.)

markery stanovena Al u SCR 1II byla potvrzena i fenotypové (21 vz.)

markery stanovena Al u SCR II nebyla potvrzena fenotypové (30 vz.)

AK

markery stanovend AK u SLG I stanovena jako indiferentni (6 vz.)

Al

markery stanovend Al u SCR II stanovena jako indiferentni (6 vz.)
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Tab. 4.2.3. Porovnani vysledki fenotypového testu dle kritérii KUCERY (1996)

4.1.1. 4.1.2 4.1.3 4.14

1AK |11,3|22AK|18,1 1Al (1,3 |1AK |259]1AT |12,1|20AK|5,6 |39AK|10,0
2AK 9,2 |23AI |17,8]12AK [2.0 |2AK |7,6 |2AK |11,7|21AI |14,0|40AK | 19,7
3AK [13,7]24AK|9,8 |3AI |10,0]3AI [2,3 |3Al |64 |22AK |64 [41Al |17,9
4AK |21,2|25AK |52 |4Al [3,9 |4AK |99 J4AK |14,7|23Al |44 |42A1 (1,9
SAI |10,8]26AK|23,5]5AK (20,1 |5SAI |29 |5AK |28,6|24AK |19 |43AK|7,8
7AK |34,3|27AK|30,6 |6AK [22,8|6AK |26,7]6AK |8,5 |25AK 5,3 |44Al |12,2
8AK |15,5|28AK|23,9]7A1 |6,8 |7AI 9,7 |7AK |22,6[26AK|6,3 |45Al |15,1
9AK |17,4|29AI |0 8AK [21,6|8AI (2,1 |8AI [13,1|27AI [6,0 |46Al |30,4
10AK 2,0 |30AK|17,1]9AI [11,2|9AI |1,0 |9AK |15,4|28AK |24,9 |47AK |24,2
11AI |18,2|31AK|6,7 |10AK|17,8|10AI|1,0 J10AK|7,3 |29AK |19,2 |48AK |12,8
12AK 6,5 |32AK|16,7]11AK 6,7 11AK |19 |30AK 20,6 |49AK 16,2
14AI (4,5 |33AK|25,1]12AI (9,6 12AK 25,9 |31AI |5,2 |S0AI |6,5
15AI |19,2|35AK 2,0 |13AI |15,8 13AK 3,0 |32AI |18,7|51AK 21,5
16AI |23,6 14A1 |9,2 14A1 19,6 |33AI | 14,3 |52AI1 |5,5
17AK | 25,6 15AI |23 15AI 11,0 |34AK 16,0 |S3AI [0,0
18AI |16,5 16AI (2,8 16AI 21,2 |35AK 8,0 |55AI [1,3
19AI |19,5 17AI | 1,5 17AK [9,6 |36AI 8,9 |56AI |1,0
20AI |21,0 18AI | 1,0 18AI 2,0 |37AI (9,2 |57AI |34
21AI1 | 14,6 19AK |5,1 |38AI (2,3

AK ¢i AT|0-2 ucinny Al fenotyp (do 2 semen na SeSuli) (14 vz.)

AK ¢i Al| 2,1-15 | vyskyt ¢astecné sterility Ci autosterility (2,1 — 15 sem. na SeSuli) (55 vz.)

AK ¢ Al|> 15

pln€ kompatibilni rostliny (46 vz.)

Al

0 tato rostlina nebyla zapocitdvana do priméru (nevyrostla)
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5. DISKUZE

U materialu €. 1. bylo prokazéano, Ze gen SLG neni vyznamny pfi reakci rozpoznéni
pylového zrna na blizn¢ u fepky. To potvrzuje i ve své studii OKAZAKI et al., 1999;
SUZUKI et al., 2000; SUZUKI et al., 1999. Pouzita dvojice primert PS5 a PS15 (NISHIO
et al., 1996) byla velice G¢inna. Prestoze délka téchto primera byla pomérné velka (23 a 27
bp), komplementarni sekvence u vétSiny dominantnich SLG genil se liSila maximalné o
dvé az tfi baze. Podle SOBOTKY (2001) se naopak sekvence jednoho z primeri v S-
domén& SRK A10 nevyskytuje viibec a neni ani v genech ptibuznych k SLG I. Gen SLG I
se tak proto, jak dokazuji vysledky PCR-RFLP, nebo separace na polyakrylamidovém
gelu, amplifikuje velmi specificky
jako pro S-doménu SRK). Konzervativni useky recesivnich SLG gent jsou také v SRK,
SLR2 a pravdépodobné i1 v dalSich genech jak uvadi TANTIKANJANA et al., 1996.
SOBOTKA (2001) se zmifiuje o problému s dvojici primert PS3 a PS21, kde dochazi
kromé& amplifikace recesivnich SLG genti k amplifikaci dalSich sekvenci, z nichZ nékteré
ziejm¢ ani nemaji zadnou spojitost s S-lokusem. V ptipad¢ diploidnich druhii vSak neni
problém univerzalnich primerti pro SLG II tak vyrazny. Dochdzi zde k amplifikaci dvou az
tfi sekvenci (SLG II, SRK II, SLR2) a jednotlivé recesivni S-haplotypy jsou pomoci
PCR-RFLP dobfe rozlisitelné (NISHIO et al., 1996). Se zamétenim na konkrétni sekvence
jednotlivych S-geni 1ze dojit k znacnému zjednoduseni prace pti PCR-RFLP a uSetieni
prace pii hledani vhodné restrikéni endonukledzy. NejefektivnéjSim se zda navrhnout
dvojici primert vhodnych k specifické amplifikaci SLG z vybranych Al linii. Selekce na
Al genotyp pak spocivd pouze v PCR reakci bez nutnosti dalSiho restrikéniho S$tépeni.
Kazdy takovy par primert je sice pouZitelny pouze pro jeden S-haplotyp (resp. Al linii),
Slechtitelé ovSem stejné pracuji pouze s nékolika osvédéenymi S-haplotypy (SOBOTKA,
2001).

U analyzovanych Al linii doSlo v nasem piipadé u tiech vzorkd k amplifikaci
fragmentu genu SLG 1. Fragmenty se nevyskytovaly s béZznou intenzitou projevu a
v porovndni s ostatnimi fragmenty, byl jejich vyskyt detekovan v podobé méné znatelnych

pruht (viz. obr. 4.1 — vzorek €. 12 a 18).
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Protoze byly pouZzité Al linie fepky recesivniho typu u genu SCR tfidy Il nedoslo
k predpokladanému projevu Al v rostlinach, jelikoZ u rostlin doslo k poruSeni Al projevu.
Vzhledem k tomu, Ze SLG bilkovina neni esencialni pfi reakci rozpoznani pylového zrna
bliznou, chybéjici SLG gen tiidy I mize nasvédCovat o jeho disfunkci, nebo absenci celého
S-lokusu tfidy I, které mohou byt né¢jakym zptisobem ovlivnéné.

Druhou moZnosti bylo pouzit jako znac¢ici marker funkéni alelu nepostradatelného
zdkladniho genu v Al reakci. Tento zpusob pfedpokladal vétsi presnost, nez predchozi.
Avsak porovndnim s prvnim znacicim systémem byly vysledky stejné. Nelze také vyloucit
moznost, Ze se vyskytuje i u jinych odrid s funkéni alelou genu SCR tiidy II a soucasné s
dysfunk¢énim genem SLG tiidy 1. V tomto piipadé by S-lokusu tiidy I obsahoval gen SLG
povazovany za dominantni — ten muze potlacovat funkéni S-lokus s genem SCR tiidy II
b&zné se vyskytujici u Al rostlin. KUCERA (1996) ve své praci uvadi, ze v R1 generaci
ma pouze 10— 25 % jedinct Gcinny Al fenotyp (do dvou semen na SeSuli). Ani ostatni
rostliny vSak nejsou plné kompatibilni. Téméf u dvou tfetin kompatibilnich rostlin se podle
vysledkii semenného testu vyskytuje alesponi Castecnd sterilita ¢i autosterilita (hodnoty
semen Vv SeSuli se pohybuji vrozmezi od 5 do 15). Pokud porovnidme nasSe vysledky
semenného testu podle hrani¢nich hodnot stanovenych KUCEROU (1996), nalezneme tak
12 % jedinct suc¢innym Al genotypem a 48 % rostlin s ¢asteCnou sterilitou (byly
zapocitavany rostliny v rozmezi 2,1 — 15 semen na Sesuli).

Podle vSech vysledkli nemusi znamenat pfitomnost funkéniho S-lokusu v RI
generaci kiiZzeni Al linii s kompatibilni fepkou Al fenotyp. Na zédklad¢ detekce funkéniho
S-lokusu tedy neni mozné ziskat pouze Al linie. Cast vyselektovanych rostlin bude vzdy
kompatibilni (nebo pouze z ¢astecné¢ kompatibilni). I tak ma takto provedend selekce
veliky vyznam, jelikoz dojde k 50 % snizeni poCtu regenerantii R1 generace a v ndsledné
populaci F2 dochdzi dokonce k sniZeni o 75 % aniz by dochazelo ke ztratdm jakychkoliv
Al jedincl. Tento zpusob selekce predstavuje nezanedbatelnou usporu casu a energie,
jelikoz pti bézném testovani musi byt kazdy jedinec péstovan do doby nasazovani Sesuli,
musi byt oSetfovan, samosprasovan atd. Nutno podotknout, ze pfi nasledném vyhodnoceni
je nakonec 80% rostlinného materidlu oznaceno jako odpad (SOBOTKA, 2001).

Vyskyt ¢astecné sterility nemusi pitimo souviset s Al reakci. Na fenotypovy projev
recesivniho typu Al ma nejspiSe vliv jeden, nebo nékolik modifikac¢nich gent, které se

pravdépodobné vyskytuji v kompatibilni fepce a mohou na rtiznych Urovnich sniZovat
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ucinnost Al reakce. Na expresi S-genli mohou mit vliv také mutace, jejichz vliv mlzZe zcela
blokovat Al reakci (NASRALLAH et al., 1992). Mutace v lokusu S mohla usnadnit
vznik fepky jako druhu, jelikoZ u celedi Brassicaceae se Al reakce také uplatiiuje pfi
blokovani mezidruhového opdleni (HISCOCK, DICKINSON, 1993). Je tedy
pravdépodobné, Ze je tento S-lokus u fepky od pocatku nefunkéni. Evoluci tohoto lokusu
lze navrhnout pomoci analyzy sekvenci intrond recesivnich S-genti. Také existence
modifika¢nich genii mize zplsobit oslabeni Al reakce bez detekovatelnych zmén exprese
gend na S-lokusu. O vyznamu gend, které nelezi na S-lokusu, svéd¢i studie, podle které
vykazuje u¢innost Al reakce vyznamnou variabilitu mezi riznymi Al liniemi se shodnym
S-haplotypem (RUFFIO-CHABLE, 1998).

Jak bylo jiz vySe uvedeno, nelze vyloucit ani moznost, Ze zde jako modifikac¢ni gen
pusobi néktery z S-gend na dominantnim S-lokusu. I kdyz je alela S-lokusu A10 nefunkéni
(mutace v SRK), gen SLG a také zkricend forma SRK se exprimuji (GORING et al.,
1993). Mohlo by zde tedy dochédzet k blokovani recesivnich S-haplotypii podobné jako
v pfipad¢ heterozygota s dominantnim a recesivnim S-lokusem (podstata recesivity stdle
neni znama). Takto je mozné vysvétlit jak nepfitomnost dominantniho SLG u Al jedinci,
tak vyskyt kompatibilnich jedincl bez tohoto genu.

Vseobecné se zda byt vice ucinna detekce pomoci markeri genu SLG tfidy I, nez
specialné vyvinuty marker SCR vznikly zur€itych Al linii. Vyvinuti specifickych
S-haplotypt mtize byt dilezité i jako prevence proti kontaminaci Al linii s riznymi S-
alelami.

U materidlu ¢. 2. byl pfedpokladany st€pny pomeér 1:1 (AI:AK) potvrzen pomoci
molekularnich markerii, zatimco pomoci fenotypového testu byl stanoven odlisné (1:3).
Jako mozna pfi€ina tohoto odlisného §tépného poméru by mohla byt povazovana existence
jesté jiného lokusu ovliviujictho AK u fepky. Pokud by se podafilo tento lokus nalézt a
vytvofit vhodny molekularni marker k jeho identifikaci, bylo by moZzné piesnéji stanovit
Al a AK genotyp a umoznit tak 1 pfesnéjsi selekci.

Zjisténou ucinnost Al ve skleniku vSak nelze povaZovat za kone¢nou, nebot se
velice Casto odliSuje od G¢innosti v polnich podminkdch (MARSHALL et al., 1994).

Celkové pohledy na evoluci fepky se 1 nadale rizni. Nékteti autoti jako BOHUON
et al. (1996), PARKIN, LYDIATE (1997) jsou piesvédceni, Ze oba genomy fepky ziistaly

prakticky nezménény od doby vzniku druhu a nedoSlo k vzdjemné rekombinaci. Toto
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tvrzeni je vSak v rozporu s presvédcenim, ze genom C je ptivodem z jin¢ho druhu, nez z B.

oleracea jak uvadi SONG, OSBORN (1992).
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6. ZAVER

K selekci autoinkopatibilnich rostlin ze segregovanych dihaploidnich populaci
fepky bylo pouZito dvou selekénich systémil zaloZenych na dvou markerovacich genech,
které davaly stejné vysledky. Specifické markery pro S-lokus , funkéni alely genu SCR
tiidy II pfesné koreluji s univerzalnimi markery pro nefunkéni gen SLG tfidy I. Oba
znacici systémy mohou byt pouzity k marker-asistované selekci u péstovanych hybridnich
rostlin fepky.

V ptipadé, ze je zjiStén gen SLG tfidy I, miZe znamenat pfitomnost celého S-
lokusu tfidy I, ktery miZe potlacovat cely projev S-lokusu tfidy II u béZznych odrad.

Vyhodnéj$im se jevi pouziti genu s funkéni alelou genu SCR, jejiz vyskyt znaci Al
rostliny. Vzhledem k jeho nepostradatelnosti v reakci pfedpokladame jeho vétsi presnost.
Pouziti markerového genu SLG tfidy I se zda byt vyhodnégjsi, jelikoz bezproblémoveé
fungoval u vSech typt kiizeni a zaroven tato selekce umozinuje detekci rostlin v ranném

stddiu ontogeneze.
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8. PRILOHY

Obr. 2.7. Sekvenovani * Sangerova metoda
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DideoxyNTP
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Direction of
electrophoresis

(http://www.nonoil.com/bio/engineering/chapt9.htm)
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misto nahrazeni -OH skupiny -H u dideoxy variant nukleotid
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autoradiografie
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Obr. 2.8. Sekvenovani

¢ Maxam-Gilbertova metoda
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(http://www.cbs.dtu.dk/staff/dave/roanoke/genetics980211.html)

a) radioaktivné znacené konce DNA

b) radioaktivné€ znacené vlakno ssDNA

c) selektivni §tépeni DNA ve specifickych nukleotidech

d-j) elektroforetickd separace fragmentl a nasledna autoradiografickd vizualizace

znaenych konct

71



Obr. 3.1. Izolace DNA z rostlinnych tkani (Invisorb Spin Plant Mini Kit — Invitek)

Lysis at 65° C 1 a Thermomixer

Precleaning

Fealizing optimum binding conditions

Load the filter and DNA binding

\J

Washing and DNA Elution from
Spin Filter

Elution of genomic DNA

ii
@

(http://www.invitek.de/shop/pimages/ad2cab1efOb8ca00d34e5730185e1513_Spin%20Plan
t%20Mini.pdf7PHPSESSID=1{1a26225e76784353287373ec7172a4)
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Add 200 pl of Binding Buffer P and vortex thoroughly.

4. DNA Binding

Place a new Spin Filter into a 2.0 ml Recerver Tube. Transfer the suspension onto the Spin Filter and
incubate for 1 min. Centrifuge at 12,000 rpm for 1 min. Discard the filtrate and place the Spin Filter again
mto the 2.0 ml Recerver Tube.

5. Washing I

Add 530 pl Wash Buffer I and centrifuge at 12,000 rpm for 1min. Discard the filtrate, place the Spin Filter
again into the 2.0 ml Recerver Tube.

6. Washing Il

—————
Add 550 pl Wash Buffer I and centrifuge at 12,000 rpm for 1min. Discard the filtrate, place the Spin Filter

agam into the Recewver Tube and repeat the washing step once again. Finally discard the filtrate and
centrifuge for 2 min at 12,000 rpm (to remove residual ethanol).

7. Elution of the DNA

Place the Spin Filter into a new 1.5 ml Receiver Tube and add 100 pl of the prewarmed
Elution Buffer D. Incubate for 3 min. Centrifuge for 1 min at 10,000 rpm.

Note: * The DNA can also be eluted with a lower or a lugher volume of Elution Buffer D (depends
on the expected vield of genomic DNA). But pay attention, that mininmim volume for the
elution 1s 30 pl. If quite large amount of DINA 15 expected. the volume of elution can be
mncreased (100-200 ul).

To maximize the final vield we recommend a second elution step with the equal volume of
Elution Buffer D.

(http://www.invitek.de/shop/pimages/ad2cab1efOb8ca00d34e5730185e1513_Spin%20Plan
t%20Mini.pdf7PHPSESSID=1{1a26225e76784353287373ec7172a4)
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(Invisorb Spin Plant Mini Kit — Invitek)

1. 60 mg rostlinného materidlu (listy) se v 1,5 ml eppendorfkach za pomoci tekutého
dusiku dokonale zhomogenizuje.

2. ptiddme 400 pl lyzaéniho pufru P a 20 pl proteindzy K, vortexujeme a 30 minut
inkubujeme pii1 65°C. Béhem inkubace 2 — 3krat promichame. Ptipravime si Spin Filter do
2,0 Receiver Tube.

3. Lyzaéni roztok ptrevedeme na Spin Filter (kolonku), centrifugujeme 1 minutu pfi
12000 rpm. Vortexujeme a nechdme 5 min. inkubovat piti pokojové teplot¢.

4. K filtratu ptidame 200 pl Binding Buffer (vazaciho pufru) a dikladné vortexujeme.

5. Novy Spin Filter vloZime do 2 ml Receiver Tube. Vzniklou suspenzi pfeneseme na Spin
Filter a inkubujeme 1 minutu pfi 12000 rpm. Poté vznikly filtrat slijeme a kolonku vratime
do pivodni Receiver Tube.

6. Pfiddme 550 pul Wash Buffer I (promyvaciho pufru) a centrifugujeme 1 minutu pfi
12000 rpm. Slijeme filtrat a op€t ponechame kolonku v Receiver Tube.

7. Pfidame 550 ul Wash Buffer II a centrifugujeme 1 minutu pii 12000 rpm. Vznikly filtrat
slijeme a tento krok zopakujeme. Nakonec slijeme filtrat a centrifugujeme 2 minuty pfi
12000 rpm k odstranéni rezidualniho ethanolu.

8. Spin Filter s navazanou DNA pienddme do novych 1,5 ml Receiver Tube, pfidame
100ul Elution Buffer D (elu¢niho pufru D) pfedem predehiatého na 65° C. Inkubujeme

3 minuty a poté 1 minutu centrifugujeme pii 10000 rpm.
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